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RESUMEN

La esponja marina Aplvsina sp. fué colectada en Big
Pine Key, Florida, situada a 24°30’ latitud Norte y 81930’
longitud Oeste, en el Verano de 1987, y almacenada en
metanol por 3 meses. E1 disolvente fué filtrado y la esponja
se sometid a ultrasonido en metanol (2x500 mL.) por 30 min.
Ambos extractos se combinaron y el disolvente fué eliminado
mediante destilacidn a presidn reducida. A la restante
suspensidn acuosa se le adiciond agua desionizada hasta
duplicar su volumen. La fase acuosa se extrajo con
disolventes organicos, el mecanismo utilizado fué
incremento de gradiente de polaridad comenzando con hexano,
dicloro-metano, acetato de etilo y metanol. Los cuatro
extractos fueron secados con sulfato de sodio y se
sometieron a ensayo bioldgico, se pesaron y se Jles
corrieron espectros de Resonancia Magnética Nuclear
Protdnica (RMNP). Los extractos activos dicloro-metano vy
acetato de etilo (CH2012, EtOAc), fueron purificados por

cromatografia en columna de gel de silice y Sephadex.



E1 compuesto analizado por combinacidn de los siguientes
métodos espectrales: Resonancia Magnética Nuclear Protdnica
(RMNP), Nuclear Overhauser Enhancement (NOE), Resohancia
Magnética Nuclear de Carbono (RMNC13), Espectro de
Infrarrojo (IR). con férmula molecular de CioHy3NOyBr, y
de nombre 3,5 dibromo-1-hidroxi-4-dimetoxi-ciclohexadieno-
acetamida, es 1inactivo y tiene como precursor a un oxido
aromatico siendo un metabolito secundario con actividad

bioldgica ‘in vivo’.
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1 INTRODUCCION

La farmacologia marina, comprende el estudio de los
compuestos derivados de organismos marinos. Algunos
compuestos se Utilizan en el tratamiento de enfermedades,y
otros son sustancias (especialmente toxinas), que provienen
de organismos toxicos tanto para humanos como para animales,
(Baslow, 1977). Desde 1la observacidn de Emerson y Taft en
1945, (Baslow, op. cit.); se sabe ya de el potencial
farmacoldgico del mar y el aporte que se ha dado a la

medicina.

La investigacidn en este campo ha progresado a tal
grado que se pueden catalogar ciertos tipos de agentes
fisioldgicamente activos provenientes de varias clases de
organismos marinos. La literatura estd repleta con ejemplos
de antibidticos, antifungales, y antilevaduras, encontrados
en Monoeranos (Baslow, op. cit.); Sustancias ictiotdxicas,
antiespasmddicas, anticoagulantes, antivirales y
antihelmiticos, en los protistas, (Baslow, op. cit.):
antibidticos, factores de agregacidn y reguladores de

crecimiento, en las esponjas, (Baslow, op. cit.); agentes

anticoagulantes y antitumorales, en Celenterados, (Baslow,
op. cit.); De Equinodermos se tienen agentes
espermoinmobilizantes, sustancias neuroactivas y

bloqueadores neuromusculares, (Baslow, op. cit.); inhibidores



de crecimiento y hemoliticos. De anélidos algunos
insecticidas, agentes cardioactivos de algunos artrdpodos,
(Baslow, op. cit.) y nlmerosos compuestos neuroactivos en
algunhas clases de peces, anfibios y reptiles marinos
(Baslow, op. cit.). Esto coloca a los organismos marinos
como unh recurso material para la industria farmacoldgica,
que estd buscando continuamente nuevas estructuras quimicas,
gue son activas en diferentes funciones.

Las esponjas, phylum Porifera, son un grupo de
invertebrados primitivos donde 1la mayoria son marinos, sin
embargo, existen alrededor de 150 dulceacuicolas. Tienen
vida sésil y son filtroalimentadores, (Simpson, 1984). De
todos Tlos animales, son 1los Unicos que no poseen odorganos
internos y su esqueleto puede ser mineral y/o colagenhoso
(Morris et al., 1980).

Pueden bombear grandes volumenes de agua a baja presidn
con células flageladas (coanocito), (fig.#1), (Bergquist,
1978). Las particulas pequeilas son filtradas del agua y
digeridas al mismo tiempo que sale por Tlos canales
exhalantes, el material es transportado desde el coanocito
hasta el mesohilo donde es digerido, (Barnes, 1977). A pesar
de ser organismos con poca organizacidn interna presentan
una quimica altamente desarrollada, frecuentemente contienen
metabolitos con esqueletos inusuales de carbdn y grupos
funcionales poco usuales que son desconocidos en sistemas

terrestres, de tal manera que éstos han recibido una
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Figura 1. Representacidn esquemdtica de los diferentes
niveles de organizacidn en las esponjas. a) Ascon: forma
mas simple con épitelio continuo. b) Sicon: presentando los
primeros estados de evolucidn. c) Sicon: en condiciones mas
avanzadas. d) Leucon: presenta las maAs complicadas
condiciones, con camaras alsladas de coanocitos, canales
complejos y un mesohil delgado. Las flechas marcan 1la
direccidn de la corriente de agua. os, osculo; s, espongel;
ip, poro inhalante; po, canal del porocito; ch, coanodermo;
flch, camara del coanocito; ic, canal incurrente; ex, canal
exalante. (tomado de Bergquist, 1978).



atenciodn considerable como nuevos compuestos farmacoldgi-
camente activos.

Las esponjas contienen grandes cantidades de metabolitos
secundarios con distintas clases de actividad bioldgica;
la actividad bioldgica que presentan un amplio rango de
efectos como:

1.- Inhibicidn del crecimiento de microorganismos. Los
metabolitos antimicrobianos actlan para 1incrementar Jla
retencidn de comida bacterial en Tlos coanocitos, ocasionado
por el aglutinamiento de bacterias en T1los canales
incurrentes, Bergquist (1978)

2.- Efectos tdxicos contra otros organismos marinos. La
produccidn de sustancias olorosas y nocivas por las esponjas
estd reconocida, asi como la capacidad de causar dermatitis
al contacto con ellos y como mecanismo de defensa para
repeler a sus predadores (Faulkner,1984 y Walker, et
al.,1985) . Trabajos recientes sugieren el papel de Tlos
metabolitos secundarios como ecoldgicamente activos. En
ensayos bidlogicos se encontrd que Tlos extractos crudos de
las esponjas tropicales son ictiotdxicos (Thompson et al.,
1982). En aguas trdopicales la competencia y predacidn por
peces y sobrecrecimiente de coral es mas importante que en
aguas templadas, (Bergquist y Bedford, 1978). También
presentan actividades especificas en un diverso rango de
organismos incluyendo invertebrados, (Mc.Clintock, 1987);

vertebrados, microorganismos y algas (Thompson, 1985).



Figura 2. Células globulares: Células con inclusiones de
diferentes ordenes de Demospongiae, se encuentran
superficialmente y al 1imite de los canales exhalantes,
presentandose en gran numero. Célula globular de Ianthella.

Figura 3. Células globulares. Archaeocito en fagocitosis de
una célula globular (sc).



2) Sustancias activas extraidas por MeOH pero que nho pueden
ser extralidas en disolventes inmiscibles en el agua.
3) Sustancias activas que son solo parcialmente extraidas en
MeOH .

4) Sustancias antimicrobiales que no pueden ser extraidas

por MeOH totalmente.



ANTECEDENTES

lLos metabolitos de las esponjas marinas fueron revisados
en detalle por Minale en 1976 (Bergquist y Wells, 1983). En
1977 la revisidn de Minale (Bergquist y Wells, 1983), se
Timitd a una discusidn de terpenoides, lo cual es simbolo
del rapido crecimiento en esta area. Otros autores han
revisado grupos Tlimitados de compuestos como son esteroles
(De Luca et al., 1976), carotenoides, diterpenoides,
sesterpenos, pigmentos nitrogenados, derivados de guanidina,
fenoles e 1indoles (Faulkner, 1980, 1984). Con 1la revisidn
por Bergquist y Wells (1983), sobre quimiotaxonomia (tabla I
y fig.4) , Tlos quimicos marinos han realizado un reacomodo
en el nombre de las especies de Tlos siguientes ordenes:
Dictyoceratida, Dendroceratida y Verongida (Clase
Demospongiae). Las esponjas del Orden Verongida han sido
extensivamente reclasificadas, asl! el género que se conhoce
como Verongia debe ser reemplazado por el sindnimo de
Aplysina, (Faulkner, 1984).

Debido a que muchas esponjas contienen microorganismos
simbidticos, hay algunas veces incertidumbre acerca del
verdadero origen de sus metabolitos. Sin embargo, se cree
que la mayoria de los metabolitos son producidos por Tlas
esponjas, posiblemente en células globulares especializadas,
(Walker et al., 1985), y se ha encontrado muy poca
evidencia que las esponjas pueden exudar metabolitos

bioldgicamente activos a una concentracidn suficiente para



TABLA Y.

OCURRENCGIA ¥ VARIEDAD DE DERIVADOS BROMADOS DE TIROSINA DE LAS ESPONJAS MARINAS

EN EL ORDEN VERONGIDA, (TOMADO DE BERGQUIST ¥ WELLS, 1983),

TAXON

COMPUESTO0S

REFERENCIAS

Familia Aplysinidae
Genero Aplysing
Aplyzina aerophoba

Aplysgina aurea

Aplysina cauliformis

fplusina fistularis

Aplysina fistularis
v, fulva
Aplysina thiona

Aplusing sp.

Aplysina &g,

Genero Verongula
Verongula lacunosa

Familia Aplysinellidae
Genero Pseudoceratina
Pzeudooceratina orassa

P. durisgima

Genero Psammaplysilla
Psavmaplysilla purpurea

Familia Tanthellidae
Genero lanthella
lanthella flabelliformis

lanthella basta

lanthella sp,
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detener efectos nocivos de algunos organismos bénticos.

Walker et al., (1985) y Thompson et al. (1985),
demostrarn’ que a muy bajas concentraciones de aerothionina
y homoaerothionina de Aplvsina fistularis puede modificar el
posible asentamiento de organismos capaces de crecer en el
tejido daflado de la esponja. La alta tasa de exudacidn que
se presenta en el tejido dafiado puede ser 1o suficientemente
activa para detener Tla posible depredacidn, ya que las
esponjas carecen de proteccidn y se conoce a un par de sus
predadores (Alberici et al., 1982) La esporadica ruptura
de células globulares causa una exudacidn continua a una
concentracidon baja de metabolitos (Walker t al., 1985).

En algunos casos excepcionales como es Disidea herbacea

(Capon y Faulkner, 1985) hay una evidencia circunstancial
que sugiere que algunos metabolitos son producidos por
organismos simbidntes. Los productos naturales marinos han
manifestado un reciente interés en las esponjas, ricas
proveedoras de compuestos bioactivos, (Faulkner, 1977). Los
fenoles y quinonas bromados, aislados de especies de
Aplysina inciluyen agentes antibacteriales activos, los
cuales se derivan de mono o dibromotirosinas, (Adrienne vy
Rinehart 1981, [Esquema. 1] y Faulkner, 1984). Los
metabolitos caracteristicos de Aplysina son derivados de
dibromotirosina, Sharma y Burkholder, 1967 aislaron el
antibidtico 2,6-dibromo-4-acetamida-4-hidroxiciclohexadie-

nona, de Verongia cauliformis, cuando l1os mismos autores
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RUTA METABOLICA A PARTIR DE LA FENILALANINA O TIROSINA PARA SINTETIZAR

UN METABOLITO SECUNDARIQ EN LA ESPONJA MARINA Aplysina sp. (TOMADO DE

ADRIENE et al, 1981).
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aislaron el dimetoxicetal de V.fistularis, ellos asumen que

tal dimetoxicetal no puede ser formado por adicidn de
metanol a la dienona, y el cetal se encuentra en forma
natural como compuesto.

Faulkner y Andersen, 1973 reportan un cetal mixto [Etoxi-
Metoxi], que se ha aislado de una especie nho descrita de
Verongia, sugiriendo que 1la dienona, el dimetoxicetal y el
cetal mixto, pueden ser formados a partir de un precursor
comlin por la adicidn de un disolvente durante el proceso de
extraccion.

Este tipo de investigacidn necesita la colaboracidn entre
quimicos organicos, quimicbs ecblogos y farmacdlogos
moleculares. E1 aislamiento de nuevos metabolitos de orga-
nismos marinos, el estudio de propiededes farmacoldgicas y
papel ecdlogico de estos compuestos es el principal objetivo
de el grupo de investigacidn de el Dr. John Faulkner en el
Instituto de Investigacidn Oceanografica Scripps en San
Diego, Ca. Colaborando con dgrupos farmacdlogicos en varias
compafiias de medicamentos y con el Dr. Robert Jacobs en U.C.
Santa Barbara. Las propiedades farmacdlogicas de muchos de
estos compuestos puede ser determinada, siempre y cuando se
obtengan Tlas cantidades suficientes para realizar ensayos

bioldgicos.
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OBJETIVO
" LLEVAR A CABO EL AISLAMIENTO Y LA DETERMINACION DE LA
ACTIVIDAD ANTIBACTERIAL DE LOS METABOLITOS SECUNDARIOS DE
LA ESPONJA MARINA Anlvsina sp. ASI COMO LA ELUCIDACION DE

SUS ESTRUCTURAS".
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2 MATERIALES Y METODOS

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear Protdnica
(RMNP), se determinardn a 360 MHz., UuUtilizando como
disolventes cloroformo y metanol deuterados (CDCL3/CD30D)
en el espectrometro construido por el Dr. Wright de U.C.S.D.
y eh un espectrdmetro Bruker WP-200 MHz. Los espectros de
Resonancia Magneética Nuclear de Carbono (RMN 013),
dtilizando como disolvente Acetona deuterada, se
determinardon a 50 MHz. en el mismo espectrometro Bruker WP-
200 MHz. Espectro Infrarrojo, se utilizd como disolvente
aceite Nujol, se corrid en un espectrofotdmetro Perkin-

ETmer 137 o en un Perkin—-Elmer 738.
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EXTRACCION
La esponja fué colectada por Buceo SCUBA a 20’ de Big
Pine Key, Florida, situada a 24°30’Latitud Norte vy
81930’ Longitud Oeste en el Verano de 1987, y almacenada en
metanol (MeOH) por 3 meses.
A1l momento de su colecta la esponja marina Anlysina sb.
se sometid a ensayo bioldgico con 1los siguientes

microorganismos: Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis,

Escherichia coli, Enterobacter aerogenes, Pseudomonas

aeruginosa,Candida albicans,Beneckea harveyi (B-392) ,

posteriormente se almacend en metanol a 4° C y se procedid
a su extraccidn con cuatro disolventes incrementando el
gradiente de polaridad comenzando con hexano, diclorometano,
acetato de etilo y metanol (Fig. 5).
SEPARACION
Cada uno de 1los extractos se sometid a un ensayo
antimicrobial con los siguientes microorganismos:

Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli,

Enterobacter aerogenes, Pseudomonas aeruginosa,Candida

albicans,Beneckea harveyi (B-392) y los extractos gue dieron

prueba positiva (diclorometano y acetato de etilo) (Tabla
I1T1), se sometieron a fraccionacidn mediante cromatografias
en columna de Tiquidos.

Para el extracto de diclorometano se utilizd como fase
estacionaria gel de silice y como eluyentes, disolventes con

un gradiente de polaridad como hexano, acetato de etilo,
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metanol y mezclas de ellos , las fracciones obtenidas (se
monitorearon mediante Cromatografia en capa delgada, en gel
de silice). se sometierdn a un andlisis de antibiosis con S.
aureus.(Tabla III).

Para el extracto de acetato de etilo se utilizd Sephadex
como fase estacionaria y como disolvente metanol, las
fracciones obtenidas igual que en el caso anterior se
monitorearon mediante ccd y antibiosis con S.aureus. (Tabla
V).

A cada una de las fracciones de estos extractos se
sometid a un analisis de RMNP y todas aquellas que
resultaron ser iguales se reunieron.

PURIFICACION

Cada una de las fracciones obtenidas anteriormente y que
resulto activa, se purificd mediante cristalizacidn con
metanol-acetato de etilo, se secaron mediante una corriente
de Ny, Tiguida y se les determind un espectro de R.M.N.

ENSAYO BIOLOGICO

Una porcion de los cristales yd purificados se sometieron
a un ensayo antibacterial de la siguiente manera.
I.MICROORGANISMOS:

A. PATOGENOS HUMANOS: Staphylococcus aureus: gram

positivo, Bacillus subtilis.- gram positivo, Escheriichia

coli- gram negativa, Enterobacter aerogenes— gram

negativa, Pseudomonas aeruginosa- gram negativa;

fluorescencia verde. Candida albicans - hongo
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B. BACTERIAS MARINAS:

Beneckea harveyi (B-392) - gram negativa; luminescente.

I1.MEDIO DE PREPARACION.
A. Medio solido

1. Para Patogenos Humanos: Se tomd 10 g.de Bacto-

Tryptona con 1 g. de extracto de hongo , 8 g. de NaCl, 1 g
de Glucosa, 0.5 g. de Tris HCl. y 17 gs. de Bacto-Agar y se
diluyd en 1 litro de agua desionizada.

2. Para Bacterias Marinas: Se tomd 5 g. de Bacto-

Tryptona, 3 g. de extracto de hongo, 3 ml. de glycerol
(grado analitico) 17 g. de Bacto-Agar se diluyd en 250 ml.
de agua desionizada con 750 ml. de agua de mar (filtrada por
un filtro de 2-8 miliporo).

Se prepard 2 1ts. de medio, se taparon con papel
aluminio, y se esterilizaron en una autoclave a 15 Tibras de
presidn por 15 minutos. Aun caliente se colocd en cajas de
petri de 100 x 15 ml. ( alrededor de 20 ml.por caja). Se
dejardn solidificar a temperatura ambiente toda Tla noche vy
almaceno a 4° C.

B. Medio 1iquido.

Se prepard el medio de acuerdo como al medio sdlido,
exceptuando la adicidn de Bacto-agar. Se pipeted el medio no
esteril dentro de pequefios vials de 1/3 a 1/2 de su
capacidad. Se pusierdn las tapas sin apretar y autoclave a
15 psi/15 min. Se dejd solidificar a temperatura ambiente

toda T1a nhoche y se apretardn las tapas y almacend a



20

temperatura ambiente.
PROCEDIMIENTO PARA EL BIOENSAYO ANTIMICROBIAL.

A. E1 compuesto que fué probado se diluyd en un
"sensidisco" esteril y se dejo secar (Se usd metanol como
disolvente realizandose varias aplicaciones y el disco seco
se puso en la placa).

B. Se etiquetd la caja de Petri con el nombre del
organismo y nombre (s) de compuesto (s) a ser probados.

C. Usando pinzas estériles se aplicaron los discos
secos a la superficie del agar, se incubd toda Tla noche a
temperatura de 30-37°.

D. Las muestras donde se presentd la formacidn de un
halo alrededor del disco, indican inhibicidn de crecimiento
y por lo tanto es una indicacidén de la toxicidad del

compuesto.
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3 RESULTADOS
Extractos:

Se obtuvieron cuatro extractos: Hexano, Diclorometano,
Acetato de etilo y Metanol. Cada unho conh pesos
respectivamente de:

Hexano.— w= 35.79 mgs.

CHyClp.— W= 164.47 mgs.
EtOAc.- w= 149.38 mygs.

MeOH.- w= 10.19 gs.

Después de 1la purificacidon del extracto activo-(CH,Cl,
que fué mediante cromatografia en columna en gel de Silice
se obtuvieron 14 fracciones diferentes de las cuales de Tla
7-10 resultardn activas apoyandose en su espectro de
Resonancia Magnética Nuclear Protdnica, se unieron 2
fracciones que resultaron ser iguales para dar un peso final
de 56.57 mg. Después de Tla cristalizacidn, se obtuvo un peso

final de 5.6 mg.

ENSAYO ANTIMICROBIAL DE EXTRACTOS:

Extracto de Dicloro-metano: La fraccidn seleccionada de
dicloro-metano, se probd sobre las bacterias y se observd
prueba positiva (inhibicidn de crecimiento Bacteriano) para

S.aureus, E.coli, B.subt, E.aero, y B-392 .(tabla II).

Posteriormente el extracto fué purificado mediante
Cromatografia en gel de Siilce y se probd sobre la bacteria
S. aur dando prueba positiva (Tabla III).

Extracto de Acetato de Etilo: Esta fraccidn resultd ser



TABLA IT.
ACTIVIDAD ANTIMICROBIAL DE LOS EXTRACTOS CRUDOS
DE LA ESPONJA MARYNA Aplysina sp.

EXTRACTOS CRUDOS SOLVENTES

ORGANISNOS
HEX CHgCLy ETORG HeOH

8. aur INACTIVO 45 MM, a0 MMy THACTIVO
E. coli  INACTIVO 14 MM, 48 MMy INACTIVO
P areu  INACTIVO  INACTIVO 8 mme THACTIVO
By sub INACTIVO 19 mm ag MM INACTIVO
E. aero  INACTIVO 10 mm, 14 MM INACTIVO
Cooalb INACTIVO  INACTIVO INACTIVO INACTIVO
B-392 IHACTIVO a3 MM, 26t INACTIVO

TABLA 111,

RESULTADOS DEL EXTRACTO DE DICLORO METANO.

DE LA ESPONJA MARINA Aplysina sp.

PURIFICACION POR CROMATOGRAFIA EN GEL DE SILICE

ORGANISMO

FRACCIONES AP
1-6 NEGATIVO
=14 POSITIVO
12-14 NEGATIVO

TABLA IV,

RESULTADOS DEL EXTRACTO DE ACETATO DE ETILO

DE LA ESPONJA MARINA Aplysina sp.

AL PURIFICARSE POR CROMATOGRAFIA EN COLUMNA DE SEPHADEX

ORGANISMO
FRACCIONES «AUR
1 NEGATIVA
2 POSITIVA
3 NEGATIVA

aa
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activa para todas las bacterias (S.aur, E.coli, P.areu,

B.subt, E.aero,B-392) excepto para C.alb..(Tabla II).

Posteriormente se purificd mediante Cromatografia en columna
de Sephadex obteniendose 3 fracciones diferentes y una
fraccion presentd actividad positivo al ser probado sobre la
bacteria S. aur. (Tabla 1IV).

Los extractos Hexanico y Metandlico resultaron inactivos
para todas Tlas bacterias (Tabla II).

ANALISIS ESPECTRAL:

La fraccidon que contiene al compuesto puro CH,Cl, se
sometid a los siguientes Analisis espectroscodpicos:

Espectroscopia de Infrarrojo:

E1 espectro 1 presenta sefiales caracteristicos para oxhi

drilos aromaticos a 3450 cm_1, también se observan las

sefifales caracteristicas para grupos alcanos a 1370 y 1460
cm™ 1. se asume que en la sefial intensa y ancha comprendida
entre 2850 y 3050 cm—1 se encuentra enmascarada la sefial
para dobles enlaces, ya que ésto se confirma con las absor-
ciones a 1675 cm_1, la cual es tipica para dobles ligaduras.

Se puede observar la presencia de grupos funcionales
amidas, con una absorcidn intensa caracteristica en 1601cm”
1. Entre 1050-1262 cm™~ ! se observan varias sefales
caracteristicas de ésteres aromaticos.

Espectro de Resonancia Magnhética Nuclear Protdnica (RMNP):

En el espectro 2, (Tabla V.) se presenta una banda simple

a 2.40 ppm. que integra para 2 protones y se asignhan a los
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TABLA V.  RESULTADOS DEL ESPECTRO DE RMNP DEL COMPUESTO AISLADO
DE LA ESPONJA MARINA APLYSINA sp.

I Desplazaniento
GC# I quinico en ppM.d

2 g, IH, 6.60
6 g, 10, 6.68
? g, aH, 2.40

OH (CHL) g, IH, 3.51
NH2 (CHE) §, aH, 3.51
OCHI (CH4) g, 3, 3.05

OCH3 (CH4) §, 3H, 3.43
[ TouvEees|

H3C CH3
\ /

8¢=0
Ha

FIG.6  ESTRUCTURA DEL COMPUESTO AISLADO DE LA ESPONJA MARINA
APLYSINA sp.

a6
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protones de un CH,, a 3.05 y 3.13 ppm., dos seffales simples
queAintegran para 3 protones cada una, y que se asignan a
Tos protones de 2 grupos O-CH3. En 3.51 ppm., se observa una
sefial simple gue integra para 3 protones y se

le asignan a los protones de un grupo amino (NH2) y unho de
un grupo OH. También se presenta una sefial simple en 6.68
ppm., que integra para 2 protones, asignados a los protones
vinilicos desplazados a campo bajo. La seffal en 7.26 ppm.
corresponde al disolvente.

Espectro ~ *Nuclear Overhauser Enhancement

(NOE), de Resonancia Magnética Nuclear Protonica LBMNP):

(Tabla VI.) En el espectro 3 el protdn irradiado a 2.4 ppm.
(CHZ) se observa NOE con 6.68 ppm.(C:H)z.
Espectro de Resonancia Magnética Nuclear de Carbono

(RMNASC)

Espectro 4 y 5 (Tabla VII), se obtuvieron las siguientes

seflales: a 47.43 ppm. una seflal asignada a un Carbono de un
Metileno, y otras sefiales a 47.72, 48.15, 48.59, 48.99,
49.42, 49.85, 50.27 ppm. caracteristicas del disolvente
Acetona—Ds, a 51.745 y 51.792 ppm. asignhadas a los carbonos
de dos grupos metoxilos O—CH3, a 71.80 ppm.

correspondiente a un carbono con un grupo funcional alcohol,
a 98.05 ppm. asignada al carbdn de OCO, a 122.92 ppm. sefial
para 2 carbonos con bromo (CBr),, a 143.50 ppm.

sefial que corresponde a 2 carbonos vinilicos (CH), vy a

173.75 ppm. correspondiente al carbdn de un grupo amida.



TABLA VI. DATOS PARA EL ESPECTRO DE RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR
PROTONICA (NOE) DEL COMPUESTO
3,9 DIBROMO-1-HIDROX1-4-DIMETOXI-CYCLOHEXADIENO-ACETAMIDA

PROTON IRRARIADO ENHANCED SIGNAL

2.4 ppn. 8 (H-7) 6.80 ppn. 5 (H-6,2)

TABLA VII. RESULTADOS DEL ESPECTRO DE RMN '¥C DEL COMPUESTO
AISLADO DE LA ESPONJA MARINA APLYSINA sp.

fp}nzanlcnto

Carhon # MiGo en PPM. §

71.800
143,000
122.920

98.050
122,920
143.500

47,430
173,750
OCH3 (CHd) 91,743
OCH3 (CHa) 91,792
PN T o L S AR TP . S WY e

W =~ O W W N
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Espectro de Resonancia Maghética Nuclear de Carbono

(RMN1§C), Experimento ‘Dept’: En el espectro 6 a 47.43 marca

sefial caracteristica para grupo metileno (CH2).
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4 DISCUSIONES

La esponja marina Aolysina spo. sintetiza un metabolito
secundario con actividad bioldgica ‘in vivo’ con férmula
molecular C1OH13NO4Br2.(fig. 6 ). La anterior hipdtesis se
basa en Tla elucidacidn de la estructura compuesto, que fué
determinada mediante métodos espectofotométricos de
infrarrojo (espectro 1), por RMNP (espectro 2), RMN 3¢
(espectro 4), de NOE (espectro 3) y deduccidn personal de
D.J.Faulkner.
Mediante la siguiente ecuacidn (1) se pudo determinar el
grado de insaturaciones presentes en el compuesto:

(1) x= 2C+B-A+2
2

En donde:

C= # de Carbonos

B= # de Nitrogenos

A= # de Halogenos y/o Hidrogenos
Sustituyendo:

x=21—15;2= 4 grados de insaturacidn
Apoyandose en el libro “"Tables of Spectral Data for
Structure Determinacidn of Organic Compounds" (Pretsch t
al, 1983) y (Hall et al, 1980). Se pudieron analizar los
espectros de RMNP, RMN130, IR.
Sabiendo que el compuesto presenta en su estructura 4

grados de insaturacidn y mediante los datos del espectro de
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RMN13C. (Espectro 4), podemos observar que unha de estas
insaturaciones, corresponde a la sefial en 173.75 ppm, 1la
cual se asigna al Carbono # 8 de la molécula, este carbono
se encuentra en forma de un grupo amida y se corrobora
mediante el espectro de Infrarrojo, observandose una banda
intensa a los 1670 cm—1, (Espectro 1). En 143.50 ppm. se
observa otra sefial que corresponde a dos carbonos olefinicos
simétricos y se le asigna a a los Carbonos 2 y 6, los cuales
son carbonos terqiarios, por 1o gue contienen un Protdn cada
uno. Esto se corrobora mediante el espectro de RMNP. Ya que
podemos ver claramente la presencia de una seflal simple a
6.68 ppm. y qgue integra para dos protones, (Espectro 2). En
Infrarrojo también podemos observar la sefial correspondiente
a estas vibraciones, como una banda ancha e intensa entre

1 1

2850-3050 cm-' y en 1675 cm-', (Espectro 1).

Para confirmar Tlo anterior, se corrid un espectro
"Nuclear Overhauser Enhancement"” (NOE),

Espectro 3 , irradiando el protdn que se encuentra en el
Carbono # 7 y se observd una interacciodon dipolo-dipolo con
los protones de los Carbones 2 y 6, observandose la sefial
invertida en 2.4 ppm. posicidn en la que se encuentra una
sefial en RMNP (Espectro 2) y que 1integra para los dos
protones del metileno. La sefial en RMN13C a 122.92 ppm.
representa una sefial para dos Carbonos 3 y 5 de Jla

molécula, los cuales también tienen substituidos a un bromo
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cada uno.
En el espectro de RMN13C también observamos una sefial
a 98.056 ppm. corresponde a un carbono sustituido con dos
Oxigenos y se le asigha al Carbono # 4, La presencia del
Carbonito se observa en infrarrojo mediante una sefial a
1601 cm-"
Podemos observar en infrarrojo (Espectro 1) una sefial
a 3450 Cm—1 caracteristica de grupos alcoholes y en el
espectro de 13CRMN una sefial a 71.80 ppm. Esta sefial se
asigna a un Carbono con sustituyente oxhidrilo vy
corresponderia para el Carbono # 1. En el espectro de RMNP

se observa una sefial simple en 3.51 ppm. y se asigha al
protdn del oxhidrilo, Unicamente que la integracidn para

esta sefial, corresponde a tres Protones, 2 del grupo amida
(NH2), substituida en el Carbono # 8, se encuentran
presentes también en esta sefial.

La sefial en 51.8 ppm. en RMN13 Se asigna al Carbono #
10 con la presencia de un grupo metoxilo, corroborandose con
la seflfal en RMNP a 3.13 ppm., la cual integra para tres
protones.

En 51.75 ppm. se observa otra sefial simple en el
espectro RMN13C con otro grupo metoxilo y se apoya
mediante la presencia de una sefial simple en RMNP a 3.05
ppm. que 1integra para Jlos tres protones del metoxilo. La
presencia de estos dos grupos metoxilos se corrobora

mediante el espectro de infrarrojo, ya que aqui se observan
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sefifales para eteres,intensas entre 1370-1460 cm—1.

La razdn por la que Tlos grupos metoxilos dan seflales
distintas, estando éstos enlazados al mismo atomo de carbono
(carbono # 4) es el efecto que ejercen los grupos alcohol y
amido que se encuentran en el otro extremo de l1a molécula;
el grupo amido (NH2) presenta un ambiente mas
electronegativo que el grupo alcohol ( OH), por 1o que
afecta a un grupo metoxilo y 1o desplaza a campo mas bajo,
por 1o gue el metoxilo que presenta el carbono # 9, se veé
afectado por el grupo amido y el carbono # 10 por el grupo
alcohol.

Por dl1timo, el espectro de rRMn T3¢ presenta una sefal
mas en 47.50 ppm. Esta sefial se asigna al carbono # 7. La
presencia de los dos protones en este carbono se registran
mediante 1la presencia de una sefial simple a 2.40 ppm. en
RMNP, y que integra para dos protones, los cuales nho tienen
interaccidn alguna con protones vecinos, por 1o que se
considera un metileno aislado.

Con todos 1los datos anteriores, podemos concluir que
efectivamente la estructura encontrada, corresponde a la
siguiente formula molecular C10H13NO4Br2. y de nombre
3,5-dibromo-1-hidroxi-4-dimetoxi-ciclohexadieno-acetamida.

La esponja marina Aplysina spn. sintetiza metabolitos
secundarios los cuales son caracteristicos de esta especie,
por lTo que son utilizados como indicadores quimiotaxonomicos

y esta comprobado que son derivados de Tos aminhoacidos
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fenilalanina y tirosina (Faulkner, 1984).
Otros autores han aislado el mismo compuesto de otras
especies de Aolysina. Sharma y Burkholder, 1967 aislardn el

mismo compuesto de Aplysina fistularis, pero ellos asumen

que tal compuesto se encuentra en forma natural como
compuesto y no puede ser formado por adicidn del disolvente.
Faulkner y Andersen, en 1973 reportarodon el dimetoxy-cetal de
una especie no descrita de Aplysina, y ellos asumen que
puede ser formado a partir de un precursor comln por Tla
adicidn de un disolvente durante el proceso de extraccidn, y
dependiendo del disolvente se puede obtener diferentes
compuestos, siendo estos diferentes compuestos derivados del
mismo precursor y por consecuencia derivados de fenilalanina
y tirosina (Faulkner,1984).

En el presente estudio se puede observar que se cuenta
con un metabolito secundario con actividad bidlogica ‘in
vivo’. E1 compuesto pierde su actividad al momento de ser
purificado, ya que el solvente que se Utilizo(metanol)
modifica la estructura del compuesto.

E1 compuesto puro un dimetoxy es inactivo y la actividad
a 1o largo de la extraccidn era ocacionada por otro
compuesto, una dienona que se encontraba en menor
concentracion y al momento de 1la cristalizacidn su
estructura cambia a la del dimetoxy.

La esponja marina Aplysina sp. sintetiza Tos metabolitos

secundarios en el mesohil y son transportados
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dentro de unas celulas especializadas globulares hacia 1la
superficie del canal exhalante por donde son exudados como
un mecanismo de quimio-defensa capaz de actuar contra sus de
predadores u otros organismos capaces de Vvivir como

epifitos.
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5 CONCLUSIONES
1. E1 compuesto aislado de la esponja marina Aplysina
cn., se identificd como un dimetoxy-ketal de formula mole-
cular de CygH,3NO4Br,, y de nombre 3,5 dibromo-hidroxy-
ciclohexadieno~acetamida.
2. La esponja marina Anlysina sbn. presenta un metabolito
secundario con actividad bioldgica, el cual pierde su

actividad cuando se disuelve con metanol.
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APENDICE 1

BIOSINTESIS DE FENILAMINA Y DIBROMOTIROSINA-DERIVANDO

COMPUESTOS ANTIMICROBIALES POR LA ESPONJA MARINA APLISYNA
sp.

Los productos naturales marinos han enfocado un reci-
ente 1interes como un potencial farmaceutico, proveniendo de
esponjas marinas las cuales han mostrado ser ricas en
compuestos bioactivos. Los fenoles y quinonas bromados
aislados de especies de Aplysina (Verongia) 1incluyen
agentes activos antibacteriales Tlos cuales se proponen ser

derivados de mono o dibromotirosina, Minale t al, (1976).

Se piensa que los metabolitos secundarios con actividad

bidlogica en 1la esponja marina Aplisyna sSp. son

sintetizados en celulas especializadas, tales celulas son
de estructura globular realizandose dentro de ellas la
actividad enzimatica encargada de la transformacidn de los

aminoacidos a los compuestos activos.

Sin embargo varios autores han publicado que dicha

convercion “in vivo’ no ha sido demostrada. Adrienne et al.

(1981), reinvestigo la biosintesis de Aplysina fistularis
usando precursores encerrados en 1iposomas y demostro la
convercion de la phenylalanina (phe) y tyrosina (Tyr) en
una dienona asi como el producto rearranged
dibromohomogentisamida, tanto la phe y tyr mostraron ser

precursores biosinteticos de la dienona, ocurriendo una
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rapida convercidn de phe y tyr por la esponja. La
incorporaciodon de tyr en liposomas en el experimento de
alimentacion (relativo al que no tiene 1iposomas) argumenta
gue esta tecnica es de ‘importante valor para el futuro de
estudios de bidsintesis marina, particularmente para la
introduccidn de precursores menos polares. La ruta
biosintetica se obtubo con los estudios con precursores

marcados Adrienne et al, (1981), asi como la conocida

ocurrencia de nitrilos de bromofenol y oximas en especies

de Verongia (Minale, 1976).
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APENDICE 2

QUIMIOTAXONOMIA DE APLYSINA sbn.
Los estudios quimiotaxonomicos, requieren de datos bid-

lTogicos y gquimicos:

1. La caracterizacidon quimica de los compuestos debera ser
precisa.

2. E1 asignamiento taxonomico de cada especimen del cual
los compuestos fuerdn extraidos debera ser acertada, y man-
tener un estandar aceptable en cuanto a los especimenes a
estudiar.

3. El1 espectro de especies muestreadas en cualquier inves-
tigacidn debera ser 1lo suficientemente amplio, que permita
los 1imites de variacidn natural correspondientes al taxa
a ser estudiado.

E1 primer trabajo relacionado con gquimiotaxonomia se
1levo a cabo por Bergmann (1949) trabajando en colaboracidn
con M.W.De Laubenfels, un taxonomista de esponjas. Bergmann
contribuyo relacionando publicaciones anteriores sobre com-
puestos Tlipidos en invertebrados, e hizo unos comentarios
detallados acerca de la integridad taxonomica entre varios
grupos de demospongiae. Ademas Bergmann‘'s trabajo con otras
categorias de diferentes compuestos, en mayor enfasis con
esteroles, y todas las sugestiones taxonomicas se basaron en
en la comparacidn de los distintos tipos de esteroles de un
rango de organismos. Desde el trabajo de Bergmann se han

realizado algunos trabajos quimiotaxonomicos: basandose en
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esteroles y pigmentos (Liaci, 1964, 1965), aminoacidos
libres (Bergquist y Hartman, 1969, Bergquist y Hogg, 1969),
esteroles (Bergquist et al.,1980; De Rosa et al.,1973;
Voogt, 1976), mucopolisacaridos acidos (Evans y Bergquist,
1977; Stempien, 1966), compuestos derivados de dibromotiro-
sina, furanoterpenos y derivados de bromopyrrole (Cimino et
al., 1975), acidos grasos (Litchfield et al., 1976). Los re-
sultados de estas contribuciones fueron revisadas por Berg-
quist (1978).
Problemas en quimiotaxonomia: Frecuentemente las esponjas se
encuentran asaciadas a otros organismos, como; extrafos or-
ganismos en su superficie, en los canhales de su sistema y en
la matrix intercelular, 1o cual constituye gran parte de su
cuerpo. Se bebe tener cuidado en saber 1la provenencia del
compuesto, cuanto proviene de la esponja y cuanto a sus
asociados, o determinar si el compuesto es un producto de la
esponja o un producto de diferente origen. En algunos casos
las esponjas tienen extremadamente altas densidades de
Cyanophyceae y/o bacterias. Hay 2 otros posibles origenes de
un compuesto en particular:

1) puede ser el producto de interaccidn bidlogica entre
la esponja y su simbionte.

2) La elaboracidn metabolica por la esponja de un
precursor proveniente del simbionte.

La clasificacidon de Demospongiae dentro de toda Porifera se

ha hecho basandose en las caracteristicas de Tlas espiculas
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de su esqueleto. Desde el trabajo de Levi (1956) ha
existido un cambio y los esquemas para la clasificacidn han
incorporado: caracteristicas reproductivas, biogquimicas,
histologicas y ultraestructurales, en adicidn con detalles

esqueleticos.
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