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RESUMEN

Se llevaron a cabo tres colectas de la esponja marina Chondrilla nucula,
esta se realizé en Bahia Concepcion en la playa Santispac Baja California Sur,
México, la cual se localiza a los 111°53’ de longitud W'y los 26°44’ de latitud N.
El objetivo del presente trabajo fue el aislar, purificar y caracterizar las
fracciones poseedoras de los compuestos activos contra Artemia salina
presentes en la esponja marina Chondrilla sp. para esto se llevaron a cabo
fraccionaciones de extractos etandlicos de las muestras; mediante
cromatografias por columna, fase normal y fase reversa C,;, asi como CCD
(Cromatografia en Capa Delgada). Las fracciones y subfracciones resultantes
fueron sometidas a pruebas de actividad sobre Artemia salina, la cual
correlaciona positivamente con actividad citotoxica. Para caracterizar los
compuestos presentes en las muestras y corroborar la actividad entre estas se
recurrio a la espectroscopia por IR (Infrarojo) y RMN (Resonancia Magnético
Nuclear), la cual mediante la comparacion entre sefiales nos permitié ver la
similitud entre las fracciones activas. Finalmente a partir de la esponja marina
Chondrilla nucula se aislaron y tipificaron un total de 30 fracciones de las cuales
Unicamente 18 presentaron actividad sobre Arfemia salina. De los 18
compuestos activos contra A.salina sélo uno proviene de la fracciéon no polar
siendo con probabilidad acidos grasos. Se pudo observar que las fracciones
polares presentaron la mayor actividad en % de mortalidad contra Artemia

salina.
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INTRODUCCION.

El hombre siempre ha enfrentado el problema de la salud, por lo que
naturalmente ha tenido necesidad de descubrir productos que suplan estas
necesidades, apoyandose en disciplinas como la quimica de los productos
naturales y la farmacognosia. Por la naturaleza terrestre del hombre, se ha
enfocado al estudio de compuestos derivados de organismos también
terrestres, pero en los ultimos 20 afios estas dos ramas de la ciencia se han
desarrollado en el aspecto marino y debido a la gran diversidad y abundancia
de organismos que en este ecosistema se presentan, los hacen en nuevos

objetos de estudio (Gregson et al. , 1979).

Los océanos y mares del mundo cubren aproximadamente el 70.6 % de
la superficie del planeta incluyéndose en éstos, una gran variedad de especies
(Baslow, 1977). Es el papel de la oceanologia el estudio integral de los
océanos, de ahi el buscar compuestos quimicos de interés, pues de alguna

manera, los organismos de los que provienen interactian con el medio marino.

Existen notables diferencias entre los compuestos bioactivos (aquellos
que interaccionan con los sistemas bioquimicos y/o fisiologicos de otros
organismos) derivados de organismos marinos y aquellos obtenidos de
organismos terrestres. Estas diferencias se originan principalmente en la

composicién quimica de los organismos de ambos ecosistemas. Un punto de



partida para la mayoria de los estudios quimicoecoldgicos son precisamente
estas caracteristicas quimicas, unicas de los organismos marinos; Por ejemplo
el 99 % de los compuestos terpenos marinos se encuentran halogenados con
ClI o Br -, caracteristica que no se presenta en los compuestos terpenos
terrestres, por otro lado los compuestos terpenos terrestres se encuentran
altamente oxigenados, a comparaciéon de los terpenos de origen marino los
cuales contienen menos de un 30% de oxigeno en sus estructuras

(Bakus et al ., 1986).

Los productos naturales derivados de plantas y animales que presentan
actividad biolégica poseen gran importancia por su potencial farmacolégico,
ademas de que su conocimiento es de gran valor en la agroquimica,
pesquerias, salud publica, quimica de los alimentos, quimica de los productos
naturales, biologia marina, ecotoxicologia, ecologia quimica del medio
ambiente marino, y biotecnologia (Kelly Gutiérrez, 1997), y aun en etnohistoria
(Tyler, 1995), medicina tradicional (Farnsworth, 1980) y medicina veterinaria

(Sikarwar et. al. 1994)

La investigacién en el campo de la farmacologia ha progresado a tal
grado que se pueden catalogar cientos de agentes fisiologicamente activos
provenientes de organismos marinos. En la literatura se muestran ejemplos de
antibidticos, antifungales y antilevaduras, encontradas en organismos

representantes del reino monera; sustancias ictiotoxicas, antiespasmadicas,



anticoagulantes, antivirales en protistas; antibioticos, factores de agregacion y
factores de crecimiento en esponjas (Baslow, 1977). Esto coloca a los
organismos marinos como un recurso potencial para la industria farmacologica,
que estd buscando continuamente nuevas estructuras quimicas activas en

diferentes funciones (Baker; 1984).

Las esponjas (Phyllum Porifera) son los animales pluricelulares mas
primitivos, no poseen tejidos ni 6érganos verdaderos y sus células despliegan
considerable independencia. Sus estructuras estan sostenidas por un esqueleto
de fibras de espongina y de espiculas siliceas o calcéreas, o bien de ambas
cosas. Sus cuerpos estan organizados alrededor de un sistema de conductos
de agua, una especializacién correlacionada con el sesilismo. La forma de
crecimiento es parte de una respuesta adaptativa a las restricciones en el
espacio disponible, la inclinacién del sustrato y velocidad de las corrientes. Se
conoce ademas que la alimentacién, el intercambio gaseoso y la eliminacion de

desechos dependen del flujo de agua a través del cuerpo (Barnes, 1988).

Las esponjas de la clase Demospongiae son las mas comunes, de
mayor diversidad, abundancia y distribucién, por lo que han recibido mayor
atencién por quimicos y bioquimicos. Mas de un ciento de especies de
esponjas de esta clase se han investigado por sus metabolitos secundarios, lo

cual ha llevado a descubrir mas de doscientos nuevos compuestos con



caracteristicas estructurales unicas y sin fuentes terrestres paralelas (Scheuer,

1978).

Brusca (1973) menciona que el Golfo de California es considerado

como un area de gran interés producto de los altos niveles de endemismo.

Ireland et al.(1993) encontraron 736 metabolitos nuevos reportados,

obtenidos de esponjas en el periodo de 1977 a 1985.

En México los problemas de salud son muy notorios, el cancer se
presenta como la segunda causa de muerte en el pais, tan sé6lo en 1994 el

numero de casos de cancer fue de 46,384, (S.S.A,, 1994).

Anteriormente se recurria a la herbolaria, (uso de hierbas nativas de la
region con el fin de curar enfermedades), con la llegada de la medicina
moderna el uso de ésta pasa a segundo plano ya que la primera proporcionaba
farmacos muy efectivos; actualmente 120 preparaciones derivadas de plantas y
arbustos terrestres son comercialmente vendidas en Estados Unidos (Cox y
Balick, 1994); por el contrario el empleo de medicamentos de origen marino es
en la actualidad muy pobre a nivel mundial y en nuestro pais lo es todavia mas,
solamente el “Alexan” de los laboratorios Pfizer es comercializado en México y
es un derivado sintético de un metabolito obtenido de la esponja Cryptotethya

cripta (Rosenstein, 1988).



México es un pais que cuenta con una basta riqueza en numero de
especies de interés, ocupando uno de los primeros lugares por su
megadiversidad biolégica, es posible que algunas de ellas sean poseedoras de
compuestos con caracteristicas farmacolégicas, con apenas el 1.4% de la
superficie del planeta México posee cerca del 10% de todas las especies

conocidas del mundo SEMARNAP (1996).

En la actualidad el estudio de nuevos farmacos a nivel nacional es muy
escaso, y mucho mas todavia el estudio de féhnacos a partir de organismos
marinos; de gran importancia es el que se empiecen a desarrollar proyectos en
los cuales se pretenda dar una visién completa de las posibles fuentes de

productos con valor para la industria farmacolégica en México.

ANTECEDENTES

Las esponjas tienen una asombrosa cantidad de metabolitos
secundarios, particularmente terpenos, de los cuales, muchos presentan
actividad in vitro contra un gran numero de microorganismos terrestres

(Faulkner, 1978; Berquist y Wells, 1983, citados por Scheuer, 1986).

Ireland et al. (1993) realizaron un analisis de distribucién de metabolitos
secundarios nuevos reportados para el periodo comprendido entre 1977 y

1985, mostrando que el 93% de los compuestos de origen marino reportados



pertenecen a los siguientes grupos (macroalgas 35.22 %, esponjas 29.36 %,

coelenterados 22.34 % y equinodermos 7.58 %).

Nigrelli et al. (1959; citados por Green, 1974) fueron los primeros en
obtener un amplio espectro de compuestos antimicrobianos de una esponja
marina; La sustancia llamada ectyonina extraida de la esponja Microciona
prolifera, con propiedades antimicrobianas contra bacterias grampositivas,

gramnegativas y accién contra Candida albicans.

Sharma et al. (1968; citados por Green, 1974) reportaron las
propiedades quimicas de algunas substancias antibiticas de las esponjas
Dysidea herbasea, Homaxinella sp; Pellina carbonaria; Phakellia flabellata;

Plakortis sp; Aplysina (sin. Verongia ) fistularis y A. cauliformis.

Andersen y Faulker en 1973 (citados por Green, 1974) reportaron la
actividad antibacteriana de invertebrados del Golfo de California. Encontrando
que Verongia thiona y Verongia sp. (Verongia = Aplysina) producen sustancias

con propiedades antibacterianas.

Green (1974) prob6 la actividad biolégica de extractos metandlicos y
acetonicos de esponjas marinas colectadas en el golfo de México y en la costa
del Pacifico de Norteamérica en zonas templado-frias, templado-calidas, y

tropicales. De las 24 especies de esponjas estudiadas, extractos de 15



especies mostraron tener actividad contra Bacillus subtilis y extractos de 12

especies mostraron tener actividad contra Escherichia coli.

Pettit, ef al. (1981) reportaron la busqueda de metabolitos en organismos
del Golfo de California incluyendo entre éstos a las esponjas por sus
compuestos activos, en las zonas de Bahia Kino en Sonora en los afios de

1971y 1976.

Sigel et al. (1970; citados por Scheuer, 1986) observaron efectos
citotdxicos en un extracto crudo de Haliclona viridis en células cancerosas
humanas KB. Actualmente se considera a las esponjas como una de las
fuentes mas ricas de metabolitos activos de interés, incluyéndose en éstos su

poder citotdxico ( Baker, 1984; Ireland et al. 1993).

Munro y Blunt (1987) mencionan que el ensayo con Artemia salina es
una prueba simple de letalidad y no es especifica para actividad antitumoral.
Por otro lado mencionan que es un buen indicador de citotoxicidad y es ideal

para la répida evaluacion de procedimientos de fraccionacion.

De Rosa et al. (1989) reportan la actividad bioloégica en base a ensayos
con Artemia salina para determinar la citotoxicidad, de un derivado del avarol

aislado de la esponja marina Dysidea avara.

De Rosa et al. (1994) determinaron la citotixicidad de 23 compuestos

biolégicamente activos (hidroquinonas) aislados de las esponjas Ircinia



spinosula y Dysidea avara, por medio de ensayos de letalidad con Artemia

salina el cual correlaciona con citotoxicidad en células cancerosas.

Chondrilla nucula es una esponja de la clase Demospongiae, diferente a
otras esponjas comunes siendo esta muy densa ; En su forma, tamafio y color
se asemeja al higado de pollo. Chondrilla nucula se desarrolla en un rango de
habitats desde arrecifes de coral hasta pantanos de manglar. En los arrecifes
se desarrolla como una delgada capa incrustada; en el manglar se desarrolla
alrededor de las raices sumergidas a manera de una piel lobulada.
Experimentos previos utilizan a la esponja como alimento para peces
predatorios de arrecife mostrando un alto grado de variabilidad en las defensas

quimicas de Chondrilla nucula (Swearingen y Pawlik, 1998).

Carballera y Maldonado(1986), reportan el aislamiento y la
caracterizacion de una cadena de &cidos grasos: entre ellos el acido 5,9-

Hexadecadienoico proveniente de la esponja marina Chondrilla nucula.

Una revisioén a la longitud de las cadenas de &cidos grasos en diferentes
esponjas, ha revelado que la esponja Chondrilla nucula presenta un 38% de
cadenas C,, presente en los acidos grasos de la esponja. Se tiene
caracterizada la estructura de C,, y se le ha identificado como un nuevo acido

graso poliinsaturado (Litchfield et al., 1980).



OBJETIVO:

Aislar, purificar y caracterizar las fracciones poseedoras de los
compuestos activos contra Artemia salina presentes en la esponja marina

Chondirilla sp. colectada en Playa Santispac, Bahia Concepcién, B.C.S.
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METODOLOGIA

Area de colecta:

La colecta de los organismos se realizé en Bahia Concepcion en la playa
Santispac en Baja California Sur, México, la cual se localiza a los 111°53' de

longitud Wy los 26°44’ de latitud N. (fig. 1)
Criterios de seleccién del area:

Los criterios de seleccién se basaron en prospecciones previas a lo largo
de la peninsula. Se seleccioné a la playa de Santispac por la presencia de

organismos Yy facil acceso a la zona de colecta.
Colecta e identificacién de la especie:

Las colectas se realizaron mediante técnicas de buceo libre y scuba en
la zona intermareal. Los organismos fueron colectados desprendiendo los
organismos del sustrato rocoso con espatulas. Posteriormente se limpiaron
removiendo particulas indeseables (organismos visibles, arena, etc), una parte
fue preservada en hielo para su posterior identificacién taxonémica y el resto
puestos en bolsas de plastico con cierre hermético (tipo “Zip-lock”) hasta el

arribo al laboratorio.

Una vez en el laboratorio, las esponjas se limpiaron de organismos

epibiontes y flora o fauna vecina, cortados en fragmentos de 1-2 cm por lado y



1

sumergidos en etanol al 95% (Encarnacion y Keer, 1992), con el doble propésito de preservar las

muestras y comenzar con la extraccion de los metabolitos.
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Figura 1.- Localizacion del area de colecta, mapa de Bahia Concepcion, mostrando el

area de Santispac resaltada con un circulo.
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La identificacion de la especie se realizd con base en el trabajo de

Vazquez Maldonado (1994). (fig. 2y 3)

Phyllum: Porifera
Clase : Demospongiae
Orden : Hadromerida
Familia: Chondrillidae
Genero: Chondrilla
Especie: nucula

Numero de muestras:

Se planted una serie de colectas trimestrales con base en la presencia
de organismos. Cada colecta fue de aproximadamente un kilogramo de
muestra por punto. Los puntos de colecta se seleccionaron con base a la
presencia de organismos en el medio; una vez escogida el érea de colecta esta
se mantuvo en lo sucesivo. El criterio de seleccion de tales puntos fue:
presencia de la esponja. Al colectar los organismos y efectuar 3 muestreos
disminuimos la posibilidad de que la actividad encontrada tenga una génesis

ajena al organismo.



Figura 2.- Espiculas de tipo Esferéster presentes en Chondrilla nucula
(Tomado de Green y Gémez, 1986)
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Figura 3.- Detalle de una espicula de tipo Esferaster presente en Chondrilla nucula
(Tomado de Green y Gomez, 1986)
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Fechas de colecta :

Las colectas se realizaron en las siguientes fechas.
3™ colecta 1 al 4 mayo de 1998.
4" colecta 1 al 4 agosto de 1998.

5" colecta 24 septiembre de 1998.

Aislamiento y purificacion

Obtencién de Extractos.

Las esponjas correspondientes a las tres colectas fueron sumergidas en
etanol con un tiempo de extraccién de siete dias, repitiéndose este
procedimiento por tres veces bajo la relacién 1:1.5 muestra (MTA): etanol
(EtOH) volumen a volumen (v/v) con el objeto de extraer los compuestos

bioactivos.
Eliminacién de materia orgéanica.

Transcurridos los siete dias de extraccién , el etanol fue filtrado sobre
papel filtro Whatman # 4, con el propésito de eliminar la mayor cantidad de

materia organica visible presente en el extracto.
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Concentracion del extracto.

Una vez libres de materia organica, la muestra fue concentrada por
destilacion a presién reducida mediante rotaevaporacion (Brinkmann-Baechi),
con una temperatura de bario de 45°C, con el fin de que los compuestos no se

desnaturalizaran.

Finalmente se dio nomenclatura a los extractos, de la siguiente forma:
3M, ; 3M,; 3M; . El coeficiente 3 - representa extraccién con Et-OH. El
subindice indica el nimero de colecta. Por ejemplo: 3M, corresponde al

extracto etanolico de la 1* colecta
Eliminacién de humedad

Una vez concentradas las muestras 3M, , 3M, y 3M; se procedi6 a la

eliminacién de humedad por 36 hrs. en un liofilizador Labconco No.18.
Fraccionacion de los compuestos

Todos los extractos fueron analizados por separado, existiendo
diferencias en los métodos de separacién, por lo que se mencionaran por

separado.



17
Extracto 3M,

El extracto 3M, fue sometido a extraccién por disolventes en embudo de
separacién primero en hexano y posteriormente con acetato de etilo
obteniéndose tres extractos: 3M, - f.hex (fraccién hexano) , 3M; - f.AcOEt
(fraccion acetato de etilo) y 3M, - f.H,0 (fraccién acuosa) . Cada fraccion fue
concentrada mediante destilacién a presion reducida y por ultimo fue liofilizada.
Posteriormente se sometieron a pruebas de actividad con la finalidad de tener
un criterio bajo el cual se pudiera escoger la fraccion adecuada para llevarse a

separacion por cromatografia en columna.

Para la fraccion 3M, - f.hex. se realizé una cromatografia en columna
Flash con gel de silice fase normal (“Baker” Flash Chromatography Columns)

(Still, 1978).



Condiciones de la columna 3M, - f.Hex.

a) Medidas de la columna: 2 cm diametro/ 55 cm altura
b) Volumen de la columna: 200 ml

c) Adsorbente: silica gel 230--400 mesh 60 A®

d) Volumen ocupado por gel de silice: 200 ml

e) Cantidad de adsorbente: 94.2901gr. de gel de silice
f) Muestra: 0.5 g. extracto organico 3M, - f.hex

g) Relacién muestra/ gel de silice: 1: 188

h) Flujo de columna: 2 cm min™

Sistemas y volumenes de disolventes utilizados.

1) Hexano (Hex)

2) Hexano : Diclorometano (1:1) (Hex:DCM)

3) Diclorometano (DCM)

4) Diclorometano : Acetato de etilo (1:1) (DCM:AcOEt)
5) Acetato de etilo (AcOEt)

6) Etanol (EtOH)

200 ml
200 ml
200 ml
200 ml
200 ml

50 ml

18



19

La columna cromatografica fue montada via seca. La muestra se
adicion6 adsorbida en 1g de gel de silice . Se colectaron fracciones de aprox.
10m| cada una, las cuales fueron unidas de acuerdo a la semejanza que
presentaban en “cromatogarafia en capa delgada” (ccd), dando 9 fracciones
denominadas  A-1 (Hexano), B-23 (Hexano : DCM), C-27 (Hexano : DCM),
D-30 (Hexano : DCM), E-42 (DCM), F-47 (DCM), G-56 (DCM),
H-60 (DCM), 1-63 (DCM : AcOEt).

Estas 9 fracciones fueron separadas sobre placas preparativas con gel
de silice, de 5 x 20 cm (Sigma-Aldrich); a la misma concentracion en dos
sistemas de disolventes diferentes; DCM :CCl, (tetra cloruro de carbono)
(50 :50) y Hexano : éter dietilico (80:20), empleando como reveladores; luz ultra
violeta (u.v.), sulfato cérico (al 1% en &cido sulfurico (H,SO,) 2N) y vainillina en

H,SO, al 10% o una combinacién de ellos.

Unas placas de gel de silice fueron impregnadas con nitrato de plata
(AgNO,) al 10% y corridas en iguales sistemas para resolver la presencia de
esteroles (Dominguez, 1988), estas placas también se revelaron empleando luz

uv, y vainillina al 10 % en H,SO,. (fig. 4)

La fraccion 3M,-F.AcOEt. se sometié a cromatografia en columna, que,
dada su polaridad se corrié en gel de silice fase reversa C,; elavorada por

nosostros (Evans M.B.; 1980).
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Condiciones de la columna 3M,-F.AcOEt.

a) Medidas de la columna: 9 mm diametro/ 46 cm altura
b) Volumen de la columna: 35 ml

c) Adsorbente: gel de silice C,; 230--400 mesh 60 A=
d) Volumen ocupado por gel de silice: 17 ml

e) Cantidad de adsorbente: 8.7004 g de gel de silice

f) Muestra: 0.5 g extracto organico 3M,-F.AcOEt.

g) Relacién muestra/ gel silice : 1:17

h) Flujo de columna: 2 cm min™
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La columna cromatogréfica fue montada en seco al vacio. La muestra se

adicioné en forma de papilla, empleando el sistema de disolventes que se

observa en la (Tabla I).

TABLA |.- Sistemas y volimenes de disolventes utilizados para la fraccién

3M;-F.AcOEt..
H;0 AcOEt
100% (30ml)
90% (27ml)
75% (22.5ml)
60% (18ml)
45% (13.5ml)
30% (9.0ml) -
15% (4.5ml)
10% (3.0ml)
0
10% (3.0ml)
15% (7.5ml)
40% (12 ml)
55% (16.5ml)
70% (21.0ml)
75% (25.5ml)
90% (27.0ml)
- 100% (30ml)

Se colectaron fracciones de aprox. 14 ml cada una. Posteriormente se
agruparon aquellas que resultaron iguales tras un monitoreo en Cromatografia

en Capa Delgada (CCD), en el cual se utilizaron como sistemas AcOEt : MeOH
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(99.5:0.5., y 99 :1). Posteriormente se liofilizaron con la intencién de eliminar la

humedad presente en las fracciones. (fig. 4)
Extracto 3M,

El Extracto 3M, se sometié a una cromatografia Flash con gel de silice
Fase Reversa C18 preparada en el laboratotrio (“Baker” Flash Chromatography
Columns) (Still , 1978). La columna cromatogréafica fue montada via seca. La
muestra se adiciond en forma de papilla.

En este experimento, el sistema de disolventes empleado para la
separacién de los compuestos presentes en la muestra fue el propuesto por

Blunt (1987). (Tabla lI).

TABLA Il.- Sistemas y volumenes de disolventes propuestos por Blunt J.W. (1987),

para la columna 3M,
Eluente

H20
H20
H20-MeOH (3 :1)
H20-MeOH (3 :2)
H20-MeOH (2 :3)
H20-MeOH (1 :4)
H20-MeOH (1 :9)
MeOH
MeOH-DCM (9 :1)
MeOH-DCM (3 : 1)
MeOH-DCM (1 :1)
DCM
MeOH-H20

b=
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Condiciones de la columna 3M,

a) Medidas de la columna: 2 cm didmetro/ 55 cm altura
b) Volumen de la columna: 200 ml|

c) Adsorbente: silica gel C,; 230--400 mesh 60 A=

d) Volumen ocupado por silica gel: 200 ml

e) Cantidad de adsorbente: 94.2901 g. de silica gel

f) Muestra: 9.8825 g. extracto orgénico 3M,-F.AcOEt
g) Relacién muestra / gel de silice : 1: 9

h) Flujo de columna: 2 cm min™

Fueron colectadas fracciones de aprox. 100 ml. para las primeras 11
fracciones, 200ml para la fraccion 12 y 400 ml en para la fraccion 13
respectivamente. Cada fraccion fue liofilizada para remover la humedad

presente en las fracciones. (fig. 5)

Para corroborar la metodologia de obtencién de los compuestos activos,
asi como para tipificar las propiedades cromatograficas de la actividad, el
Extracto crudo 3M; fue tratado de manera similar a 3M, , con la diferencia de

que se adicion6 una mayor cantidad de extracto a la columna flash C,,
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Condiciones de la columna 3M;

a) Medidas de la columna: 2 cm didmetro/ 55 cm altura
b) Volumen de la columna: 200 ml

c) Adsorbente: silica gel C,; 230--400 mesh 60 A®

d) Volumen ocupado por silica gel: 200 ml

e) Cantidad de adsorbente: 83.7937g. de gel de silice
f) Muestra: 10.092 g. extracto organico 3M;

g) Relacion muestra/silica gel: 1: 9

h) Flujo de columna: 2 cm min™

La columna cromatogréfica se monté via humeda. La muestra se
adiciond en forma de papilla. Fueron colectadas fracciones de aprox. 100 ml en
las primeras 11, 200 ml en la fraccion 12 y 400 ml en la fraccion 13. cada
fraccion fue liofilizada con la intencién de retirar la humedad presente en las

fracciones (fig. 6).
Determinacidn de la bioactividad :

Se probd la bioactividad de los extractos antes y después de iniciar el
proceso de separacion de las fracciones por cromatografia. Los bioensayos se
realizaron en cada paso de la metodologia con la finalidad de poder ubicar las

fracciones bioactivas, y posibles compuestos responsables de la misma,
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monitoreando su actividad biolégica, situacion que es llamada “Aislamiento
Biodirigido®. Esto nos permitié contar con una referencia del patréon de actividad

de cada fraccion separada.

La bioactividad consistié en determinar la citotoxicidad de la muestra
empleando como organismo de prueba Artemia salina (Meyer,1982) que
correlaciona positivamente con actividad antitumoral y contra céancer, con un

coeficiente de 0.9 (Fenical, 1997).
Metodologia para el bioensayo.

1) Se prepararon soluciones de las muestras con 3 concentraciones
diferentes con la siguiente relacion de concentraciéon ejemplo: 10, 1, 0.1, mg ml’

! aproximadamente.

2) Se tom6 un volumen conocido de 100 pl de cada disolucién para cada

vial; las muestras se manejaron por triplicado y en ocasiones por quintuplicado.

3) Una vez colocados los 100 pl de la muestra dentro del vial, se

procedi6 a secar la muestra, y sus replicas.

4) Se afiadi®é a cada concentracién, 500ml de H,O,, con 10 y en
ocasiones 15 Artemias (dependiendo del ensayo) para cada concentracion,
procurando tener un error en el nimero de Artemias de +1; de esta forma se

tiene un volumen final de 0.9 ml por vial (muy aproximado a 1ml)
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5) Los viales se dejaron por 24 hrs a temperatura controlada
(~ 20+2sC) tras lo cual se contaron las artemias muertas y el total de artemias

en cada vial .

Los ensayos se corrieron con artemias en estadio nauplio |, estadio

alcanzado a las 19 hrs de ponerse a eclosionar.
Caracterizacién por espectroscopia:

Se caracterizaron las fracciones obtenidas mediante la aplicacion de
métodos espectroscopicos como infrarrojo (IR) y Resonancia Magnética
Nuclear Proténica 'H-RMN, lo cual nos permitié darnos una idea del tipo de
compuestos predominante en cada fraccién analizada, para determinar si son

de interés quimico, por su actividad o por ambos criterios.
Espectroscopia por IR

Los espectros de IR se obtuvieron mediante pelicula en un
Espectrofotémetro de Infrarojo “’Perkin - Elmer modelo 1330"", las muestras
se corrieron sobre celdas de NaCl , corriéndose los espectros de las fracciones

provenientes de la muestra 3M; - f.hex.
Espectroscopia por RMN

Los espectros de RMN se obtuvieron en un espectrofotdmetro de

resonancia magnético nuclear modelo “"Oxford 300 MH"" en el CMBB* en
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SCRIPPS Institution of Oceanography *. Algunas fracciones se corrieron en
CDCl,, otras se corrieron en sulféxido de dimetilo deuterado (DMSO).

* Center for Marine Biotecnology and Biomedicine.

* Las muestras se corrieron con la ayuda de la Dra. Mercedes Cueto del CMBB en SCRIPPS.
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RESULTADOS

Fraccionacién de los extractos
Extracto 3M,

A partir del la fraccionacién del extracto 3M, la fraccién 3M; - f.hex
(fraccién hexano) origind 9 fracciones denominadas A-1(Hexano),
B-23 (Hexano : DCM),C-27 (Hexano : DCM), D-30 (Hexano : DCM), E-42
(DCM), F-47 (DCM), G-56 (DCM), H-60 (DCM), |-63 (DCM : AcOEt). De igual
forma de la fraccién 3M,-F.AcOEt. se originaron 10 fracciones eluidos a partir
de los siguientes eluentes de la fraccién 1 a la 9 (H,0:MeOH) y la fraccién

10 (MeOH :AcOEt).

Extracto 3M,

A partir de la fraccionacion extracto 3M, se originaron 13 fracciones ; de
las cuales las fracciones 9 y 10 se separaron mediante cromatografia en capa
fina dando origen a 15 fracciones. Se determiné el Rf de cada una de las 15

fracciones encontradas. fig. 5.

Extracto 3M;

A partir del Extracto 3M; fueron colectadas 13 fracciones, posteriormente
de las fracciones 9 y10 se originaron 8 fracciones por medio de separacion
mediante cromatografia en capa fina, de las cuales se determiné el Rf de las

fracciones encontradas . fig. 6.
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Bioactividad de las fracciones.
Extracto 3M,

Se realizaron pruebas de actividad a las fracciones provenientes del
extracto 3M, las cuales se denominaron 3M, - f.hex (hexano),
3M, - f.AcOEt (acetato de etilo) y 3M; - f.H,0 (acuosa). Observandose
actividad en cada una de las tres fracciones contra Artemia salina.

Posteriormente se realizaron pruebas de actividad sobre las fracciones
denominadas B-23, D-30, E-42, F-47, |-63, resultado de la cromatografia en
columna Flash fase normal, de la fraccion 3M,; - f.hex. De las cuales
Unicamente la fraccién |1-63 presento actividad contra Artemia salina. Es
importante mencionar que en la cromatografia realizada se obtuvieron 9
fracciones de las cuales las fracciones A-1,C-27, G-56, H-60, no fueron
sometidos a pruebas de actividad ya que las cantidades obtenidas fueron muy

pequenias (Tabla lll).
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TABLA lll.- Prueba de actividad contra Artemia salina para las fracciones 3M, - f.hex (hexano) ,
3M; - f.AcOEt (acetato de etilo) y 3M, - f.H,O (acuosa). Asi como para las fracciones A-1,B-
23,C-27, D-30, E-42, F-47, G-56, H-60, 1-63.

Eeacolnes Concentracion Mortalidad
[mg mi”] [%]
3M; - f.hex 41.25 100
3M; - f ACOEt 72.6 100

3M;- fH,0 110.35 454

A-1(Hexano) NP NP
B-23 (Hex:DCM) 9.8 NA
C-27 (Hex:DCM) NP NP
D-30 (Hex:DCM) 7.5 NA
E-42 (DCM) 6.7 NA
F-47 (DCM) 15.2 NA
G-56 (DCM) NP NP
H-60 (DCM) NP NP
1-63 (DCM:ACOEt) 23.9 100

DCM = diclorometano ; AcOEt = acetato de etilo
NA = No Activo ; NP = No Probado

De igual forma se realiz6 una segunda cromatografia por columna sobre
la fraccién 3M,-F.AcOEt, que a diferencia de la anterior se corrié con ge de
silice fase reversa C,;, del cual se originaron 10 fracciones. De las cuales

Unicamente las fracciones 8 y 9 presentaron actividad. (Tabla IV)
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TABLA (V.- Prueba de actividad contra Artemia salina para las fracciones 1,2,3,4,5,6,7,8,9,10
presentes en la fraccion 3M;-F.ACOEt .

Fraccién Concentracién | Mortalidad

[mg mt] (%]
1 (H,O :MeOQH) 5.9 6.5

2 (H,0 :MeOH) 0.45 NA
3 (H,0 :MeOH) 0.35 NA
4 (H,0 :MeOH) 0.85 NA
5 (H,O :MeOH) 0.3 NA
6 (H,O :MeQH) 0.25 NA
7 (H,0 :MeOH) 0.6 NA

8 (H,0 :MeOH) 0.2 85.71

9 (H,0 :MeQOH) 0.9 28.57
10 (MeOH :AcOEY) 0.9 NA

NA = No Activo ; MeOH = metanol ; ACOEt = acetato de etilo



FIG. 4 Fraccionacion de la
muestra 3M,

Peso esponja fresca
857.59

3M,
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Extracto crudo (3 x 1it)
EXTRACCION POR
DISOLVENTES
ROTAEVAPORACION

\J
v

\
v

(Vol.final 70 ml)

v

Bloactividad contra
Artemia salina

41.25 mg

72.6 mg

Bioactividad contra
Artemia salina

110.36 mg
Bioactividad conira
Artemia salina

Cromatografia por
columna
fase normal

Columna
cromatogréfica Flash.
Didmetro ~ 2 cm
Altura ~ 55 cm

Olsoventes : Muestra : gel de silice 230--400 mesh 60 A
Hexano, 059 94.2901
Diclorometano, 2994 9
AcOEt,
EtOH.
A1 B-23 C-27 D-30 E-42 F-47 G-56 H-60 1-63
(3.9 mg) (11.8 mg) (8.8 mg) (10.3 mg) (10.9 mg) (20.8 mg) (11.8 mg) (8.3 mg) (4.4 mg)
No activo No activo No activo No activo No activo No activo No activo Noactivg ¢ "
13.1mg
Bloactividad
contra
Artem/a salina

Y

Espectroscopia por IR y RMN

Cromatografia por
columha
fase reversa C,

Solventes :

Columna

cromatografica .

Diametro ~ 9 cm

Altura ~ 46 cm

Muestra : gel de silice C,, 230--400 mesh 60 A

K 05g:8.7004 g
AcOET,
MeOH
Fl Fll Flll FIV FV F VI F Vil Fvill FIX FX
(5.9 mg) (0.45 mg) (0.35 mg) (0.85 mg) (0.3 mg) (0.25 mg) (0.6 mg) (0.2 mg) 0.9mg) (0.9 mg)
No activo  No activo No activo No activo No activo No activo No activo ACTIVO ACTIVO No activo

Bioactividad contra
Artemia salina

Figura 4.- Diagrama en el que se muestra el proceso de fraccionacion de la muestra 3Mj,, resultados en

pruebas de actividad sobre A. salina, asi como las fracciones que se sometieron a andlisis de IR y RMN.
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Extracto 3M,

Se realizd una primer prueba de actividad sobre los extractos 3M, T-1,
extracto 3M, T-2 y extracto 3M, T-3 pertenecientes a tres diferentes puntos
dentro de la zona de colecta. De los tres diferentes puntos de colecta

unicamente el extracto 3M, T-1 presenté actividad evidente. (Tabla V)

TABLA V.- Prueba de actividad contra Artemia salina para los extractos 3M, T-1, extracto 3M,
T-2 y extracto 3M, T-3 pertenecientes a tres puntos de muestreo dentro de la zona de colecta.

Concentracion Mortalidad
Extracto g
[mg mi”] [%]
3M, T-1 93.3 47.9
M, T-2 100.2 2.85
3M, T-3 101.3 NA
NA = No Activo.

T-1,T-2, T-3 = punto de colecta 1, 2 y 3 respectivamente.
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Se realizaron pruebas de actividad sobre las 13 fracciones, resultado de
la cromatografia en columna fase reversa C,;, presentes en el Extracto 3M,.
Se pudo observar que solamente las fracciones 1,56,7,9 y 10 de las 13

fracciones iniciales presentaron actividad contra Artemia salina. (Tabla V).

TABLA VI.- Prueba de actividad contra Artemia salina para las 13 fracciones, resultado de la
cromatografia en columna fase reversa C,g, presentes en el Extracto 3M,.

Eraccién # Concentracién Mortalidad
[mg mi) [%]

1H,0 201 100

2H,0 114 NA

3 H,0-MeOH 4.0 NA

4 H,0-MeOH 2.2 NA

5 H,0-MeOH 15.35 50.0

6 H,0-MeOH 111 100

7 H,0-MeOH 7.2 100

8 MeOH 13.6 8.01

9 MeOH-DCM 1141 50
10 MeOH-DCM 11.2 100
11 MeOH-DCM 22.6 NA
12 CH,CL, 5.85 NA
13 MeOH-H,0 3.0 NA

MeOH = metanol ; DCM = diclorometano ,
NA = No Activo.

A partir de las fracciones 9 y 10, ambas eluidas con MeOH-DCM, se
originaron 15 subfracciones por medio de cromatografias en capa fina. A cada
fraccién encontrada se les realizaron pruebas de actividad contra Artemia
salina ; de las 15 subfracciones encontradas solamente las numero
1,2,3,4,5,7,8,9,10,11 y 12 presentaron un alto grado de actividad. (Tabla V).
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TABLA VIl.- Prueba de actividad contra Artemia salina para las15 subfracciones obtenidas a

partir de cromatografia en capa fina de las fracciones 9y 10.

Fraccién # Concentracién Mortalidad
[mg mi) [%]

1 8.2 100
2 2.2 NA
3 13.6 100
4 5.4 NA
5 6.7 100
6 0.3 NA
7 12.9 100
8 33 NA
9 74 100
10 74 100
1 11.0 100
12 8.6 100
13 6.6 100
14 10.8 100
15 10.0 50

NA = No Activo
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FIG. 5 Fraccionacién de la aM
muestra 3M, 4

. Concentracion Extracto crudo (3 x 2it)
Peso esponja fresca EXTRACCION POR EtOH
21949 ¢ ROTAEVAPORACION

\J \ \
v \ \

93.3 mg 100.2 mg 101.3 mg _
Bioactividad confra | NA NA NA = NO ACTIVO
Artemia salina v v
- . Columna
Cromatografia por cromatogréfica C-18.
columna flash Didmetro ~ 2¢m
fase reversa Altura ~ 20 cm

Muestra : gel de silice(230-400 mesh 60 A)
9.8825g :94.2901 g

Disolventes utilizados : Recuperacién :

Blunt J.W. (87).

vY Y Y Y Y Y Y Y Y Yy

Fl Fil Fill FIvV FV F Vil F Vil FIX FXII FXII
(20.1 mg) (11.4 mg) (40mg) (22mg) (153mg) (11 1 mg) (72m9) (136mg) (11.1 mg) (112mg) (226mg) (565mg) (3.0 mg)
ACTIVO  NA CTIVO ACTIVO ACTIV! NA ACTIVO ACTIVO NA NA
473599 0.0780g 0 31289 0. 19869 0 17449 0.0976g 0. 08599 0.4428g 1.0809g 0.5756g 0.2929g 0. 184g 0.403g
H,0 MeOH CH,CL2 H,0
y Y Y v
| B | , , Y
|
\é Sistema de Eluentes :
AcOEt: DCM
| 1:1
v Reveladores:
Y Sulfato Cérico.
. Vainillina.
‘l Bioactividad contra | Luz UV
Y Artemis salina |-
Cenantrocconia no J T :
‘I spectroscopia por RMN ’ C C D C.C.D. = Cromatografia
T = en Capa Delgada

5**##********

Fl Fll Fl FIv FVI F Vi F Vil FIX F X1 F Xl F Xl
(B.2mg) (22mg) (13.6mg) (5.4 mg) (6 7 mg)  (03mg) (129mg) (B3mg) (7.4mg) (7. 1 mg) (11.0mg) (8.6 mg) (6.6 mg)
ACTIVO NA ACTIVO NA ACTIVO NA ACTIVO NA ACT!VO ACTIVO ACTIVO ACTIVO ACTIVO
Rf Rf Rf Rf Rf Rf Rf Rf Rf Rf Rf Rf Rf
0015 0035 0.053 0.097 0.144 0.27 0.29 0.32 0.39 0.48 0.55 057 0.69
Rf = Relacién de frente
Bioactividad confra
Artemia salina ¥

F XV F XV
(10.8 mg) (10.0 mg)
ACTIVO ACTIVO
Rf 9.63 mg
0.725 Rf

0.79

Figura 5.- Diagrama en el que se muestra el proceso de fracciénacion de la muestra 3M,, resultados en pruebas de
actividad sobre Artemia salina , asi como los fracciones que sometieron a anélisis de RMN y los valores de Rf de
cada subfraccion.



Extracto 3M;

Al igual que al extracto anterior (3M,) se realizé una prueba de actividad
sobre los extractos 3Ms T-2 y extracto 3Ms T-3 pertenecientes a puntos
diferentes dentro de la zona de colecta. De los dos diferentes puntos de colecta
unicamente el extracto 3M; T-3 presenté actividad evidente. Es importante
mencionar que el extracto 3Ms T-1 no se someti6 a prueba de actividad, ya que

este fue sometido a extraccion por solventes no observandose resultados de

actividad en ninguna de las fracciones obtenidas. (Tabla VII).

TABLA VIII.- Prueba de actividad contra Artemia salina para los extractos 3Ms T-2 y extracto
3M; T-3 pertenecientes a dos puntos dentro de la zona de colecta.

Concentracion | Mortalidad
Extracto
[mg ml] [%]
3M; T-1 NP NP
3M; T-2 95.13 4.6
3M; T-3 92.1 60.14
NP = No Probado

T-1,T-2, T-3 = punto 1, 2 y 3 respectivamente.

A partir del Extracto 3M; T-1 se obtuvieron tres extractos denominados
3M; - f.hex (hexano) , 3M; - f.ACOEt (acetato de etilo) y 3M; - f.H,O (acuosa) ,
los cuales fueron sometidos a pruebas de actividad contra Artemia salina . Los

resultados mostraron que ninguno de los extractos probados present6 actividad

evidente.
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Se realizaron pruebas de actividad sobre 13 fracciones resultado de la
cromatografia en columna fase reversa C,; presentes en el Extracto 3Mg;
pudiéndose observar que en ninguna de las 13 fracciones se presento

actividad contra Artemia salina.

A partir de las fracciones 9 y 10 ambas eluidas con MeOH-DCM se
originaron 8 subfracciones por medio de CCD. A cada fraccién encontrada se
les realizaron pruebas de actividad contra Artemia salina, de las 8
subfracciones encontradas sélamente las numero 1,2,3,4,56 y 7 presentaron

un alto grado de actividad. (Tabla IX)

TABLA IX. Prueba de actividad contra Artemia salina para las 8 subfracciones resultado
de cromatografia en capa fina de las fracciones 9 y 10.

—— Concentracion Mortalidad

[mg mi) (%]

1 9.8 100

2 9.5 100

3 11.3 100

4 17.2 100

5 27.2 100

6 13 66.6

7 204 20

8 18.1 133
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Extracto crudo (3 x 2It)
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v
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Blunt J.W. (87).

Diametro ~ 2cm
Altura ~ 20 cm
Muestra : gel de silice (230-400 mesh 60 A)

10092g :83.79g
FVI F Vil F Vil FIX FXIIl EXINn
(10 7 mg) (o o mg) (o o mg) ©. o mg) (10 37 mg) (10 oz mg) (10 9mg) (152mg) (20.6mg) (20. 4 mg) (20 s mg) (20.3mg) (0.0 mg)
NA NA NA NA NA NA NA NA

5 079 0. 91999 0.3199g 0. 13OGg 0.0469¢g 0. 03859 0. 4032g 2.5934g 0.5932g 0.1095g 0.1802g 0.0697g 0.0154g
H,0 MeOH CH,Cl, H,0

"(‘.!.s ' \‘, J( NA = NO ACTIVO

| ¥ | »‘«‘

W
\
) C.C.D = Cromatografia

ectroscopia por RMN on Capa Delgads.
Sistema de Eluentes :
AcOEt: DCM

13 4
Reveladores:
Sulfato Cerico.

C.C.D.

Vainillina.
Luz UV. *
Fl Fll Fin FIvV FV FVi F Vil F Vil
(9.8 mg) (9.5mg) (11.3mg) (17.2 mg) (27.2mg) (11.3mg) (204 mg) (18.1 mg)
Rf Rf Rf Rf Rf Rf Rf Rf
0.011 0.023 0.086 0.319 0.480 0.579 0.611 0.630

Vv VvV ¥V VY ¥V VY

Rf = Relacién de frente

Y

Bioactividad contra
Artemia salina

Figura 6.- Diagrama en el que se muestra el proceso de fracciénacion de la muestra 3Ms, resultados en pruebas de
actividad sobre Artemia salina , asi como las fracciones que sometieron a andlisis de RMN y los valores de Rf de
cada subfraccion.
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Analisis Espectral

9 fracciones provenientes de la muestra 3M, - f.hex denominadas
como A-1,B-23,C-27, D-30, E-42, F-47, G-56, H-60, |-63 se sometieron a los

siguientes analisis espectroscépicos.
Espectroscopia Por Infrarojo.

Basicamente las sefiales de las 9 fracciones fueron semejantes, a
excepcion de la muestra B-23. En ellos se observé una sefial entre los 3300 y
3600 cm™ caracteristica de los iones oxidrilo (‘OH) para todas las fracciones,
siendo la sefial de unas muestras mas intensa que en otras, unicamente las
fraccion B-23 no presentd esta sefial. Se observé una sefial entre los 2800 y
3000 cm™ caracteristica de grupos alcano, presente en todos las fracciones
apoyéandose con sefiales secundarias representativas del grupo, las cuales se
encontraban entre los 1450 - 1500 cm™ y los 1350 a 1400 cm™. Entre los 1660
y 1740 cm™ aparece una sefial intensa caracteristica del grupo carbonilo
(<€ = 0) lo cual nos hace pensar que las sefiales presentes en todos los
espectros podrian representar a acidos , sin descartar a los ésteres, aldehidos
y cetonas. Entre los 1250 y 1300 cm™ se observd una sefial secundaria
caracteristica de los éteres presente en todos los espectros con excepcién del
espectro de la fraccién B-23. Entre los los 1100 - 1150 cm™ sefial caracteristica

de los éteres la cual no se encuentra presente en el espectro de la fraccion B-
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23. Se pudo observar la presencia del grupo alqueno con una sefial intensa
entre los 700 - 840 cm™ no presente en la fraccion B-23. Los grupos

funcionales se determinaron en base a Silverstein et al. (1981).

Espectroscopia Por Resonancia Magnético Nuclear Proténica

(HRMN)

De las 9 fracciones provenientes de la muestra 3M; - f.hex
unicamente las denominadas como B-23, D-30, E-42, F-47, G-56, |-63 se

sometieron a analisis espectroscdpico por resonancia.

Debido a la similitud de las sefiales la interpretaciéon de ellos se llevo a
cabo de manera global, Unicamente la fraccién B-23 se interpretd por separado.

Las seriales se determinaron en base a Silverstein ef al. (1981).

En la fraccién 23 se presentan dos bandas simples a 9.8 y 9.3 ppm los
cuales se asignan a protones aldehidicos; dos bandas dobles de dobles
centrados a los 7.5 y 7.7 ppm se asignan a protones aromaticos ambos se
encuentran interactuando en posicion para, debido a una constante de
acoplamiento pequefia ; a 6.45 ppm se presenta una sefial triple muy pequeria
la cual se puede asignar a protones olefinicos, una sefial similar a la anterior se
presenta a 5.4 ppm asignada a insaturaciones o protones de ‘OH; se presenta
una sefial cuadruple centrada a los 4.17 ppm la cual se asigna a la presencia

de un metilo (-CH,) su desplazamiento nos indica la desproteccion de protones
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vecinos por posibles oxigenos de ésteres ; se presentd un grupo de bandas
simples y dobles que van desde los 2.8 a 0.1 ppm este grupo es caracteristico
de radicales alquilo (-CH;, -CH,-, -CH-, etc). los cuales probablemente integran

la cadena larga de un éster de acido graso.

A partir de la fraccién B-23 se pueden interpretar las sefiales de las
fracciones D-30, E-42, F-47, G-56, |1-63 todos estos espectros son parecidos
entre si Unicamente las sefiales 9.8 y 9.39 ppm ; 6.45 ppm ; 4.17 ppm y 2.8
ppm no se presentan, el resto de las serfiales es el mismo para todos los

espectros .

También se llevé a cabo la comparacién e interpretacion de las sefiales
de la fracciones 1-3M, y 1-3Ms; 5-3M, y 5-3Ms; 7-3M,, 9-3M, y 9-3M;, 10-3M, y
10-3M;. Comparando las fracciones 1-3M, y 1-3Ms;; Ambas presentaron las
mismas sefiales, observandose una serie de bandas simples que van desde
9.0 a 7.2 ppm, con sefiales caracteristicas para los protones de carbono
pertenecientes a un grupo amida. De los 4.5 a los 2.8 ppm se presentan
bandas simples representativas de grupos alquinos, metoxilos (CH3-0O),

aminas aromaticas y ‘OH.

Comparando los fracciones 5-3M, y 5-3Ms, en ambas muestras se
presentaron las siguientes sefiales: a 6.9 ppm se presenta una banda simple

representativa para protones de insaturaciones unidos a grupos carbonilo
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vecinos. Una banda simple a 5.3 ppm indica un patrén de desplazamiento
para protones olefinicos. A 3.5 ppm se presenta una sefial simple la cual puede
pertenecer a un metoxilo (CH,-O"). En el espectro 5-3Ms aparece una banda
doble a 241 ppm representativa de grupos alquilo unidos a grupos
electronegativos O, N, 6 S, ésta sefial no aparece en la fraccién 5-3M,. Se
presenté una banda simple a 1.48 ppm la cual se puede asignar a metilos o
grupos. alquilo ciclicos; a 1.25 ppm se observa una banda simple
representativa de los grupos alquilo; una Ultima banda doble se observé a 0.9

ppm la cual es caracteristica de protones metilicos de alcanos.

Las fracciones 7-3M,, 9-3M,, 9-3M;; en sus espectros presentaron una
serial doble y una simple que va de 9.0 a 7.2 ppm asignada a protones del
carbono pertenecientes al grupo amida; a 5.4 ppm se observo una banda
doble asignada a insaturaciones o protones de ‘OH ; se presentaron dos
sefiales dobles a 2.2 y 2.1 ppm asignada a grupos alquilo desprotegidos; Se
presentd una ultima serie de sefiales simples y dobles que van de 2.5 a 0.5
ppm asignadas a protones de desplazamiento para grupos alquilo CH;-, -CH,-,
-CH-, la Unica diferencia entre estas tres fracciones fue que la fraccion 9-3M; se

corrié en DMSO.

Las fracciones 10-3M, y 10-3M; presentaron en sus espectros una serial
doble y una simple que van de 54 a 5.1 ppm asignadas a protones de

insaturaciones u protones de grupos ‘OH; También presentan una sefial simple
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a 4.3 ppm asignada a CH, unidos al oxigeno de un éster. Se presento una serie
de sefiales simples de 3.95 a 3.4 asignada a grupos metoxilo CH;-O" este
grupo de seriales no se observé claramente en la fraccion 10 3M, debido a la
sefial asignada al DMSO; Se presentaron dos bandas simples de 2.8 a 2.5 ppm
asignada a grupos alquilo unidos a grupos electronegativos; a 1.5 ppm se
presentd una banda simple la cual se asigné a grupos alquilo. Por ultimo se
presentaron una serie de sefiales simples de 1.15 a 0.9 asignadas a grupos

alcano.
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DISCUSIONES

La separacién de las fracciones con compuestos activos de la esponja
marina Chondrilla nucula se inicié con las fracciones de naturaleza no polar
(fraccion hexano) con base en su actividad y debido a que su polaridad hace

facil trabajar con ella.

De la fraccién hexano (3M,), solamente es relevante la 1-63 - eluida de la
cromatografia en columna con diclorometano : acetato de etilo, por su actividad
sobre Artemia salina . Por la forma de obtencién de esta fraccion asi como por
su comportamiento en cromatografia en capa delgada con CCl, : DCM
(e°=0.23) y forma de revelar a la vanillina, podemos decir que se trata de un

lipido, ya sea un &cido graso o un esterol.

Para determinar si eran esteroles, se efectué una CCD impregnada con
AgNO;, y Hexano:Eter (¢°=0.058) de acuerdo a Dominguez (1988). A diferencia
de la placa inicial, las manchas se desplazaron hacia la parte superior,
alejandose del punto de aplicacién. Es interesante notar que aunque el sistema
de eluentes fue menos polar, las manchas se desprendieron con mayor

facilidad del punto de aplicacién.

La mayoria de las fracciones mostraron manchas equivalentes entre si,
a excepcién de un punto con Rf de 0.67 en la citada fraccién |1-63. Con base a

lo anterior proponemos a este punto como el compuesto(s) activo(s).
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De los espectros de IR, en donde se observaron sefiales tipicas para
grupos hidroxilo, alcanos, carbonilos y ésteres, suponemos que las fracciones
pueden ser ésteres de acidos grasos. El andlisis de los espectros de
resonancia magnética nuclear (RMN) permite estimar la estructura quimica de
los metabolitos presentes; Estos deben poseer protones aldehidicos; metilos
cuyos protones pudieran ser desplazados por ésteres vecinos y grupos alquilo.
Estos grupos funcionales probablemente integran la cadena de un &cido graso.
El que haya serales que puedan ser asignados a otro tipo de compuestos -
protones aromaticos - indica que se trata de fracciones susceptibles de ser

purificadas.

La mortalidad sobre Artemia salina coincide con la propuesta de que la
fraccion 1-63 esta constituida por acidos grasos ya que se ha demostrado que
éstos, sean saturados o no, poseen toxicidad contra ella (Curtis, R. F. et. al.,

1974, citados por Wah, 1993).

Aunado a lo anterior, varios trabajos (Carballeira et al., 1987; Carballeira
y Maldonado, 1986; Litchfield et al., 1980), mencionan que Chondirilla nucula es
una esponja rica en acidos grasos de varios tipos, con 13 hasta 30 carbonos en
su cadena, y varios tipos y numeros de insaturaciones, de manera que es

posible que nuestra fraccion activa aislada esté constituida por &cidos grasos.
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Es importante hacer notar que no hay reportes publicados de la actividad
de Chondrilla nucula contra Artemia salina hasta el desarrollo del presente

trabajo.

Por lo que, se trabajé con las fracciones de naturaleza mas polar
(fraccién AcOEt) seleccionadas por su actividad contra A. salina; a diferencia
de la fraccién anterior la polaridad de la fraccién AcOEt hace dificil el proceso
de separacién de los compuestos en la fraccién, debido a esto se elabor6 en

el laboratorio, gel de silice fase reversa C,; (Evans.,1980).

A partir de la fraccion AcOEt (3M;) se encontré que solamente las
fracciones 8 y 9 - eluidas con MeOH-AcOEt - presentaron actividad. El
experimento ( columna flash fase reversa con eluentes seleccionados por su
comportamiento en gel de silice fase normal ) efectuado con esta fraccién nos

sirvié de modelo sobre el cual nos basamos para trabajar posteriormente.

Con la colecta (3M,) y (3Ms) se llevaron a cabo pruebas de actividad
sobre Artemia salina con esponja colectada en cada punto de muestreo, (tres
puntos ubicados dentro del area de estudio). Se observé que, en cada colecta,
s6lo uno de ellos mostré actividad sobre Artemia salina pero el punto con
muestra activa varié6 de muestreo en muestreo, esto es, presentd variacion a
nivel microgeografico. Estas observaciones concuerdan con lo encontrado por

Swearingen y Pawlik (1998) quienes indican que Chondrilla nucula posee una
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alta variabilidad intercolonial de sus defensas quimicas contra la depredacién
por peces, siempre que los metabolitos que actian sobre Artemia salina actuen
también como deterrentes. Sin embargo ellos no encontraron variacién de los
niveles de defensas en diferentes localidades geogréficas en tanto que
nosotros si las encontramos pero a nivel microgeografico. Ello nos indica que
puede ser el tamafio de la colecta el que permite que haya mayor abundancia
de colonias quimicamente activas y ser encontrada, éstas colonias, con mayor

o menor facilidad.

Dada la variacién de actividad entre puntos de colecta, se opté por juntar
las muestras del érea, en cada muestreo, ya que con ello se incrementd la
cantidad de los activos, mismos que pueden estar presentes pero debido a su

baja concentracion pueden no ser detectados.

Tras someter a cromatografia de baja presion el total de la colecta 3M,, y
conjuntar los criterios de rendimiento con el de actividad sobre A. salina, por
fraccion, se seleccionaron las fracciones 1(H,0), 5(H,0-MeOH), 7(H,0-MeOH),
9(MeOH-DCM) y 10(MeOH-DCM) que fueron sometidas a analisis de
resonancia magnética nuclear (RMN), lo cual permiti6 darnos una idea de la

estructura quimica de los metabolitos presentes en ellas.

En base a las sefiales de RMN, se pudo observar que las fracciones

anteriormente mencionadas guardan similitudes entre si, - como grupos amida,
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alquilo, metoxilo (CH,;-O-), grupos "OH, alquilo ciclicos y grupos
electronegativoscomo O, N, S, aminas aromaticas (todas las sefales se

encontraron presentes en cada una de las fracciones).

No fue posible proponer un compuesto, o grupo de compuestos, que
comprendiera la diversidad de grupos funcionales que las sefiales de RMN
marcan. Es importante serfialar que no se pudo comparar con estudios previos,
dado que no hay trabajos publicados efectuados con Chondrilla nucula que

analicen los compuestos de la fraccion polar.

A las sefiales de RMN se les dio un doble empleo, por un lado tener
datos de la estructura quimica de cada fraccién y comparar entre ellas, y por el
otro, tomar la decisién de seguir analizando las fracciones que mostraran

sefiales de grupos funcionales interesantes, desde el punto de vista quimico.

Con la finalidad de separar los compuestos activos de la muestra 3M, se
seleccionaron las fracciones 9 y 10 en base a su actividad y cantidad de
muestra disponible, ambas fracciones son productos de la cromatografia en
columna, las fracciones se sometieron a CCD de las cuales se originaron 15
subfracciones, los resultados de las pruebas de actividad contra Artemia salina
mostraron que 10 ellas fueron activas, es probable que los compuestos activos
presentes en estas subfracciones también se encuentren presentes en otras

fracciones producto de la cromatografia, las cuales no se analizaron por
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cuestiones practicas. Es de seriales que las serfiales de RMN mostraron mucha
similitud entre las fracciones. Se determind el Rf de cada subfraccion para

poder identificarlas en otras muestras posteriormente.

Con el propésito de corroborar los resultados encontrados en la muestra

anterior (3M,), se sigui6 la misma metodologia con la muestra (3Ms).

Del total de la colecta, se sometieron a ensayo las fracciones producto
de la columna, encontrando que ninguna de ellas mostré actividad. Esto
contrasta con los resultados obtenidos en el ensayo de la columna (3M,), toda
vez que debiera de haberse encontrado actividad en alguna de las fracciones.
Es probable que el activo presente en la muestra no se haya encontrado a una
concentracion en la cual pudiera ser detectado en el ensayo, ya que existe

variacion en la actividad como se discutioé anteriormente.

Para tener un patrén de comparacién, se efectuaron analisis por RMN de
cada fraccién lo que permitié obtener informacién de la estructura quimica de
los metabolitos presentes en cada fraccion. Se presentaron sefiales para
grupos amida; grupos alquinos, CH3-O" metoxilos, aminas aromaticas y "OH,

grupos carbonilo; grupos electronegativos como O, N, S, y grupos alcanos.

Al comparar las sefiales de las fracciones equivalentes de ambas
muestras 3M, y 3M; se observaron Unicamente diferencias en las fracciones:

5(3M;) en la cual aparece una sefial caracteristica para grupos electronegativos
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O, N, S, y en la 10(3M;) en la cual aparecen una serie de sefiales simples
caracteristicas de grupos metoxilo. Este grupo de sefiales no se observo
claramente en la fraccién 10(3M,) debido a la sefal asignada al DMSO con el
cual se corrio la muestra en el RMN, siendo muy probable que esta sefial se

encuentre interfiriendo con las demas dificultando su observacion.

De la muestra 3M;, las fracciones 9 y 10 ambas inactivas, por CCD se
obtuvieron 8 subfracciones, las cuales fueron llevadas a prueba de actividad

sobre A. salina, siendo todas activas.

Estos resultados corroboran la hipotesis de que los metabolitos activos
se encontraban originalmente a baja concentracion causando que los ensayos
previos a la CCD dieran inactivos, de igual manera se pone de manifiesto la
importancia de haber juntado las muestras de los tres diferentes puntos de

colecta.

El hecho de que no se haya encontrado el mismo numero de
subfracciones por cada muestra concuerda con Swearingen y Pawlik (1998),
mostrando otra vez, la variabilidad en el tiempo y érea de colecta, de la

produccién de metabolitos activos en C. nucula.

Con base en el Rf de cada subfraccién por muestra y comparandolos
entre si, se observo que las subfracciones VIII, X y Xll de la muestra (3M,)

junto con las subfracciones de la muestra (3Ms) IV,V y VI fueron muy similares
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entre si, lo que lleva a pensar que se tienen 20 subfracciones producto de la
CCD. Sin embargo, la actividad contra Artemia salina de las subfracciones
(3M,)-VIIl y (3M;)-IV no es la misma, situacién que indica que se trata de dos
compuestos - o0 grupo de compuestos - diferentes. Con base en este criterio de
actividad se concluye que existen 21 subfracciones producto de la CCD, de las

cuales 2 se presentaron tanto en la muestra (3M,) como en la (3Ms).
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CONCLUSIONES

1) A partir de la esponja marina Chondrilla nucula se aislaron y tipificaron
un total de 30 fracciones de las cuales unicamente 18 presentaron actividad

sobre Artemia salina.

2) De los 18 compuestos activos contra Artemia salina sélo uno proviene

de la fraccion no polar, caracteristicas de acido graso.

3) Las fracciones polares presenta la mayor actividad en % de
mortalidad contra Artehvia salina. Dichas fracciones polares no han sido

estudiadas hasta el momento.

4) Se propone una metodologia con la que es posible obtener fracciones

activas contra Artemia salina.
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