UNIVERSIDAD AUTONOMA DE BAJA CALIFORNIA

FACULTAD DE CIENCIAS MARINAS

“ COMPUESTOS BIOACTIVOS DE LA ESPONJA MARINA

Pseudosuberites pseudos ”

T E S I S
QUE PARA OBTENER EL TITULO
DE
OCEANOLOGO

PRESENTA:

LIZA DANIELLE KELLY GUTIERREZ

Ensenada, Baja California, Mayo de 1997.



“ COMPUESTOS BIOACTIVOS DE LA ESPONJA MARINA

Pseudosuberites pseudos”

TESIS
QUE PRESENTA:

Liza Danielle Kelly Gutiérrez

Aprobada por:

~

il

AV}
Presidente del J u.r!xdo
M.C. Irma E. Soria Mercado

)
.
\//‘/ﬂ/ Ty 5 Moot ﬂ?@iﬁ

utodal p Sinodal

raciela Guerra Rivas M.C. Ma. Victoria Orozco Borbc;n



RESUMEN

En dos extractos etandlicos de 1la esponja marina
Pseudosuberites pseudos, colectada en ¢l puerto de San Felipe, Baja
California en marzo y agosto de 1997 (extractos 1 y 2 respectivamente),
se encontraron 78 compuestos en base a su polaridad de los cuales 22
resultaron ser bioactivos para al menos uno de los organismos de
prucba.

La bioactividad se determiné midiendo los halos de inhibicion en
el crecimiento de las bacterias Proteus vulgaris (gramnegativa) y
Bacillus subtilis y Staphylococcus epidermidis (grampositivas), se
observo que el mayor niumero de compuestos asi como los mas estables
y eficientes se encontraron en las fracciones menos polares y fueron

bioactivos contra Proteus vulgaris.
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INTRODUCCION.

Los mares y océanos de nuestro planeta cubren el 70% de la superficie
terrestre e incluyen una gran diversidad y abundancia de organismos que en su
mayoria tienen representantes en su contraparte terrestre. Sin embargo existen
notables diferencias entre los compuestos bioactivos ( aquellos que interaccionan
con los sistemas bioquimicos y/o fisiologicos de otros organismos) de los
organismos marinos y terrestres. Estas diferencias se basan en la estructura
quimica de los compuestos. Por ejemplo: se conoce que el 99% de los compuestos
terpénicos marinos estan halogenados (tienen CI” 0 Br"), lo que es poco comun en
los compuestos terpénicos terrestres, Asi mismo, los terpenos terrestres estdn
altamente oxigenados mientras que los de origen marino son menos oxigenados
(menos del 30% de oxigeno). Un punto de partida para la mayoria de los
estudios quimico-ecoldgicos son precisamente estas caracteristicas quimicas,
unicas de los organismos marinos (Bakus et a/. 1986).

Los productos naturales derivados de plantas y animales que presentan
actividad bioldgica tiene un gran valor farmacolégico, ademas, su conocimiento es
de gran valor en agroquimica, pesquerias, salud publica (sanidad de alimentos),
quimica de alimentos, quimica de productos naturales, biologia marina,
ecotoxicologia y ecologia quimica del medio ambiente marino. Scheuer (1986) y
Rinehart et a/.(1990) mencionan que existen compuestos quimicos que provienen
de fuentes marinas que tienen actividad biolégica, entre los mds importantes se
encuentran los agentes antitumorales, antivirales, antibacterianos, antileucémicos,
antiinflamatorios, reguladores de secreciones gastricas, neurotdxicos, etc.

En esponjas marinas se han encontrado compuestos bioactivos con diversas

funciones: en Luffariella variabilis se encontrd un compuesto 1lamado manoalida



que tiene actividad antiinflamatoria (Jacobs, 1986 citado por Scheuer, 1986). Sigel
et al. (1970, citado por Scheuer, 1986) observaron efectos citotoxicos del extracto
crudo de Haliclona viridis en c€lulas cancerosas humanas KB. Rodriguez y
Middlebrook ef al. (1974) encontraron un componente letal con actividad
antineoplastica que mata ratones en menos de una hora. Cecil et al. (1976)
trabajaron con extractos de varias esponjas y encontraron que tenian actividad
citologica contra células KB, GSK (células del rifion de las focas) y células RTG-2
encontradas en las gonadas de la trucha arcoiris. En la actualidad uno de los
descubrimientos mas interesantes es sin duda el de Patil (1992), que trabaj6 con
los acidos bromados poliacetilénicos de la esponja Xestospongia mutua, estos
acidos acetilénicos son las primeras muestras conocidas que han demostrado
mhibir a la HIV-proteasa, una enzima critica en la reproduccion del virus de
inmunodeficiencia humana.

La busqueda de los compuestos bioactivos en un organismo marino
generalmente se lleva a cabo mediante diferentes procedimientos quimicos como
la extraccion y purificacion de los compuestos, pruebas de bioactividad de los
mismos y determinacion de sus estructuras mediante reacciones quimicas
especificas y andlisis espectrofotométricos, como son, resonancia magnética
nuclear, infrarrojo, ultravioleta-visible y espectrometria de masas. Los compuestos
bioactivos se encuentran en pequefias concentraciones en los organismos y debido
a su aplicacion es importante no sélo conocer su estructura sino también investigar
coémo se puede sintetizar en el laboratorio.

La sintesis de los compuestos organicos en el laboratorio mas que un reto
intelectual y experimental, es un prerequisito para la evaluacion de un nuevo

compuesto quimico como fairmaco o agroquimico (Scheuer, 1986).



Las esponjas, que componen al filo porifera son los mas primitivos de los
animales pluricelulares, no poseen tejidos ni drganos verdaderos (incluyendo boca
e intestinos) y sus células despliegan considerable independencia. Estos
organismos estan sostenidos por un esqueleto de fibras organicas de espongina, de
espiculas siliceas o calcareas, o bien de ambas cosas. Sus cuerpos estan
organizados alrededor de un sistema de conductos de agua, una especializacion
correlacionada con el sesilismo. La forma de crecimiento es en parte, una
respuesta adaptativa a las restricciones en el espacio disponible, la inclinacion del
sustrato y la velocidad de las corrientes. Se conoce ademas que la alimentacion, el
intercambio gascoso y la eliminacion de desechos, dependen del flujo de agua a
través del cuerpo (Barnes, 1988).

Las esponjas de la clase Demospongiae son las mds comunes, de mayor
diversidad, abundancia y distribucion, por lo que tltimamente han recibido mayor
atencion de quimicos y bioquimicos. En los tltimos afios, aproximadamente cien
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 tnicas y sin fuentes terrestres paralelas (Scheuer,
1978).

La esponja marina Pseudosuberites pseudos presenta diferentes
tonalidades, entre ellas el color café-chocolate, anaranjado o rojo (ocasionalmente
amarillo). Tiene pocos osculos pero largos y obvios (de 3 a 4) y la mayoria de las
colonias tiene de 10 a 12 cm de largo y de 4 a 8 cm de grueso, se han llegado a
encontrar colonias de 40 cm de largo y 15 cm de ancho. La especie es facilmente
reconocida por su corteza bien definida y su forma de crecimiento redondeada y
larga. Generalmente se encuentran en mareas bajas, en la zona submareal, crece en

grupos que alcanzan un metro de largo, dandoles a las rocas en donde se



encuentran, un colorido espléndido. Su habitat puede estar restringido al golfo de
California, es especialmente comun en bahia Cholla, al norte y sur de Puerto

Pefilasco y en bahia Refugio, Sonora (Brusca, 1989).

1.1 Antecedentes.

No se encontraron estudios sobre esta especie, sin embargo se conoce que
las esponjas marinas producen una amplia variedad de metabolitos organicos
seeundarios.

En 1959, Nigrelli ef al. (eitado por Green, 1974) fueron los primeros en
obtener un amplio espectro de compuestos antimicrobianos de una esponja marina;
la sustancia Hamada ectyonina fue extraida de la esponja Microciona prolifera y
demostrd  propiedades antimicrobianas contra bacterias grampositivas,
gramnegativas y contra el hongo Candida albicans.

Sharma ef al. (1968, 1970, citado por Green, 1974 ) reportaron las
propiedades quimicas de algunas substancias antibioticas de las esponjas Dysidea
herbasea, Homaxinella sp., Pellina carbonaria, Phakellia flabellata, Plakortis sp.,
Verongia fistularis y Verongia cauliformis.

En 1973, Andersen y Faulkner (citado por Green, 1974) reportaron la
actividad antibacteriana de invertebrados del golfo de California. Concluyeron que
las esponjas Verongia thiona 'y Verongia sp. producen sustancias con propiedades
antibacterianas.

Burreson et al. (1974, citado por Yoshiro, 1979) aislaron compuestos
sesquiterpénicos y diterpénicos de la esponja marina Halichondria sp. los cuales
mostraron una fuerte inhibicion sobre el crecimiento de Staphylococcus aureus.

A vpartir del extracto crudo de la esponja Luffariella variabilis se

obtuvieron 4 compuestos que mostraron inhibicién en el crecimiento de bacterias



grampositivas como Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis (Yunker, 1977,
citado por Scheuer, 1986).

Green (1974) probé la actividad biologica de extractos metandlicos y
acetdnicos 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.

Las esponjas tienen una asombrosa cantidad de metabolitos secundarios,
particularmente terpenos, de los cuales, muchos presentan actividad in vitro contra
un gran nimero de microorganismos terrestres (Faulkner, 1978; Berquist y Wells,
1983, citado por Scheuer, 1986).

Walker (1985, citado por Bakus et al., 1986) reportd que la esponja Aplysia
fistularis respondia a un estimulo simulado de agresion exudando de diez a cien
veces mds metabolitos antimicrobianos que los que liberaria al medio en
condiciones normales.

Rinehart et al. (1990) trabajaron con mil muestras de plantas y animales
marinos buscando compuestos con potencial antiviral, al hacer este estudio
encontraron que las esponjas del género Agelas spp. tienen compuestos bioactivos
con propiedades antivirales y antibacterianas.

Gulavita ef al. (1991) aislaron y caracterizaron siete compuestos nuevos en
Xestospongia sp., una esponja de Sri Lanka, de los cuales cinco mostraron tener
actividad biolbgica contra Bacillus subtilis y Staphylococcus aureus.

Los metabolitos secundarios (algunos de ellos compuestos bioactivos) son
substancias como pigmentos, alcaloides, antibidticos, terpenos, etc., que

Unicamente estan presentes en los drganos, tejidos o células de ciertas especies, y



que son producto del metabolismo. Aunque muchos de los metabolitos
secundarios que se encuentran en los organismos vivos no tienen una funcidn
biolégica aparente, los metabolitos secundarios encontrados en las esponjas tienen
hasta ahora importantes papeles ecolégicos. Green (1974) discute que la posible
funcién de las substancias antibidticas en las esponjas es como mecanismo
ofensivo de ayuda en la nutricién, inactivando microorganismos antes de ser
ingeridos, y como mecanismo defensivo, participando en forma importante en el
control de infecciones microbianas.

Se escogieron como organismos de pruecba a las bacterias porque tienen
tiempos de generacién cortos y responden rapidamente a cambios en el medio
ambiente. Se conoce que los bioensayos con bacterias son economicos,
relativamente reproducibles, requieren poco tiempo y espacio y son rapidos. Bitton
y Dutka (1989) catalogan a las bacterias como sensores de toxicidad quimica.

Las bacterias con las que se trabajé en los bioensayos fueron seleccionadas
con base en su forma de crecimiento y a lo mencionado por Bitton y Dutka (1989):
el organismo de prueba seleccionado debe responder a un aumento en la
concentracion del téxico y esta condicién se cumple muy bien para los tres

organismos de prueba.

1.2 OBJETIVO:

Efectuar el aislamiento y deteccion de bioactividad de los metabolitos
secundarios presentes en la esponja marina Pseudosuberites pseudos a partir de

extractos etanolicos.



2.0 MATERIALES Y METODOS.

2.1 Localizacion del drea de recoleccion.

La recoleccidn de los organismos se realizé en el puerto de San Felipe,
Baja California, el cual se localiza en la costa noroccidental del Golfo de
California (Mar de Cortés) entre los 31° 00” y 31° 04’ de latitud norte y de 114°48°
a 114°50° de longitud oeste (Figura 1).

2.2 Recoleccion e identificacion de Ia especie.

Se realizaron dos colectas; en marzo y agosto de 1996. Las esponjas se
colectaron en la zona mesomareal en una saliente rocosa. La colecta se realizo
desprendiendo a los organismos del sustrato rocoso con espatulas. Posteriormente
se limpiaron removiendo particulas indeseables (organismos visibles, arena, etc.),
se exprimieron, cortaron y preservaron en etanol hasta el arribo al laboratorio.

El Gnico criterio para seleccionar la zona de colecta fue la presencia de los
especimenes.

La identificacién de la especie se realizé con base en las claves de Brusca

(1989) para invertebrados de la zona intermareal del golfo de California:

Phyllum: Porifera
Clase: Demospongiae
Orden: Hadromerida
Familia: Suberitidae
Genero: Pseudosuberites

Especie: pseudos
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2.3 Preparacion del extracto.

2.3.1 Extraccion.
Las esponjas fueron sometidas a homogenizacién con etanol absoluto y
se dejaron reposar en refrigeracién durante dos semanas con el objeto de extraer

los compuestos bioactivos.

2.3.2 Eliminacién de materia organica.

Una vez transcurrido el tiempo de extraccion, el homogenado se filtré
con tela de lino y posteriormente con papel filiro Whatman # 4. Después de la
filtracién el extracto fu€ sometido a centrifugacion a 4000 RPM por S min con

la finalidad de eliminar la materia organica suspendida.

2.3.3 Concentracion del extracto.

El extracto libre de particulas sélidas a simple vista, se concentrd
mediante destilacion a presion reducida en dos rotavapores Brinkmann-Biichi,
se cuidd que la temperatura no excediera los 38°C. Se elaboraron dos extractos;
uno de la primera y otro de la segunda colecta, los que se denominaron

extracto-1 y extracto-2 respectivamente.

2.3.4 Eliminacion de sales.

El extracto-! concentrado se sometid a didlisis en una membrana de

celulosa con un tamaiio de poro de 6000 a 8000 uma. El tiempo de la didlisis se
baso en la cantidad de sales presentes en el exiracto mediante precipitacién con

Ag NO; y fueron monitoreadas aproximadamente cada tres horas.
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En el extracto-2 la eliminacion de sales se realizé mediante una extraccion

con metanol una vez que las fracciones hexanica y etérea habian sido separadas.

2.4 Fraccionacion de los compuestos

En el extracto-1 la fraccionacion de los compuestos se realiz mediante un
gradiente de polaridad. Los compuestos de menor polaridad fueron extraidos
mediante un -sistema de embudos de separacion, se utilizé primeramente éter
etilico (1E) y posteriormente cloroformo (1C) y acetato de etilo (1A) para obtener
tres fracciones. Después de que -se obtuvieron las fracciones 1E, 1C y 1A el
extracto-1 residual se sometié a una fraccionacion mediante cromatografia en
columna de liquidos utilizando como adsorbente gel de silice GF (100-200) y

como eluyentes etanol y etanol-metanol 1:1 (Figura 2).

 EXTRACTO-1

Extraccidn simple con éter etilico

Fraccién etérea Extracto-1 residual

|
| | Extraccion simple con acetato de etilo

Fraccion acetato de etilo Extracto-1 residual

| y Extraccion simple con cloroformo

i

Fraccion CHCl, Extracto-1 residual

Cromatografia en columna

Fracciones etandlicas (1col-1, 1col-2, Icol-3 y 1col-4)

Fracciones etanol-metanol 1:1 (1col-5, 1col-6, 1col-7)

Figura 2.- Diagrama de flujo para la fraccionacién de los compuestos del extracto-1.



11

Del extracto-] mediante cromatografia en columna de liquidos se
obtuvieron 184 fracciones de 50 ml. Con base en el nimero de componentes
separados por cromatografia en capa fina, las 184 fracciones se agruparon en 7
fracciones. De estas siete, las primeras cuatro fracciones (1col-1, 1col-2, 1col-3 y
1col-4) se extrajeron con etanol puro y las tres restantes (1col-5, 1col-6 y 1col-7)

con una mezcla de etanol-metanol 1:1.

El extracto-2 se separd por extraccion simple iinicamente con hexano (2H)
y éter etilico (2E). La fraccién hexanica (2H) se sometié posteriormente a una
extraccion con metanol donde se realizd la cristalizacion de un compuesto
denominado 2H-p, se efectud una segunda cristalizacién en donde se obtuvo una
mezcla de compuestos que posteriormente se separaron por polaridad ya que unos
eran solubles en hexano y otros en etanol denominados compuestos 2H-1 y 2H-2
respectivamente. La fraccion etérea 2E se cristalizé con metanol y se obtuvieron
dos mezclas de compuestos que se separaron con base en su polaridad en una

fraccion soluble en éter etilico 2E-1 y la otra en metanol 2E-2 (Figura 3).
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EXTRACTO-2
| |

1

Fraccion hexanica

Primera cristalizacion con metanol

| Extraccion simple con hexano

Extracto-2 residual

Extraccion con éter etilico

—1 2H-p Fraccion éter etilico) | Extracto-2 residual
— Fraccion hexanica residual =1 Fraccion soluble en éter etilico (2E-1)
~ | Aguas madres de metanol —{ Fraccion soluble en metanol (2E-2)

Segunda cristalizacion con metanol

Fraccion soluble en hexano Fraccion soluble en etanol

(2H-1)

(2H-2)

Figura 3.- Diagrama de flujo para la fraccionacion de los compuestos del extracto-2
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2.5 Separacion de las fracciones bioactivas del extracto-1.

La separacion de las fracciones bioactivas del extracto-1 (1E, 1C, 1A, 1col-
1, lcol-6 vy 1col-7) se realizd mediante cromatografia en capa delgada en placas
preparativas con gel de silice GF 254 y se usaron como eluentes mezclas de
hexano, éter etilico, acetato de etilo, acetona, etanol y metanol en diferentes
proporciones (Tabla I).

En la fraccion 1A se encontraron 2 fracciones bioactivas 1A-2 y 1A-4, la

fraccion 1A-4 se separd mediante la técnica mencionada anteriormente.

2.5.1 Sistemas de solventes para la separacion de los compuestos.

Las fracciones se separaron por cromatografia en capa fina con la

proporcién de solventes que aparece en la tabla IL.

2.5.2 Agentes cromogénicos.

Se utilizaron reveladores como sulfato cérico (al 1% en H,SO,; 2N),
ninhidrina (0.2g de hidrato de indanotriona en 100 ml de etanol), vainillina (10 mg
/ 100 ml H,SOy4 al 10%) y vapores de iodo para ubicar compuestos que no se

observaban al ser irradiados con luz ultravioleta.
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Tabla 1 .- Sistema de eluentes para la separacion de las fracciones bioactivas

obtenidas del extracto-1 de Pseudosuberites pseudos.

FRACCION | CLAVE SOLVENTES PROPORCION
Eter etilico 1E CHCI; - etanol - hexano 9:0.5:2

 Cloroformo 1C AcOet - hexano 1:2
Acetato de etilo 1A CHCI; - hexano 231
AcOet-4 1A-4 Acetona - CHCl3 1:1
1 lcol-1 AcOet - hexano 1:1
6 lcol-6 CHCL; - hexano 2101
7 lcal-7 CHClI; - hexano 3:1

Donde:

CHCl; = cloroformo
AcOet = acetato de etilo
AcOet-4 = Compuesto 4 de la separacion de la fraccion de acetato de etilo (1A).

1, 6 y 7= Fracciones obtenidas mediante cromatografia en columna de liquidos.



2.6 Bioensayos

Se probo la bioactividad de los extractos antes de iniciar la separacion
de los compuestos y se realizaron bioensayos en cada paso de la metodologia
con la finalidad de localizar a los compuestos bioactivos, monitorear su
actividad biologica y como referencia en los procesos de fraccionacion de
compuestos (aislamiento).

Para realizar los bioensayos se utilizaron como organismos de prueba a
las bacterias Bacillus subtilis, Staphylococcus epidermidis y Proteus vulgaris y
se¢ midieron los halos (en mm) de inhibicién del crecimiento de las bacterias
como respuesta. Para el bioensayo se usaron sensidiscos de papel Whatman # 1
de 6 mm de diametro y se aplicaron 2.98, 5.97 y 8.95 ul de muestra en cada
uno de tres sensidiscos que aparecen en la seccion de resultados
respectivamente como {1x}, {2x} y {3x}, un cuarto sensidisco impregnado solo

con disolvente sirvio de blanco. La bioactividad se leyo a las 24, 48 y 72 horas.

15

2.7 Monitoreo del niimero de compuestos de cada fraccion

separada.

La mayoria de los compuestos bioactivos que se separaron del extracto-1

no se purificaron totalmente, se separaron en grupos de compuestos con polaridad

alta, media y baja mediante cromatografia en capa fina. En placas preparativas
buscd el numero de compuestos presentes en cada fraccion separada, para esto,

utilizaron los disolventes y los agentes cromogénicos antes mencionados .

S€

Se
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2.8 Saponificacion

La fraccidn hexanica residual (Fig. 3) se concentrd y se redisolvié en 7 ml
de metanol. Posteriormente se agregaron 30 ml de una solucién de KOH al 50%.
La mezcla de reaccion resultante se sometio a reflujo por 17 horas a temperatura
de ebullicion y después se aciduld con acido clorhidrico concentrado. Se extrajo,
tres veces en embudos de separacion con volumenes de acetato de etilo de 20 ml.
Se reunieron las fracciones de AcOet y se lavaron tres veces con una solucion de
NaHCO; al 10%, posteriormente se lavaron con agua destilada hasta neutralidad y

se elimino el disolvente por medio de destilacion al vacio.

2.9 Pruebas de caracterizacion.

A las fraccioneslE, 1C, 1A, 1A-4, 1A-2, 1col-1, lcol-6 y lcol-7 del
extracto-1, se les realizo pruebas de caracterizacion, asi como a las fracciones del
extracto-2; 2H-p, 2H-1, 2H-2, 2E-1, 2E-2 vy las partes saponificable (2H-s) e

insaponificable (2H-1) de la fraccion hexanica.

2.9.1 Lieberman-Burchard.

Una porcidn (0.3 ml) del reactivo de Lieberman-Burchard (se mezcla 1 ml
de anhidrido acético y uno de cloroformo, se enfrian a 0°C y afiade una gota de
acido sulftirico) se puso en contacto con la sustancia a probar. El cambio de color

en la solucion se considero prueba positiva (Dominguez, 1979).

2.9.2 Salkowski.

La muestra en un ml de cloroformo se puso en contacto con un ml de 4cido
sulfurico. Un cambio de color a rojo o amarillo indicaron prueba positiva

(Dominguez, 1979).
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2.9.3 Rosenheim.

Una solucion cloroférmica de la sustancia se puso en contacto con acido
tricloroacético al 90% en agua. Si hay dienos se forma un color violeta que

cambia a azul después de 20 minutos (Dominguez, 1979).

2.9.4 Dobles ligaduras.

Se le agregaron unas gotas de KMnO, diluido a la muestra, un cambio de

color o un precipitado se tomd como positivo para esta prueba.

2.9.5 Halogenos.

Se utilizé Br / CCly al 5%, un precipitado o un cambio de color se

consider6 prueba positiva.

2.10 Puntos de fusion

Los puntos de fusiéon de los compuestos cristalinos se determinaron con un

aparato Electrothermal SS25PH.

2.11 pH

El pH de algunas muestras se midié con papel hydrion de los laboratorios

“Micro essential” Brooklyn, N.Y.
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2.12 Pruebas bacteriolégicas

Al final de la etapa experimental se realizaron algunas pruebas
bacteriol6gicas especificas para comprobar que las bacterias con las que se trabajé
a lo largo del experimento eran las mismas. Para Bacillus subtilis se realizo una
pasteurizacion, la demostracion de endosporas bacterianas mediante el método de
Scheaffer - Fulton y la tincion diferencial de Gram. A Staphylococcus epidermidis
se le hizo la tincion Gram y se sembr6 en un medio especifico para estafilococos

(Agar 110). La tincién diferencial de gram de hiz6 también para Proteus vulgaris

2.12.1 Tincién diferencial de Gram.

Se prepararon frotis de las cepas a observar y se fijaron con calor. Se
cubrieron con cristal violeta por 30 segundos, posteriormente se enjuagaron con
agua de la llave para eliminar el exceso de colorante y se escurrieron. Se aplicé la
solucion de lugol por 40 segundos, se lavé la solucién yodada con agua corriente,
se escurrio. Se hizo una decoloracién mediante la aplicacién de alcohol-acetona al
95% sobre la preparacion durante 10 segundos, se lavo con agua inmediatamente
después de la decoloracion. Se cubrié el frotis con safranina para la tincion de

gram (diluida en agua) y se dejo secar el frotis al aire.

2.12.2 Pasteurizacion.
La pasteurizacion consistio en someter a la bacteria a una temperatura de

90°C durante 12 minutos.

2.12.3 Medio para estafilococos.

Se utiliz6 el medio agar No. 110, que es un medio selectivo con

concentraciones de sal altas.
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2.12.4 Método Scheaffer-Fulton (endosporas bacterianas).

Se preparé un frotis de Bacillus subtilis , se le agregaron unas gotas de
verde de malaquita por un minuto. Se calent6 al mechero hasta que el colorante
empezd a vaporizarse, posteriormente se lavéd con agua de la llave durante 30
segundos. Se tifié con safranina al 1% y se dejo reaccionar por 30 segundos, se

lavd con agua de la llave y se dejo secar a medio ambiente.
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3.0 RESULTADOS

3.1 Bioactividad de los extractos.
Se probd la actividad bioldgica de los extractos 1 y 2 antes y después de la
eliminacién de sales. Ambos extractos fueron bioactivos contra Bacillus subtilis,

Staplylococcus epidermidis y Proteus vulgaris.

3.2 Bioactividad de las fracciones.

De las diez fracciones obtenidas a partir del extracto-1, siete resultaron
tener actividad biologica. La fraccidon del cloroformo (1C) es bioactiva contra
Proteus vulgaris y Staphylococcus epidermidis, la fraccion del acetato de etilo
(1A) es bioactiva contra Proteus vulgaris y Bacillus subtilis, la fracciéon del éter
(1E) resulto tener una fuerte actividad biologica contra las tres bacterias probadas.
La fraccion 1 mostro inhibir el crecimiento de las tres bacterias. Tanto la fraccion
2 como la 7 son bioactivas contra Bacillus subtilis y Staphylococcus epidermidis.
De las fracciones obtenidas mediante cromatografia en columna la 1col-3, 1col-4
y lcol-5 no mostraron tener bioactividad contra ninguno de los organismos de

prueba (Tabla 1I).
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Tabla IL- Bioctividad de las fracciones obtenidas del extracto-1 etandlico de

Pseudosuberites pseudos.

Fraccion Proteus vulgaris | Staphylococcus | Bacillus subtilis
epidermidis

Eter etilico (1E) v v v
Cloroformo (1C) v v x
Acetato de etilo (1A) v x v
(1col-1) v v v
(1col-2 % v v
(1col-3) X X X
(1col-4) % X X
(1col-5) x X x
(1col-6) % % v
(1col-7) x v v

v'= Bioactivo %= No bioactivo
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Del extracto-2, la fraccion etérea clasificada como 2E mostré tener
biactividad en Bacillus subtilis y Proteus vulgaris. La fraccion soluble en hexano

(2H) inhibio a los tres tipos de bacterias.

3.3 Pruebas de bioactividad de las fracciones separadas mediante

cromatografia en capa delgada de los extractos 1 y 2.

3.3.1 EXTRACTO-1.

3.3.1.1 Fraccion de éter etilico (1E).

Se midi6 la bioactividad de la fraccion etérea del extracto-1 antes de
realizar la separacion y se observo una fuerte inhibicion contra Bacillus subtilis,
Staphylococcus epidermidis y Proteus vulgaris. Los halos de inhibicion en el
crecimiento de estas bacterias no se pudieron leer debido a que la inhibicion cra
tan grande que las bacterias practicamente no crecieron, existié crecimiento
tnicamente en los blancos.

De la fraccion etérea (1E) extremadamente bioactiva, se separaron por
cromatografia en capa fina 8 fracciones a las que se denomino 1E-1, 1E-2, 1E-3,
1E-4, 1E-5, 1E-6, 1E-7 y 1E-8 que presentaron una fuerte bioactividad contra los
tres organismos de prueba; Bacillus subtilis, Proteus vulgaris y Staphylococcus
epidermidis, debido a que las muestras estaban altamente acidificadas (pH=3) se
reunieron los compuestos y se les realizo la separacion por segunda vez para
purificarlos y eliminar las fracciones altamente acidificadas, en esta ocasion se

encontraron dos de los ocho compuestos bioactivos (1E-3 y 1E-5). El pH de estos
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compuestos era aproximadamente de 6. El compuesto denominado 1E-3 inhibi6 el
crecimiento de los tres tipos de bacterias y su actividad duré el tiempo maximo de
prueba a diferencia del compuesto 1E-5 que tambien fué bioactivo para los tres
tipos de bacterias pero no fué estable en el tiempo, también se observo que solo en

las concentraciones mds altas es bioactivo (Tabla III).

Tabla IIL- Resultados del bioensayo de inhibicion en el crecimiento de los
organismos de prueba. La fraccion 1E-5 se obtuvo por cromatografia en capa fina
de la fraccion 1E del extracto-1 etandlico usando como eluente CHCI; - etanol -

hexano 9:0.5:2.

i Tiem
Bacteria { } (h,.:)m 7 (o) S
Proteus vulgaris Ix |24 o o
Proteus vulgaris 2x [ 24,48 - o
Proteus vulgaris 3x | 24,48
Bacillus subtilis Ix |24 14.45 0.42
Bacillus subtilis 2x | 24,48 16.65, 14.92 | 0.50, 0.83
Bacillus subtilis 3x | 24,48 19.75, 18.17 [ 0.42, 1.28
Staphylococcus epidermidis | 2x | 24 13.7 0.49
Staphylococcus epidermidis | 3x | 24 17.75 1.70

Donde:

{1x}= 2.98 pl de material de prueba.
{2x}=5.97 ul de material de prucba.
f 1
[} s

3x}= 8.95 pul de material de prueba.

X =Promedio en mm del diametro de los halos de inhibicién de cuatro réplicas.

s= Desviacion estandar.
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3.3.1.2. Fraccidn cloroférmica (1C).

La fraccién cloroférmica se separ6 en seis compuestos denominados 1C-1,
1C-2, 1C-3, 1C-4, 1C-5 y 1C-6 de los cuales cuatro resultaron bioactivos. Los
resultados de las pruebas de inhibicion en el crecimiento de los organismos de
prueba se muestran en las tablas TV-VIIL

Se observé que la fraccion 1C-3 inhibe con la mayor concentracion
probada y por 24 horas unicamente a Profeus vulgaris, es interesante mencionar
que a menores concentraciones estimula el crecimiento de Proteus vulgaris de

manera considerable.

Tabla IV.- Resultados del bioensayo de inhibicion en el crecimiento de los
organismos de prueba. La fraccion 1C se obtuvo por extraccion simple del

extracto-1 etandlico.

i Tiempo
Bacteria { } (hrsl)) ¥ foum) S
Proteus vulgaris 2x | 24,48,72 | 9.66,9.67,9.18 | 0.02,0.55, 1.44
Proteus vulgaris 3x |24,48,72 | 18.08,15.47,15.6 | 0.37,11.7,4.71
Staphylococcus epidermidis | 2x | 24 9.52 0.05
Staphylococcus epidermidis | 3x | 24, 48 08,13 0.73,2.40

Donde:
{1x}=2.98 pl de material de prueba.
2x}=5.97 ul de material de prueba.

{3x}= 8.95 ul de material de prueba.

X = Promedio en mm del diametro de los halos de inhibicion de cuatro réplicas.

s= Desviacion estandar.
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Tabla V.- Resultados del bioensayo de inhibicién en el crecimiento de los
organismos de prueba.  La fraccion 1C-3 se obtuvo por cromatografia en capa

fina de la fraccion 1C del extracto-1 etandlico usando como eluente AcOet -

hexano 1 : 2.
Bacteria { } | Tiempo Fom| S
(hrs)
Proteus vulgaris | 3x 24 10.8 |0.24
Donde:

{3x}= 8.95 pl de material de prueba.

X = Promedio en mm del didmetro de los halos de inhibicion de cuatro réplicas.

s= Desviacion estandar.
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Tabla VI.- Resultados del bioensayo de inhibicion en el crecimiento de los
organismos de prueba. La fraccién 1C-4 se obtuvo por cromatografia en capa

fina de la fraccion 1C del extracto-1 etandlico usando como eluente AcOet -

hexano 1: 2.
Bacteria {} Tiempo _ S
X (mm)
(hrs)
Proteus vulgaris | 2x |24 n.d. n.d.
Proteusvulgaris | 3x |24,48,72 |nd,8.3,822 |n.d0.94,1.05

Donde:
{2x}= 5.97 pl de material de prucba.
{3x}= 8.95 ul de material de prucba.

X =Promedio en mm del didmetro de los halos de inhibicién de cuatro réplicas.
s= Desviacion estandar.

n.d. = No determinado (inhibicion muy grande).
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Tabla VIL- Resultados del bioensayo de inhibicién en el crecimiento de los
organismos de prueba. La fraccion 1C-5 se obtuvo por cromatografia en capa

fina de la fraccion 1C del extracto-1 etandlico usando como eluente AcOet -

hexano 1 : 2.
: Ti
Bacteria {} iempo 7 () S
] (hrs)
Proteus vulgaris | 2x | 24,48 892,9.12 0.83, 0.62
Proteus vulgaris | 3x |24,48,72 | 10.17,11,8.27 0.88, 0.81,0.52

Bacillus subtilis | 1x | 24,48,72 |9.61, 1042, 10.55 0.56, 0.50, 0.52

Bacillus subtilis | 2x |24,48,72 |11.73,12.01,11.82 | 0.30,0.72, 0.83

Bacillus subtilis | 3x | 24,48,72 | 12.56,12.77,12.73 | 0.41,0.53,0.39

Donde:

{1x}=2.98 pl de material de prueba.
{2x}=5.97 ul de material de prueba.
(3x}= 8.95 pl de material de prueba.

X =Promedio en mm del didmetro de los halos de inhibicion de cuatro réplicas.

s= Desviacion estandar.
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Tabla VIIL- Resultados del bioensayo de inhibicién en el crecimiento de los

organismos de prueba. La fraccion 1C-6 se obtuvo por cromatografia en capa

fina de la fraccion 1C del extracto-1 etandlico usando como eluente AcOet -

hexano 1:2.
Bacteria { } Tiempo 7 () S
(hrs)
Proteus vulgaris Ix |24,48 8.37,7.67 0.47,0.53
Proteus vulgaris 2x | 24,48,72 |11.55,10.12,10.7 | 1.72,0.85, 0.49
Proteus vulgaris 3x |24,48,72 |12.33,11.05,10.72 | 0.24, 0,75, 0.52
Bacillus subtilis 2x | 24,48,72 | 8.23,8.26, 8.08 0.27,0.30,0.44
Bacillus subtilis 3x [24,48,72 |8.95,9.1,9.05 0.1,0.13,0.17
Staphylococcus epidermidis Ix |24,48,72 |7.72,7.82,7.71 0.32,0.33,0.30
Staphylococcus epidermidis | 2x | 24,48,72 | 8.13,8.21,8.11 0.16,0.13,0.14
Staphylococcus epidermidis | 3x | 24,48,72 |9.13,9.18,9.11 0.18,0.16,0.14

Donde:

{1x}= 2.98 ul de material de prueba.
{2x}= 5.97 ul de material de prueba.
{3x}= 8.95 ul de material de prueba.

X = Promedio en mm del diametro de los halos de inhibicién de cuatro réplicas.

s= Desviacion estandar.




3.3.1.3. Fraccion de acetato de etilo (1A):

De seis fracciones (1A-1, 1A-2, 1A-3, 1A-4 1A-5 y 1A-6) que se separaron
de la fraccion del acetato de etilo (1A) solo dos resultaron bioactivas; la fraccion
1A-~2 contra Proteus vulgari;s' y la fraccion 1A-4 contra Proteus vulgaris, Bacillus
subtilis 'y Staphylococcus epidermidis. La fraccion 1A-4 se separé en 7
compuestos (1A-4-1, 1A-4-2, 1A-4-3, 1A-4-4, 1A-4-5, 1A4-6 y 1A-4-7) de los
cuales 4 resultaron bioactivos (Tablas XII, X1II, XIV y XV)

Tabla IX.- Resultados del bioensayo de inhibicion en el crecimiento de los

organismos de prueba. La fraccion 1A se obtuvo por extraccion simple del

extracto-1 etandlico.

Bacteria { } | Tiempo % (o) )
(hrs)

Proteus vulgaris | 1x | 24,48,72 | 9.63,8.93,8.75 1.70,1.24, 1.17
Proteus vulgaris | 2x |24,48,72 |9.86,9.82, 10.02 1.13, 133, 1.18
Proteus vulgaris | 3x | 24,48,72 | 13.46,125,12.28 | 1.74,1.33,1.32
Bacillus subtifis { 2x |24,48,72 |10.75,10.16,9.97 | 0.64,0.74,0.73
Bacillus subtilis | 3x |24,48,72 |945,11.2,11.35 3.37,3.21,3.11
Donde:

{1x}=2.98 ul de material de prueba.

{2x}=5.97 pl de material de prueba.

{3x}= 8.95 ul de material de prueba.

X = Promedio en mm del diametro de los halos de inhibicion de cuatro réplicas.

s= Desviacion estandar.
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Tabla X.- Resultados del bioensayo de inhibicion en el crecimiento de los
organismos de prueba. La fraccion 1A-2 se obtuve por cromatografia en capa

fina de la fraccion 1A del extracto-1 etandlico usando como cluente CHCI; -

hexano 2 : L.
Bacteria { V| Tiempo B S
(hrs).
Proteus vulgaris | 2x | 24,48 842 8.8 0.50, 0.24
Proteus vulgaris 3x | 24,48,72 | 10.42,10.57,8.98 | 0.50,0.41,0.18

Donde:
{2x}= 5.97 ul de matertal de prueba.
{3x}= 8.95 ul de material de prueba.
X = Promedio en mm del diametro de los halos de inhibicion de cuatro réplicas.

s= Desviacion estandar.



Tabla XI.- Resultados del bioensayo de inhibicion en el crecimiento de los

~ organismos de prueba.

La fraccion 1A-4 se obtuvo por cromatografia en capa

fina de la fraccién 1A del extracto-1 etandlico usando como cluente CHCl; -

hexano 2 : 1.
Bacteria {3} Tiempo 7 e s
(hrs)

Proteus vulgaris 1x,2x,3x | 24,48, 72 n.d. n.d.

Bacillus subtitis Ix 24,48,72 | 7.32,7.61,7.25 | 0.53,0.48,0.52

Bacillus subtilis 2x 24,48,72 | 8.42,9.23,10.8 | 0.50,0.88,1.29

Bacillus subtilis Ax 24,48,72 | 13.5,143,14.2 | 1.33,2.05,2.06
Staphylococcus epidermidis Ix 24.48,72 | 7.37,7.56,7.5 | 0.29,0.41,0.40
Staphylococcus epidermidis 2X 2448,72 | 11.6,11.1,11.3 | 0.47,1.44,0.25
Staphylococcus epidermidis 3x 24,48,72 | 13.6,13.3,13.5 | 4.83,1:79,1.64

Donde:

{1x}
2x]
£3x
L J

3x

I

2.98 pl de material de prueba.
5.97 pl de material de prueba.
8.95 pul de material de prueba.

¥ = Promedio en mm del diametro de los halos de inhibicion de cuatro réplicas.

s= Desviacion estandar.

n.d. = No determinado.




32

Tabla XIL.- Resultados del bioensayo de inhibicién en el crecimiento de los
organismos de prueba. La fraccion 1A-4-1 se obtuvo por cromatografia en capa

fina de 1a fraccion 1A-4 del extracto-1 etanolico usando como eluente Acetona -
CHChL 1 1.

Bacteria { } | Tiempo _ s
X (mm)
(hrs)

Bacillus subtilis | 3x |24, 48 10.88,9.55 | 0.14,0.52

Donde:
(3x}= 8.95 ul de material de prueba.

X =Promedio en mm del didmetro de los halos de inhibicién de cuatro réplicas.

s= Desviacién estandar.



Tabla XHI- Resultados del bioensayo de inhibicidn en el crecimiento de los
organismos de prueba. La fraccion 1A-4-2 se obtuve por cromatografia en capa

fina de la fraccion 1A-4 del extracto-1 etandlico usando como eluente Acetona -

CHCL 1: 1.
B i Ti
acteria { } iempo i S
(hrs)
Bacillus subtilis 2x | 24,48 9.75,9.63 0.52,0.57
Bacillus subtilis 3x | 24,48 11.83,11.48 |0.29,0.46

Staphylococcus epidermidis | 2x | 24,48 8.65, 8.13 0.23,0.18

Staphylococcus epidermidis 3x | 24,48 10.11, 8.88 0.13,0.13

Donde:
{2x}=5.97 pul de material de prueba.

{3x}= 8.95 pl de material de prueba.

X = Promedio en mm del diametro de los halos de inhibicion de cuatro réplicas. -

s= Desviacion estandar.



Tabla X1V.- Resultados del bioensayo de inhibicion en el crecimiento de los
organismos de prueba. La fraccién 1A-4-3 se obtuve por cromatografia en capa
fina de la fraccién 1A-4 del extracto-1 etandlico usando como cluente Acetona -
CHCL 1 : L.

Bacteria { } | Tiempo v S
(hrs) X (mm)
Bacillus subtilis | 3x | 24, 48 '8.73, 8.78 _0.20, 0.26
Donde:

{3x}= 8.95 pl de material de prueba.

X =Promedio en mm del didmetro de los halos de inhibicidn de cuatro réplicas.

s= Desviacion estandar.

Tabla XV.- Resultados del bioensayo de inhibicién en el crecimiento de los
organismos de prueba. La fraccién 1A-4-5 se obtuvo por cromatografia en capa
fina de la fracciéon 1A-4 del extracto-1 etandlico usando como eluente Acetona -
CHCl3 1 : 1.

Bacteria { } | Tiempo _ S
X (mm)
(hrs)

Bacillus subtilis | 2x |24, 48 8.87, 8.86 0.15,0.16

Bacillus subtilis 3x | 24,48 10.17,10.18 | 0.23,0.22

{2x}= 5.97 pl de material de prueba.
{3x}= 8.95 ul de material de prueba.

X =Promedio en mm del didmetro de los halos de inhibicién de cuatro réplicas.

s= Desviacion estandar.
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3.3.1.4. Fraccion 1col-1.

De la fraccion 1 obtenida del extracto-1 por cromatografia de liquidos en
columna (1col-1) se obtuvieron 6 compuestos (Icol-1-1, 1col-1-2, Icol-1-3, 1col-
1-4, lcol-1-5 y lcol-1-6) de los cuales unicamente dos (lcol-1-2 y lcol-1-4)
resultaron tener actividad bioldgica contra alguno de los organismos de prueba.
Las tablas XVI-XVIII registran los valores del didmetro de inhibicién (en mm) en

el crecimiento de los organismos de prueba.

Tabla XVI.- Resultados del bioensayo de inhibicién en el crecimiento de los -
organismos de prueba.  La fraccién lcol-1 se obtuvo por cromatografia en

columna de Hquidos del extracto-1 etandlico usando como eluente etanol.

Bacteria { } Tiempo S
(hrs)
Proteus vulgaris Iz 24,48,72 | 72,741,727 |[0.62,0.64,0.77
Proteus vulgaris 2Xx 24,48,72 |7.45,7.78,7.66 |1.31,1.21,1.20
Proteus vulgaris 3x 24,48,72 |9.25,943,9.12 | 1.13,1.14,1.08
Bacillus subtilis 3x 24,48,72 | 75,747,743 |0.14,0.16,0.16
Staphylococeus epidermidis | 2x 24,48,72 |7.61,7.56,7.36 |0.34,0.31,0.23
Staphylococcus epidermidis | 3x 24,48,72 | 873,842,832 |120,127,1.23
Donde:
1x}= 2.98 ul de material de prueba.

{1+l
Xy
)
{2x}
f )
Xy

3x

5.97 ul de material de prueba.
8.95 pul de material de prueba.

X = Promedio en mm del diametro de los halos de inhibicion de cuatro réplicas.

s= Desviacion estandar.




Tabla XVIL- Resultados del bioensayo de inhibicion en el crecimiento de los
organismos de pruecba. La fraccidon 1col-1-2 se obtuvo de la separacion en capa

fina de la fraccion 1col-1 del extracto-1 etandlico usando como eluente AcOet -

hexano 1 :1.

Bacteria { } Tiempo = S
Proteus vulgaris | 1x | 24,48 8.87,7.55 0.85,0.42
Proteus vulgaris | 2x | 24,48 10.05, 9.65 1.05, 0.50
Proteus vulgaris | 3x |24,48,72 | 11.55,10.82,8.55 |0.42,0.55,0.61

Donde:

{1x}=2.98 ul de material de prueba.
{2x}=5.97 pl de material de prueba.
{3x}= 8.95 ul de material de prueba.

X = Promedio en mm del didmetro de los halos de inhibicién de cuatro réplicas.

s= Desviacion estandar.
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Tabla XVIIL- Resultados del bioensayo de inhibicién en el crecimiento de los
organismos de prueba. La fraccién 1col-1-4 se obtuvo de la separacion en capa

fina de la fraccidon 1col-1 del extracto-1 etandlico usando como eluente AcOet -

hexano 1 : 1.
B i Ti _
acteria { } iempo 5 i S
(hrs)
Bacillus subtilis 3x |24,48,72 |9.88,9.88,9.8 | 0.60,0.60,0.6

Staphylococcus epidermidis 2x | 24,48,72 |98.8,8.8,8.87 |0.13,0.13,0.1

Staphylococcus epidermidis | 3x | 24,48, 72 | 10.07,10.07,10.07 | 0.09,0.09,0.09
Donde:

{2x}=5.97 pl de material de prueba.
{3x}= 8.95 pl de material de prueba.

X = Promedio en mm del diametro de los halos de inhibicion de cuatro réplicas.

s= Desviacion estandar.
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3.3.1.5. Fracciéon 1col-2.

La fraccién lcol-2, obtenida mediante cromatografia en columna de
liquidos del extracto-1 etanolico, resultd ser bioactiva contra Staphylococcus
epidermidis y Bacillus subtilis. La bioactividad contra ambas bacterias es muy
leve; al hacer las observaciones a las 24 horas ya se observaban bacterias en zonas
donde evidentemente hubo inhibicion. Debido a la poca actividad inhibitoria de la
fraccién 1col-2, no se le realizd una separacion mediante cromatografia en capa

fina.
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3.3.1.6. Fraccion 1col-6 .

La fraccion 1col-6 del extracto-1 separado por cromatografia de liquidos en
columna se separd (CCD) en 6 compuestos (1col-6-1, 1col-6-2, 1col-6-3, 1col-6-
4, 1col-6-5 y 1col-6-6) no purificados totalmente de los cuales 4 (1col-6-1, 1col-6-
2, lcol-6-4 y lcol-6-6) mostraron actividad bioldgica. Los resultados de los

bioensayos para estas fracciones se muestran en las tablas XTX-XXIII.

Tabla XIX.- Resultados del bioensayo de inhibicién en el crecimiento de los
organismos de prueba. La fraccién Icol-6 se obtuvo mediante cromatografia

en columna de liquidos del extracto-1 etandlico usando como eluente etanol -

metanol 1: 1.
- Ti
Bacteria { } iempo = S
(hrs)
Bacillus subtilis 1x 24, 48,72 | 7.87,7.5,7.46 0.15,0.16, 0.24

Bacillus subtilis 2x 24,48,72 | 10.97,10.72,10.61 | 0.74,0.72,0.75

Bacillus subtilis 3x 24,48,72 |10.87,10.71, 10.58 | 0.55,0.52,0.51

{1x}=2.98 pl de material de prueba.
{2x}=5.97 ul de material de prueba.
{3x}= 8.95 pl de material de prueba.

X = Promedio en mm del didmetro de los halos de inhibicidn de cuatro réplicas.

s= Desviacion estandar.
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Tabla XX.- Resultados del bioensayo de inhibicién en el crecimiento de los
organismos de prueba. La fraccién 1col-6-1 se obtuvo de la separacién en capa
fina de la fraccion 1col-6 del extracto-1 etandlico usando como eluente CHCI; -

hexano 2 : 1.

Bacteria { } Tiempo _ S
X (mm)
(hrs)

Bacillus subtilis | 1x | 24,48,72 |7.93,8.38,831 |0.12,0.52,0.54

Bacillus subtilis | 2x | 24,48,72 |8.12,7.96,7.87 |0.15,1.14,0.15

Bacillus subtilis | 3x |24,48,72 |892,8.82,87 0.09,0.12, 0.04

Donde:

{1x}=2.98 pl de material de prueba.
{2x}=5.97 ul de material de prueba.
{3x}= 8.95 pul de material de prueba.

X = Promedio en mm del didmetro de los halos de inhibicion de cuatro réplicas.

s= Desviacion estandar.
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Tabla XXI.- Resultados del bioensayo de inhibicién en el crecimiento de los
organismos de prueba. La fraccién lcol-6-2 se obtuvo de la separacion en capa
fina de la fraccion 1col-6 del extracto-1 etandlico usando como eluente CHCl; -

hexano 2 : 1.

Bacteria { } Tiempo _ S
X (mm)
(hrs)

Bacillus subtilis | 1x |24,48,72 | 767,766,753 |0.23,0.24,0.18

Bacillus subtilis | 2x |24,48,72 |7.93,828,7.76 |0.12,0.52,0.13

Bacillus subtilis | 3x |24,48,72 [9.3,9.12,882 |06,0.47,0.15

Donde:

{1x}=2.98 nl de material de prueba.
{2x}= 5.97 ul de material de prueba.
{3x}= 8.95 ul de material de prueba.

X = Promedio en mm del didmetro de los halos de inhibicion de cuatro réplicas.

s= Desviacion estandar.
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Tabla XXII.- Resultados del bioensayo de inhibicion en el crecimiento de los
organismos de prueba. La fraccion lcol-6-4 se obtuvo de la separacion en capa

fina de la fraccion 1col-6 del extracto-1 etandlico usando como eluente CHCI; -

hexano 2 : 1.
Bacteria { } Tiempo _ s
X (mm)
(hrs)

Bacillus subtilis Ix |24,48,72 | 792,792,765 |0.15,0.15,0.1

Bacillus subtilis 2x |24,48,72 |8.12.8.12,798 |0.15,0.15,0.16

Bacillus subtilis 3x |24,48,72 |8.22,822,8.11 |0.26,0.26,0.29
Staphylococcus epidermidis 3x 124,48,72 | 8.15,7.75,7.23 10.19,0.20, 0.24

Donde:

{1x}=2.98 ul de material de prueba.
{2x}=5.97 ul de material de prueba.
{3x}= 8.95 nl de material de prueba.

X = Promedio en mm del didmetro de los halos de inhibicion de cuatro réplicas.

s= DesviaciOn estandar.
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Tabla XXIIl.- Resultados del bioensayo de inhibicion en el crecimiento de los
organismos de prueba. La fraccion 1col-6-6 se obtuvo de la separacién en capa

fina de la fraccion 1col-6 del extracto-1 etandlico usando como eluente CHCl; -

hexano 2 ; 1.

Bacteria { } Tiempo ¥ () S
(hrs)
Bacillus subtilis | 1x 24,48,72 |7.42,7.36,7.65 |0.85,0.70,1.11

Bacillus subtilis | 2x 24,48,72 |8.01,805,7.57 [022,0.12,0.22

Bacillus subtilis | 3x 24,48,72 |18.72,861,796 |0.32,0.19, 0.24
Donde:

{1x}=2.98 ul de material de prueba.
{2x}=5.97 ul de material de prueba.
{3x}= 8.95 ul de material de prueba.

X = Promedio en mm del didmetro de los halos de inhibicién de cuatro réplicas.

s= Desviacion estandar.



44

3.3.1.7. Fraccién 1col-7.

De la fraccion 1col-7, obtenida por cromatografia de liquidos en columna,
se separaron 6 compuestos (lcol-7-1, 1col-7-2, 1col-7-3, 1col-7-4, lcol-7-5 y
Icol-7-6) por cromatografia en capa delgada, de los cuales 4 (1col-7-1, 1col-7-4,
lcol-7-5 y 1col-7-6) son bioactivos contra al menos uno de los organismos de

prueba. Los resultados de los bioensayos se muestran en las tablas XXIV-XXVIIL

Tabla XXIV.- Resultados del bioensayo de inhibicion en el crecimiento de los
organismos de prueba. La fraccion 1col-7 se obtuvo mediante cromatografia en

columna de liquidos del extracto-1 etandlico usando como eluente etanol -

metanol 1 : 1.
Bacteria { } Tiempo ¥ () S
(hrs)
Bacillus subtilis Ix |24,48,72 |10.8,10.7,10.7 | 0.24,0.26,0.26
Bacillus subtilis 2x |24,48,72 | 11.9,11.8,11.8 | 0.15,0.17,0.15
Bacillus subtilis 3x 24,48,72 |13.3,12.9,12.9 | 0.89,0.68,0.68
Staphylococcus epidermidis Ix |24,48,72 | 895,891,891 {0.10,0.10,0.10
Staphylococcus epidermidis 2x | 24,48,72 |9.7,9.66,9.62 | 0.49,0.47,0.47
Staphylococcus epidermidis 3x |24,48,72 |10.1,10.5,10.5 | 0.23,0.42,0.44
Donde;
Ix

1

f1x}
VX
{2x}
(
L

3x}=

= 2.98 pul de material de prueba.
5.97 ul de material de prueba.
.95 ul de material de prueba.

X = Promedio en mm del diametro de los halos de inhibicién de cuatro réplicas.

s= Desviacion estandar.




45

Tabla XXV.- Resultados del bioensayo de inhibicion en el crecimiento de los
- organismos de prueba. La fraccion 1col-7-1 se obtuvo de la separacién en capa
fina de la fraccion 1col-7 del extracto-1 etandlico usando como eluente CHCI; -

hexano 3 : 1.

Bacteria { } Tiempo S

X {(mm)
(hrs)

Staphylococcus epidermidis | 3x | 24,48,72 | 82,8.15, 8.08 | 0.29,0.27,0.28

Donde:
{3x}= 8.95 pl de material de prueba.

X = Promedio en mm del diametro de los halos de inhibicion de cuatro réplicas.

s= Desviacion estandar.
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Tabla XXVI.- Resultados del bioensayo de inhibicion en el crecimiento de los
organismos de prueba. La fraccion lcol-7-4 se obtuvo de la separacion en capa

fina de la fraccién 1col-7 del extracto-1 etanolico usando como eluente CHCI; -

hexano 3 : 1.
Bacteria { } | Tiempo Tom| S
(hrs)
Bacillus subtilis 1x 24 6.33 1022
Bacillus subtilis 2x 24 6.58 | 0.08
Bacillus subtilis 3x 24 792 1029

Staphylococcus epidermidis Ix 24 6.36 |0.11

Staphylococcus epidermidids | 2x 24 6.65 10.17

Staphylococccus epidermidis | 3x 24 798 |0.22

Donde:

{1x}=2.98 ul de material de prueba.
{2x}=5.97 ul de material de prueba.
{3x}= 8.95 pl de material de prueba.

X = Promedio en mm del didmetro de los halos de inhibicion de cuatro réplicas.

s= Desviacion estandar.
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Tabla XXVIIL.- Resultados del bioensayo de inhibicién en el crecimiento de los
organismos de prueba. La fraccion 1col-7-5 se obtuvo de la separacién en capa

fina de la fraccion 1col-7 del extracto-1 etandlico usando como eluente CHCI; -

hexano 3 : 1.
Bacteria Tiempo | _
. (hrsl)) o i
Bacillus subtilis Ix 24 10.22 | 0.55
Bacillus subtilis 2x 24 10.85 | 0.31
Bacillus subtilis 3x 24 123 ]0.89
Staphylococcus epidermidids | 1x 24 7.67 1023
Staphylococcus epidermidis 2x 24 795 |(0.10
Staphylococcus epidermidis 3x 24 8.6 0.33

Donde:

{1x}=2.98 ul de material de prueba.
{2x}=5.97 pl de material de prueba.
{3x}= 8.95 pl de material de prueba.

X =Promedio en mm del didmetro de los halos de inhibicion de cuatro réplicas.

s= DesviaciOn estandar.
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Tabla XXVIIL- Resultados del bioensayo de inhibicién en el crecimiento de los
organismos de prueba. La fraccion 1col-7-6 se obtuvo de la separacion en capa

fina de la fracciéon lcol-7 del extracto-1 etandlico usando como eluente CHCl; -

hexano 3 : 1.
Bacteria { } | Tiempo % (o) S
(hrs)
Bacillus subtilis | 1x 24 10.48 | 0.40
Bacillus subtilis | 2x 24 1095 |0.10
Bacillus subtilis | 3x 24 10.95 | 0.66
Donde:

{1x}= 2.98 ul de material de prueba.
{2x}= 5.97 ul de material de prueba.
{
v

J
3x}= 8.95 ul de material de prueba.

X =Promedio en mm del didmetro de los halos de inhibicién de cuatro réplicas.

s= Desviacion estandar.
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3.3.2 EXTRACTO-2.

3.3.2.1 Fraccion de hexano (2H).

De la fraccion hexanica del extracto-2 se obtuvo un producto de 1.6904 g
que resulto ser bioactivo contra los tres organismos de prueba. De esta fraccion se
separaron las fracciones 2H-1 y 2H-2 las cuales presentaron actividad bioldgica
(Tablas XXX y XXXI). De la precipitacion con metanol se obtuvieron 24.30 mg
de un compuesto cristalino (2H-p) cuyo punto de fusion se encuentra entre los
111.7 y 112 °C que resultd ser bioactivo contra Profeus vulgaris, pero Gnicamente
en la concentracion mas alta probada (3x), es relativamente estable ya que su
bioactividad permancce al menos 72 horas, que es el tiempo méximo de prueba

(Tabla XXIX).

Tabla XXIX.- Resultados del bioensayo de inhibiciéon en el crecimiento de los
organismos de prueba. Compuesto de la fraccion hexdnica 2H-p precipitado con

metanol obtenido del extracto-2.

Bacteria { } | Tiempo _ S
X (mm)
(hrs)

Proteus vulgaris | 3x |24,48,72 | 13.7,11.55,13.15 | 0.21,0.61,0.24

Donde:
{3x}= 8.95 ul de material de prueba.

¥ = Promedio en mm del didmetro de los halos de inhibicion de cuatro réplicas.

s= Desviacion estandar.



50

En la segunda cristalizacion de las agua madres de metanol, se obtuvicron
~ dos fracciones bioactivas; una soluble en metanol (2H-2) y otra soluble en hexano
(2H-1), tablas XXXI y XXX respectivamente. Las fracciones del hexano;
saponificable (2H-s) e insaponificable (2H-i), resultaron no tener bioactividad

contra ninguno de los organismos de prueba.

Tabla XXX.- Resultados del bioensayo de inhibicién en el crecimiento de los
organismos de prueba. Fraccién 2H-1 soluble en hexano obtenida de la 2a

cristalizacion de las aguas madres de metanol.

Bacteria {} Tiempo 7 uns) S
(hrs)
Proteus vulgaris 1x | 24,48 10.92,9.25 0.15,0.5

Proteus vulgaris | 2x |24,48,72 | 12.42,10.95, 10.8 0.80,0.17,0.24

Proteus vulgaris | 3x | 24,48,72 |12.12,11.25,11.72 | 0.62, 0.55, 0.68

Donde:

{1x}=2.98 nl de material de prueba.
{2x}=5.97 ul de material de prueba.
{3x}= 8.95 ul de material de prueba.

X =Promedio en mm del diametro de los halos de inhibicion de cuatro réplicas.

s= Desviacion estandar.
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Tabla XXXI.- Resultados del bioensayo de inhibicion en el crecimiento de los

organismos de prueba. Fraccion 2H-2 soluble en etanol obtenida de la 2a

cristalizacion de las aguas madres de metanol.

Bacteria

Tiempo

{} - ¥ () s
Proteus vulgaris 1x | 24,48,72 | 14.37,10.85,11.4 | 0.47,0.19, .47
Proteus vulgaris 2x | 24,48,72 | 16.47,12.45,13.6 | 0.45,0.47,0.47
Proreus vulgaris 3x |24,48,72 | 18.75,15.2,14.32 | 2.06, 0.86,0.27
Bacillus subtilis I1x {24,48,7218.25,792,792 |0.5,0.15,0.27
Bacillus subtilis 2x | 24,48,72 892,867,917 |0.69,0.47,0.23
Bacillus subtilis 3x |[24,48,72]9.25,9.3,9.32 0.20, 0.47,0.27
Staphylococcus epidermidis | 2x | 24,48 7.92,7.8 0.15,0.4
Staphylococcus epidermidis | 3x | 24,48,72 |1 9.25,7.82,757 |0.5,0.56,04!
Donde:
{1x}=2.98 pl de material de prueba.

{3x

1=
J

{2x}=5.97 ul de material de prueba.
}= 8.95 pul de material de prueba.

X =Promedio en mm del didmetro de los halos de inhibicién de cuatro réplicas.

s= Desviacion estandar.
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3.3.2.2 Fraccion de éter etilico (2E).

Del extracto-2 se obtuvieron 2.2784 gms de compuestos aislados con éter
etilico. La fraccién etérea del extracto-2 inhibié el crecimiento de Bacillus subtilis
y Proteus vulgaris. Se realizd una precipitacion con metanol de la cual se
obtuvieron dos fracciones, una soluble en éter 2E-1 y la otra soluble en metanol
2E-2, ambas bioactivas para Bacillus subtilis y Proteus vulgaris. Las fracciones
etéreas del extracto-2 s6lo mostraron tener bioactividad en la concentracién mas
alta probada, los compuestos de la fraccion soluble en metanol inhiben el

crecimiento de las bacterias inicamente por 24 horas.

Tabla XXXII.- Resultados del bioensayo de inhibicion en el crecimiento de los
organismos de prueba. Fraccion 2E-1 soluble en éter etilico obtenida de la fraccion

2E del extracto-2.

Bacteria { } Tiempo _ S
X (mm)
(hrs)

Proteus vulgaris | 3x |24,48,72 |119,nd,14.7 |0.27,nd., 0.73

Bacillus subtilis 3x |24,48,72 |792,895, 895 |0.83,0.17,0.17

Donde:
{3x}= 8.95 pl de material de prueba.

X = Promedio en mm del didmetro de los halos de inhibicion de cuatro réplicas.
s= Desviacion estandar.

n.d. = No determinado.
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Tabla XXXIIL- Resultados del bioensayo de inhibicién en el crecimiento de los

organismos de prueba. Fraccion 2E-2 soluble en metanol obtenida de la fraccion

2E del extracto-2.

Bacteria { } | Tiempo | _ S
X (mm)
(hrs)
Proteus vulgaris | 3x 24 10.75 | 0.5

Bacillus subtilis 3x 24 8.8 0.24

Donde:
{3x}= 8.95 ul de material de prueba.

X = Promedio en mm del diametro de los halos de inhibicion de cuatro réplicas.

s= Desviacion estandar.
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3.4 Pruebas de caracterizacion.

Tabla XXXIV.- Pruebas de caracterizacion de los compuestos bioactivos no

purificados totalmente obtenidos del extracto-1.

Fraccion | Lieberman-B | KMnO, | Rosenheim | Br/CCly

eter (1E) - - - +

CHCL (1C) = - - -

[A-4 + n.d. + n.d.

lcol-1 + i + #
lcol-2 + + + -
lcol-6 - + - %
lcol-7 - + + *

Donde n.d. = No determinado

Tabla XXXV.- Pruebas de caracterizacion de los compuestos bioactivos no

purificados totalmente obtenidos del extracto-2.

Fraccién | Lieberman | KMnOy | Rosenheim | Br/CCly | Salkowski
2H-p - - - - ¥
2H-1 + + + + +
2H-2 - + . + ¥
2H-i + + + - +
2H-s - + - - %
2E-1 - - - - -
2E-2 - + + - +
1A-2 - + - - ¥
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3.5 Pruebas bacteriologicas.

3.5.1. Tinci6én diferencial de Gram

En la tabla XXXVT se observan los resultados de la tincién diferencial de

Gram para los organismos de prueba.

3.5.2. Pasteurizacion

Se observo que la bacteria Bacillus subtilis sobrevivié a la pasteurizacion

realizada.

3.5.3. Método Scheaffer-Fulton

Bacillus subtilis tiene esporas que aparecieron en color verde al observarse

al microscopio con el objetivo de inmersién.

3.5.4. Medio especifico para estafilococos

Se observo que Staphylococcus epidermidis soporta altas presiones

osmaticas ya que crecio en medio selectivo 110.



Tabla XXXVI.- Tincién diferencial de Gram para los organismos de prueba:

Organismo de prueba

Tincion Diferencial de

Gram
Proteus vulgaris Gram (-)
Bacillus subtilis Gram (+)
Staphylococcus epidermidis Gram (+)

56
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4.0 DISCUSION.

En la esponja marina Pseudosuberites pseudos se encontraron 78
compuestos quimicos purificados parcialmente, de los cuales 22 mostraron ser
bioactivos contra al menos uno de los organismos de prueba, lo que representa un
gran porcentaje de compuestos bioactivos (aproximadamente el 30%). Este
resultado concuerda con la hipétesis propuesta por Bobzin (1990), de acuerdo a la
cual la ausencia de la defensa fisica que dan las espiculas siliceas o calcéreas es
compensada por un incremento en la cantidad y variedad de metabolitos
secundarios defensivos.

De todos los compuestos bioactivos que se encontraron en la esponja
marina Pscudosuberites pseudos, 1os compuestos de la fraccion etérea merecen
especial atenciéon. Todos los compuestos del extracto-1 que se fraccionaron y se
almacenaron en solucion se acidificaron; el pH del éter etilico puro es de 5, las
muestras tenian valores de pH muy bajos entre 2 y 3 aproximadamente, en este
caso es practicamente imposible detectar si la bioactividad de estos compuestos se
debe realmente a la estructura molecular o al pH, ya que un pH de 2 no permite el
crecimiento de microorganismos. Bitton y Dutka (1989) mencionan que el pH
afecta el estado metabolico de los organismos y puede alterar la estructura
quimica de los compuestos, y por consiguiente la toxicidad de los mismos.

En algunas fracciones etéreas se pudo observar que fue tan fuerte la
actividad que no se pudieron leer los halos de inhibicion, unicamente se observo
un ligero crecimiento de bacterias en los blancos; sin embargo, no se sabia a que
s debia tan fuerte bioactividad, aunque lo mas seguro era que se tratara del pH de
las muestras. Para localizar los compuestos bioactivos de la fraccion etérea se

trataron de neutralizar las muestras; no obstante, debido a la baja polaridad de
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éstas, no s¢ pudo realizar dicha neutralizacién. Los compuestos se reunieron y se
separaron nuevamente. Se obtuvieron dos compuestos bioactivos IE-3 y IE-5. El
compuesto IE-3 de pH entre 5 y 6, tiene una bioactividad tan alta que inhibe
considerablemente el crecimiento de los tres tipos de bacterias de prueba, ya que
ademads de ser fuertemente activo es bioactivo por 72 horas (el tiempo méaximo de
prueba), a diferencia del segundo compuesto bioactivo, denominado 1E-5. El
compuesto IE-5, aunque resultd altamente bioactivo, en bajas concentraciones
inhibi6 unicamente por un tiempo de 24 horas. El pH del compuesto 1E-5 al hacer
el bioensayo era de 5; aunque es mas acido que ¢l compuesto 1E-3, su actividad
biolégica es menor, lo que nos indica que en este caso no es ¢l pH el que
determina la bioactividad de los compuestos y que efectivamente €stos se
acidificaron al estar en solucion. Lo anterior se comprueba con ¢l monitoreo que
se efectud en placas preparativas: la relacion frontal (Rf) de los compuestos acidos
(antes de la 2a separacion), al igual que el pH, no se mantuvieron constantes, lo
que significa que se trataba de compuestos distintos. En cambio, la Rf y €l pH de
los compuestos que se almacenaron sin solvente permanecieron estables, por lo
que es importante trabajar posteriormente en la siguiente hipotesis:
Pscudosuberites pseudos posee compuestos quimicos que se degradan en solucion
sin perder su bioactividad.

Es importante desde el punto de vista quimico-ecologico conocer la ruta de
los compuestos bioactivos cuando son liberados al medio, ya sea por esta esponja
o por cualquier otro organismo marino. Los compuestos bioactivos les sirven a las
esponjas como defensa, la razon por la cual este fendmeno ocurre puede ser
adaptacion: compuestos bioactivos liberados al medio ambiente por la esponja

marina Pseudosuberites pseudos y que en solucién acuosa son capaces de
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degradarse sin perder su bioactividad. Para saberlo s¢ tendrian que almacenar los
compuestos en agua de mar y probar si se lleva a cabo alguna reaccion secundaria.

A diferencia de la fraccion etérea del extracto-1, intensamente bioactiva, la
fraccion etérea del extracto-2 resultd, en comparacion con lo que se esperaba,
pobremente activa. Las dos fracciones etéreas obtenidas del extracto-2; la soluble
en éter etilico (2E-1) y la soluble en metanol (2E-2) presentaron bioactividad
solamente en la concentracion mas alta. Ademas, en el caso de la fraccion 2E-2 el
tiempo de bioactividad efectiva fue de tan s6lo de 24 horas, debido probablemente
a que gran parte de los compuestos bioactivos fueron extraidos con éter del
extracto-1 a diferencia del extracto-2, en el que se obtuvieron con hexano. Lo
anterior se debe a que el hexano es un disolvente con una polaridad menor a la del
¢ter etilico; ademas, los compuestos de mayor bioactividad de la fraccion hexénica
son los mas polares de esa fraccion. Lo anterior podria explicar porqué se
encontraron resultados diferentes entre las fracciones etéreas de los extractos 1y 2
en las pruebas-de caracterizacion (Tablas XXXIV y XXXV): la fraccion etérea del
extracto-1 (1E) dié positivo para la prueba de Br, en CCly al 5%, lo que pudiera
indicar que la fraccién tiene compuestos terpénicos halogenados; ésto coincide
con lo mencionado en la introduccion con referencia a que el 99% de los terpenos
marinos estan altamente halogenados.

La fraccion 2E-2 (parte soluble en metanol de la fraccion etérea del
extracto-2) dié positiva a pruebas para haldgenos, dobles ligaduras y esteroles a
diferencia de la fraccion 2E-1 (parte soluble en éter de la misma fraccion etérea
del extracto-2) que di6 negativo a todas las prucbas. Sin embargo, resulté con
mayor bioactividad que la parte soluble en metanol: el hecho de que se encuentren
terpenos o esteroles en una fraccién no significa que sea bioactiva (la bioactividad

no implica toxicidad, pero si al contrario). Lo anterior se corrobora con la parte
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insaponificable de la fraccion hexanica que presenta positivas las prucbas para
esteroles, aunque no tiene compuestos bioactivos (Tabla XXXV).

Otra de las razones de la diferencia de bioactividad entre las fracciones
etéreas del extracto puede ser la degradacion de los compuestos en solucion del
extracto-1 que ain después de la segunda separacion pudieron tener cierto cambio
irreversible en su estructura que los hiciera mas bioactivos. Cabe mencionar que
las fracciones etéreas del extracto-2 se almacenaron desde un principio sin
disolvente.

Los compuestos 2H-p y 2H-1, provenientes de la fraccion hexénica, fueron
bioactivos de manera similar contra Proteus vulgaris (Tablas XXIX y XXX), lo
que podria ser un indicio de que se trata del mismo compuesto, si agregamos el
hecho de que ambos provienen de la misma fraccion. Sin embargo, no debe
perderse de vista que un compuesto se obtuvo mediante precipitacion directa con
metanol y otro a partir de sus aguas madres.

La fracciéon 2H-2 también presentd bioactividad contra Proteus vulgaris;
no obstante, en esta fraccion existen otros compuestos presentes ya que se observo
una gran actividad contra Bacillus subtilis y Staphylococcus epidermidis (Tabla
XXXI).

Aunque la fracciéon cloroférmica mostrd inhibicién sobre Proteus vulgaris
en concentraciones 2x y 3x durante un tiempo de 72 horas y sobre Staphylococcus
epidermidis en concentracion 2x por tiempo de 24 horas y en concentracion 3x por
tiempo de 48 horas (Tabla IV); dos de sus compuestos no purificados totalmente
dieron bioactividad también para la bacteria Bacillus subtilis (Tablas VII y VIII).
Este patron de inhibicion se debe a que la fraccion se va haciendo mas pura y
algunos compuestos aumentan su espectro de accion, su estabilidad y su capacidad

inhibitoria; es decir, entre mas puros su actividad biologica es mayor. Una vez
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separados los compuestos, su bioactividad resulté ser menos estable en el tiempo
en el caso de Proteus vulgaris, ¢l efecto inverso se observd para Staphylococcus
epidermidis: los compuestos resultaron mas estables. En el caso de Proteus
vulgaris se puede decir que probablemente existe un efecto sinergistico de los
compuestos sobre la bacteria, ya que después de separar la fraccién cloroférmica
sus compuestos pierden capacidad inhibitoria, esto coincide con lo dicho por
Bitton y Dutka (1989) acerca de que las bacterias pueden estar sometidas a efectos
sinergisticos o antagonicos. En el caso de Staphylococcus epidermidis se trata de
la pureza del compuesto; aunque ningin compuesto se purificd totalmente, al
efectuar el fraccionamiento de compuestos se eliminan aquellos que no son
bioactivos, lo que implica una variacion en la concentracion a la que se prueba un
compuesto, es decir, si el volumen de la muestra permanece constante, aumenta ¢l
porcentaje de compuestos bioactivos presentes en la fraccidon conforme se
incrementa el grado de purficacion de ésta.

El compuesto 1C-3 en altas concentraciones inhibe el crecimiento
bacteriano; sin embargo, a menores concentraciones estimula el crecimiento de
Proteus vulgaris, esto comprueba una vez mas que ciertas substancias que en
concentraciones moderadas pueden tener un efecto positivo o nulo en el
organismo, a concentraciones altas tienen un efecto adverso en el organismo, la
respuesta podria ser inclusive la muerte. Por ejemplo, el fenol en bajas
concentraciones puede ser metabolizado por algunas bacterias, pero en
concentraciones mas altas se vuelve toxico (Bitton y Dutka, 1989).

De la fraccion de acetato de etilo que resultd bioactiva para Proteus
vulgaris y Bacillus subtilis se separaron a su vez dos fracciones bioactivas; la
fraccion 1A-2, bioactiva para Proteus vulgaris, y la fraccion 1A-4, que did

bioactividad para Bacillus subtilis y también para Staphylococcus epidermidis. El
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hecho de que también haya sido bioactivo para Staphylococcus epidermidis es
debido probablemente a las razones descritas anteriormente para el caso del
cloroformo: el grado de pureza y la concentracién del compuesto.

La fraccion 1A-4 a su vez se separé en 7 fracciones, de las cuales 4
mostraron tener actividad bioldgica Unicamente en las concentraciones mas altas
debido a la desis.

También se puede observar un efecto sinergistico en la fraccion 7 y sus
compuestos no purificados totalmente (Tablas XXIV-XXVIII), aunque este efecto
se ve reflejado en el tiempo de accidn de los compuestos bioactivos y no en la
efectividad de la inhibicién.

No se puede discutir sobre alguna tendencia en la inhibicion de los
compuestos a través del tiempo debido a que en la mayoria de los resultados la
diferencia entre 24, 48 y 72 horas fue minima.

La tendencia general fue que hay mayor inhibicidn en el crecimiento de las
bacterias cuando el compuesto bioactivo es suministrado en concentraciones mas
altas debido a la relacién dosis-respuesta, en la que ¢l efecto observado
usualmente se incrementa con la dosis (Bitton y Dutka, 1989).

La excepcion a la regla fue la fraccion 6 cuya concentracion media {2x}
mostré mayor inhibicion en el crecimiento de Bacillus subtilis que la
concentracion mds alta {3x}. Esto no se consider¢ en las discusion debido a que la
desviacion estandar entre los datos de la dosis {2x} era mayor que las dosis {1x} y
{3x].

En ninglin compuesto se observo relacion alguna entre la bioactividad de
los compuestos y las pruebas de caracterizacion, lo que podria indicar que no
todos los metabolitos secundarios son bioactivos; ademas, se sabe que tienen otra

funciones (Apendice [).



El mayor namero de compuestos bioactivos, asi como los mas estables y
eficientes, se encuentran en las fracciones menos polares, ésto se debe
probablemente a la permeabilidad de las membranas celulares para los
componentes quimicos no polares. Las membranas de las células gramnegativas
tienen mayor contenido de fosfolipidos (Lehninger, 1979) y sabemos que lo
similar disuelve a lo similar, es decir, si las membranas son no polares, es muy
probable que un compuesto bioactivo no polar penetre en el sistema. En la tabla II
se puede observar que Proteus vulgaris que es gram-negativa es afectada por todos
los compuestos bioactivos no polares. Es conveniente que los compuestos
bioactivos sean no polares debido a que se disolverian facilmente en el medio si
fueran polares, perdiendo su funcion biolégica; ademds, la mayorfa de las
bacterias marinas son gramnegativas, por lo que se ven mayormente afectadas por
toxicos menos polares.

Los efectos toxicos que ocurren en los sistemas bioldgicos se deben a que
los metabolitos o sus productos de conversion alcanzan un receptor apropiado en
el organismo de prueba, también se necesita una concentracién apropiada y un
tiempo de exposicion suficiente para que se inicie una manifestacién toxica.
Cambios en la dosis, ruta y duracion de exposicion pueden efectar la respuesta
bioldgica a un téxico determinado (Casarett y Doull, 1980). Sin embargo aunque
los factores anteriores sean rigidamente controlados sigue habiendo una variacion
en la respuesta de los miembros de una poblacion a un agente téxico especifico: la
toxicidad de los compuestos depende de los parametros ambientales asi como del
sistema del microorganismo que esta siendo probado (Bitton y Dutka, 1989).

La razén por la cual hay toxicos que solo actiian durante 24 o 48 horas se
debe posiblemente a que los microorganismos presentan defensas contra los

compuestos quimicos que inhiben su crecimiento y su posible adaptacién eventual
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o permanente es probablemente inevitable. Los mecanismos de resistencia a un
agente inhibitorio se dividen en dos partes; a) procesos genéticos de resistencia a
los antibidticos y b) mecanismos bioquimicos de resistencia a los antibidticos
(Franklin y Snow, 1975).

A) Procesos genéticos de resistencia a los antibidticos:

- La continua presencia de un antibidtico resulta en la emergencia de una nueva
poblacion de células resistentes por un proceso de seleccion.

- Mutacion espontanea.

- Propagacion de resistencia a los antibidticos mediante la transferencia de
informacion genética.

B) Mecanismos bioquimicos de resistencia a los antibioticos:

- Conversion de un antibidtico a un derivado inactivo por enzimas producidas por
c¢lulas resistentes.

- Modificacion del sitio activo de un antibidtico.

- Aumento en la concentracion de algin metabolito que antagonice al inhibidor.

- Decremento en el requerimento del producto del sistema metabdlico inhibido y

- Surgimiento de una ruta metabdlica alternativa a la inhibida o afectada.

Lo anterior depende del modo de accion de un compuesto antimicrobiano,
es decir, de como un téxico afecta a un microorganismo. Hay muchos mecanismos
propuestos por los cuales los toxicos inhiben y eventualmente matan a las
bacterias. En bioensayos el efecto toxico producido por uno o varios compuestos
quimicos puede ser un efecto letal, mutagénico o un efecto inhibitorio de alguna
funcion fisiologica. Los toxicos pueden dafiar el material genético o desnaturalizar
las proteinas, como por ¢jemplo los compuestos halogenados, pueden también
romper las membranas celulares de las bacterias (ej. fenoles) que dan como

resultado la pérdida de DNA, RNA, proteinas, iones inorganicos y otros materiales
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organicos. Algunos agentes quimicos toxicos pueden ocasionar el intercambio de
cationes (¢j. Na*, Ca*?) de sitios de adsorcion en la célula bacteriana (como acidos
y alcalis) (Bitton y Dutka, 1989).

Los agentes antibacterianos con frecuencia son altamente selectivos en el
sitio de accién de los procesos bioquimicos. Pueden bloquear una simple reaccién
dando como consecuencia una compleja secuencia de eventos, como por gjemplo
la habilidad de un inhibidor para interferir con el suplemento y consumo de ATP
(Franklin y Snow, 1975).

Debido a la resistencia que presentan las bacterias y a que también pueden
ocurrir mutaciones debido al manejo de las cepas, se realizaron pruebas
bacteriologicas para comprobar que las bacterias eran las mismas. Estas pruebas
no son concluyentes, ya que puede tratarse de bacterias de la misma especie, pero
con cambios bioquimicos o genéticos, como se mencionaba anteriormente. Lo que
si nos permiten detectar es, por ejemplo, la presencia de otra cepa presente por
contaminacion entre siembras.

Las pruebas de tincion de Gram y la pasteurizacion indican que
efectivamente se trabajé con Bacillus subtilis ;, la pasteurizacion destruye las
células vegetativas pero no las endosporas (observadas con el método Schaffer-
Fulton), la subsecuente incubacién aerdbica elimina al otro unico grupo formador
de esporas, los clostridios (anaerobios estrictos). La morfologia esférica,
combinada con la resistencia de la pared celular gram-positiva (Tabla XXX VT), le
permite a Staphylococcus epidermidis sobrevivir y crecer bajo elevadas presiones
osmaticas (Cottral, 1978).

No se realizaron pruebas de caracterizacion bacterioldgica para Proteus
vulgaris debido a que se trabajoé con una cepa de coleccion en la Gltima parte del

experimento. La utilizacion de cepas puras elimina la posibilidad de interaccion
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entre especies como el sinergismo, comensalismo, simbiosis y antagonismo que
ocurren en el medio ambiente natural, ademas es mas fécil interpretar los
resultados.

Es muy dificil escoger bacterias representativas para cierto fin debido a la
multitud de microorganismos. Se puede decidir entre bacterias aisladas en
laboratorio u obtener especimenes de coleccion. Aislar bacterias no permiten
estandarizacion y pueden ser mas 0 menos sensitivos que los aislados por otro
investigador (Bitton y Dutka, 1989).

El estudio de los productos naturales es muy extenso, se requiere de mucho
trabajo para encontrar un compuesto bioactivo, ademds la tarea apenas comienza,
una vez que se lleva a cabo el aislamiento y deteccion de bioactividad de un
compuesto quimicos, es necesario caracterizarlo y determinar su estructura. Una
gran desventaja para estos estudios es que los compuestos bioactivos se
encuentran en concentraciones muy bajas. Los organismos marinos estan en un
medio mds hostil que los terrestres; el mar es un fluido, con cambios bruscos de
temperatura, salinidad, pH, etc. donde medran corrientes de virus y bacterias por
lo que podemos encontrar un mayor porcentaje de sustancias bioactivas, asi como
tambien las mas efectivas en comparacion a las sustancias que se han encontrado
en la tierra, sin embargo, la mayoria de los compuestos quimicos bioactivos
provienen de fuentes terrestres. Esto se debe a que el estudio de los productos
naturales esta en las primeras etapas del desarrollo. La ecologia quimica del medio
ambiente marino es aplicable en farmacologia ya que es la propia evolucion
bidlogica la que nos da las armas quimicas (compuestos bioactivos) que podemos

aplicar en medicina.
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5.0 CONCLUSIONES

* A partir de la esponja marina Pseudosuberites pscudos se detectaron 22

compuestos bioactivos.

* La esponja marina Pseudosuberites pseudos produce compuestos bioactivos que

se degradan en solucién sin perder sus propiedades bioactivas.

* Hay compuestos que tienen efectos sinergisticos; pierden su bioactividad al ser

separados.

* Se presenté una mayor inhibicién en el crecimiento bacteriano cuando los

compuestos bioactivos fueron suministrados en concentraciones mas altas.

* Hay compuestos que aumentan su bioactividad cuando se eliminan impurezas.

* La fraccién 1C-3 estimula el crecimiento de Proteus vulgaris en concentraciones
moderadas, pero en concentraciones altas tienen un efecto adverso en el

organismo.

* El mayor numero de compuestos bioactivos asi como los mds estables y

eficientes se encuentran en las fracciones menos polares.

* El crecimiento de Proteus vulgaris (gramnegativa) se ve afectado por los

compuestos bioactivos obtenidos de las fracciones menos polares.
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APENDICE I

Compuestos de interés para la ecologia quimica marina segin Bakus ef

al.(1986):

Terpenos.

La unidad isoprénica es uno de los bloques constructivos favoritos de la naturaleza.
practicamente todos los terpenos tienen esqueletos carbonados construidos con unidades
de isopreno unidas entre si de un modo regular de <cabeza con cola>. El reconocimiento
de este hecho, la asi llamada regla isoprénica, ha sido de gran ayuda en la elucidacion de

las estructuras de los terpenos (Morrison y Boyd, 1976).

CH,=C-CH=CH,
' 2-metil-1, 3-butadieno
CH;,

Estructura quimica del isopreno (Morrison Y Boyd, 1976).

Los terpenoides se clasifican de acuerdo al nimero de atomos de carbono en:
Monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, sesteterpenos, triterpenos (esteroles) vy
tretraterpenos (carotenoides). Un monoterpeno esta formado por dos unidades de isopreno
y contiene 10 carbonos en su estructura, un sesquiterpeno esta formado por tres isoprenos y
asi sucesivamente.

El 99% de los terpenos marinos estan halogenados (tienen Cl o Br en sus
estructuras) y menos del 30% de los terpenos marinos que se conocen estan oxigenados,
una proporcion muy baja en relacion con los terpenos de origen terrestre que estan

altamente oxigenados.
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En esponjas, los terpenos representan el metabolito monosteroidal mas abundante,
se han identificado mas de 100 (Minale, 1978 citado por Bakus et a/., 1986). Tambien los
sesquiterpenos son relativamente abundantes en esponjas (Cimino ef al., 1972 citado por
Bakus er afl., 1986). En general los compuestos terpénicos tienen funciones
antidepredativas, son agentes inhibitorios para ofras especies y son posiblemente

antisecretivos.

Esteroides.
De los esteroides se derivan los esteroles, que son alcoholes. Substancias de
formula

general:

Los anillos son (generalmente) alifaticos. Las lineas , como las verticales unidas a
las posiciones 10 y 13, representan grupos metilo angulares (Morrison y Boyd, 1976).

Los esteroides se encuentran con mayor diversidad en organismos marinos. Las
esponjas tienen el orden de esteroles mas amplio y biogénicamente inaudito (Gad, 1978
citado por Bakus ef al., 1986). La importancia de los compuestos esterdlicos es la

intervencion en la produccién de hormonas esteroidales (Goad, 1976 citado por Bakus et
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al. 1986). Algunos juegan un papel de defensa en ciertas especies (Burnell y Apsimon,
1983 citado por Bakus et al., 1986).

Debido a la importancia bioldgica de los esteroides (hormonas sexuales y
adrenocorticales, glicosidos cardidcos y écidos biliares) , y sin lugar a dudas por la
complejidad de su quimica, el estudio de los esteroides ha sido una de las dreas mas activas

de la investigacion de la quimica orgénica (Morrison y Boyd, 1976).

Carotenoides.

Son un grupo amplio de pigmentos amarillos y rojos, tienen un gran nimero de
insaturaciones alifaticas, hidrocarbonos aliciclicos y sus productos de oxidacién. La
mayoria de los carotenoides tienen 40 carbonos y son miembros de la familia de los
tetraterpenos constituidos por 8 unidades de isopreno (Scott y Eagleson, 1988 citado por
Bakus ef al., 1986).

TR R R R R

o- Caroteno

Se encuentran en bacterias, algas, hongos, invertebrados y vertebrados (Bakus ef al.,
1986), su funcion es de coloracion, aunque en algunos casos cuando estan oxigenados
sirven como reserva intracelular de oxigeno (Karnaukhov er /., 1977 citado por Bakus ez

al., 1986).
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Compuestos fendlicos.

Los fenoles son compuestos de formula general ArOH, en que Ar es fenilo, fenilo
substituido, o alguno de los demas grupos arilo. Los fenoles difieren de los alcoholes por
tener el grupo OH directamente unido a un anillo aromético. Por lo general, se nombran los
fenoles como derivados del miembro mas sencillo de la familia, el fenol (Morrison y Boyd,
1976):

OH

Fenol

Los compuestos fendlicos marinos estan caracterizados por tener sustituyentes
halogenados (Bakus et al., 1986).

En el medio ambiente marino, los compuestos fendlicos se encuentran en bacterias,
algas, pastos marinos, esponjas, celenterados, anélidos, equinodermos, hemicordados y

protocordados (Bakus ef al., 1986).

Compuestos nitrogenados.

Se han aislado una gran cantidad de compuestos nitrogenados de organismos
marinos que van desde muy simples a muy complejos, dentro de estos altimos se incluyen
algunas neurotoxinas que inhiben el paso de sodio por algunas membranas (Cheudot, 1981

citado por Bakus ef al., 1986).
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Compuestos de biogénesis mixta v miscelaneos.

Dentro de esta categoria se encuentran compuestos como; aloformos, acetilenos,
compuestos sulfurados, prostaglandinas y lipidos inusuales (Bakus ef al., 1986). Este tipo
de compuestos tienen ciertas funciones ecoldgicas como podrian ser defensa y
reconocimiento de espeies (Jeanicke ef al, 1974, Muelle, 1979, Gerhart, 1984 citado por
Bakus ef al., 1986). Algunos compuestos se biosintetizan como respuesta a un estimulo

externo (Bakus et al., 1986).



