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Aislamiento e identificacién de compuestos con actividad anticancer a
partir de la esponja marina Delaubenfelsia raromicrosclera.

RESUMEN

Se colectd la esponja marina Delaubenfelsia raromicrosclera en la playa
Santispac, Bahia Concepcién Baja California Sur, en octubre de 2000 con el
objetivo extraer compuestos con actividad anticancer. Se colectaron 3.4 Kg de
organismo, mismos que fueron sometidos a una extraccion etandlica. Una vez
obtenido el extracto crudo el cual tuvo Una masa de 152 gramos, se realizo |a
separacion de compuestos segun su polaridad por cromatografia en columna de
fase inversa C-18 utilizando como eluentes: agua, m,etanol, mezclas de
metanol:diclorometano y diclorometano puro. Las fracciones obtenidas fueron
sometidas a un ensayo citotoxico utilizando células de cancer de colon HCT-1 16;
se seleccionaron las fracciones que presentaron mayor actividad para continuar
con la separacion de compuestos por medio de cromatografia de liquidos de alta
resolucion (HPLC) preparativa. De Ia fraccion que presentd la mayor actividad se
aislo  un precipitado con una LCso= 0.085 pg mil" ; se procedid a la elucidacion
estructural por medio de Espectroscopia de Infrarrojo, Resonancia Magnética
Nuclear de H' y C'® y Espectrometria de Masas y se encohtré que se trataba de el
acido orto—[isopropanolamina(p-bencil)—N—etifamida]benzoico; con férmula

molecular CygHy,N,0, Y masa molecular de 342.
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1. INTRODUCCION

Uno de los principales retos a los que el hombre se ha enfrentado , es €l
de solucionar los problemas de salud. Es bien sabido que desde la antigliedad,
el hombre ha buscado como combatir las enfermedades que atacan a la
humanidad, siendo las plantas sus principales herramientas, ya que algunas de
ellas han sido reconocidas por ser portadoras de sustancias con propiedades
curativas.

Hace aproximadamente 200 afios, que el hombre inicio la busqueda de
estas sustancias naciendo asi lo que hoy conocemos como Quimica de
Productos Naturales, que hoy en dia ha dado lugar en gran parte a la industria
farmaceéutica, de tal manera que aproximadamente el 60 % de los agentes
anticancer y antibioticos disponibles comercialmente o que estan en las Ultimas
etapas de investigacion clinica son de origen natural (Shu, 1998).

En estos 200 afios, se han descubierto una gran cantidad de
compuestos activos contra diferentes enfermedades, desafortunadamente,
muchos de los farmacos generados en el pasado son ineficaces en la
actualidad, principalmente los antibioticos debido a la capacidad que tienen los
microorganismos de desarrollar resistencia a los farmacos. Existen ademas
enfermedades cuya cura ha sido todo un reto para la ciencia, como lo son los
diferentes tipos de cancer, y el surgimiento de nuevas enfermedades
provocadas principalmente por microorganismos: todo esto da como resultado
que siga existiendo una gran necesidad de nuevos farmacos (Fenical, 1996).

La prevencion y tratamiento del cancer requieren un continuo desarrollo

de nuevos agentes quimioterapéuticos y quimiopreventivos. La quimioterapia



para algunos tipos de cancer ha tenido importantes avances , como
consecuencia se han elevado las tasas de curacion, sin embargo ha tenido
poco impacto en cancer de pulmén, colon, higado, ovario, estomago, prostata,
pancreas y cerebro (Cassady, 1990). En la tabla | se muestran datos de
mortalidad debida a diferentes tipos de cancer en México y en el mundo.

La necesidad de encontrar nuevas sustancias con actividad
farmacologica, hizo que el hombre diversificara la direccion de su busqueda y
se enfocara a explorar un medio poco explorado y ademas inmenso en
tamario y en recursos naturales: el mar.

El mar retne ciertas caracteristicas que lo convierten en una gran fuente
de productos naturales novedosos: constituye tres cuartas partes de la
superficie global; de 14 millones de especies que hay en el planeta, el 90 %
son marinas (Pellew R., 1996); de los 33 filos que existen en nuestro planeta,
15 son exclusivos marinos y solo uno es exclusivo terrestre (Heywood y
Watson, 1995); ademas, el mar posee propiedades quimicas y fisicas muy
diferentes al medio terrestre; por lo que es muy probable encontrar sustancias
nuevas con propiedades farmacologicas novedosas.

En la década de los setentas se inicié la busqueda de productos
naturales marinos y en los ochenta ésta se intensifico de tal manera que se han
encontrado miles de sustancias nuevas, y se han escrito cientos de

publicaciones al respecto (Carte, 1996).



Tabla I. Incidencia y mortalidad de cancer en México y el mundo. Base de

datos Globocan 2000; extraida del banco de datos de la Organizacion Mundial

de la Salud.
Tipo de México Mundo |
|
Céancer casos % mortalidad casos % mortalidad
Colon 3081 48 498754 I 51 :
Oral 1136 34 169524 | 47
Nasofaringe 130 37 45976 58
Estomago 5272 79 558458 72
Higado 603 99 398364 96
Pancreas 2225 85 115697 97
Pulmaén 7585 90 901746 90
Piel 772 29 65177 30
Seno 15063 31 105346 35
Cervical 16448 40 470606 49
Utero 5890 27 188952 23
Ovario 2647 68 192379 59
Prostata 8361 60 542990 37
Testicular 737 22 49302 17
Rifion 1284 62 118255 l 48
Cerebro 1782 81 100446 ! 7
Leucemia 2618 80 144321 f 75

Es importante mencionar que muchos de estos compuestos nuevos son

quimicamente complejos y se encuentran en altas concentraciones; esto indica




que su produccion, metabolicamente hablando, es cara; por lo tanto deben
proveer alguna ventaja al organismo que los produce (Pawlik , 1993).

Los corales, esponjas, tunicados, pepinos marinos, bacterias y hongos
marinos, son los organismos en los que se ha encontrado una mayor cantidad
de compuestos activos (Faulkner, 1992 y Fenical, 1996). Estos organismos
tienen en comun ciertas caracteristicas especiales: son sésiles, es decir no
poseen movimiento voluntario; no tienen algin érgano fisico de defensa; y
abundan en zonas costeras como manglares y arrecifes, en donde existe una
gran diversidad biolégica (Hickman, et al.,1990).

Algunos investigadores han sugerido que los metabolitos secundarios
tienen funciones defensivas, tales como la deterrencia a predadores,
competencia por espacio, defensa contra organismos patogenos e inclusive
proteccion contra la radiacion ultravioleta (Ruggieri, 1976; Pawlik, 1993).

Enfocandonos a las esponjas tenemos lo siguiente; existen mas de
5,000 especies; son los organismos pluricelulares mas primitivos que existen:
han colonizado todos los habitats acuaticos; especificamente los de la clase
demospongiae, se encuentran en todo tipo de ambientes, en zonas someras y
profundas, agua dulce y salada, iluminada y oscura, y en cualquier tipo de
sustrato como en rocas o arena (Bergquist, 1978).

En un estudio realizado en un arrecife del caribe, solo 11 de un total de
200 especies de peces consumian esponjas; esto sugiere que las esponjas
eran evitadas por la mayoria de los peces polifagos (Randall et al., en: Proksch
1994). Las esponjas de la clase calcarea o sclerospongiae pueden deber su
proteccion ante los predadores, a sus espiculas de silica y de carbonato de

calcio que tienen inmersas en su tejido blando: sin embargo las esponjas de la



clase demospongiae; a la cual pertenecen el 80% de las 5,000 especies de
esponjas que existen; tienen espiculas de espongina (fibras proteinicas), las
que no detienen a los predadores (Proksch, 1994). El hecho de que estas
especies sean evitadas por los peces marinos sugiere que las esponjas son
excelentes candidatos a la defensa quimica, es decir que producen
compuestos quimicos, con actividad biolégica.

En el Golfo de California, se encuentra una zona en la que se puede
observar una amplia diversidad biolégica: Bahia Concepcion, ubicada en el
margen occidental del golfo, presenta zonas con manantiales hidrotermales vy
temperaturas que oscilan entre 38 y 51°C (Cruz Orozco et al., 1991).

En un estudio ecolégico de la zona realizado en 1998 y 1999 se
encontré que los organismos de una parte de esta Bahia, especificamente
playa Santispac, presentaban una gran competencia por espacio (Kelly-
Gutiérrez, 1999); lo cual convierte a las esponjas de este lugar en organismos
con alta probabilidad de producir metabolitos secundarios con actividad
bioldgica.

Malcolm Gibson Dickinson viajo en una expedicion por el Golfo de
California a finales de los afios 30’s, con el fin de definir la fauna del golfo. En
dicha expedicion encontré 26 nuevas especies de esponjas y un género nuevo:
Delaubenfelsia, con una unica especie a la cual le dio el nombre de
Delaubenfelsia raromicrosclera. Este nuevo género fue clasificado en la clase
Demospongiae, orden Hadromerida y familia Choanitidae. Esta esponja fue
ubicada precisamente en la playa Santispac (Dickinson, 1945).

En la presente investigacion, se llevara a cabo el estudio quimico de la

esponja marina Delaubenfelsia raromicrosclera con la finalidad de encontrar e



identificar los compuestos presentes en dicha esponja y determinar su

citotoxicidad contra células de cancer de colon.

1.1 ANTECEDENTES

Como ya se ha mencionado, en las ultimas décadas se han aislado una
gran cantidad de compuestos con actividad anticancer a partir de organismos
marinos; sin embargo son pocos los que llegan a ser desarrollados como
medicamentos, debido en primer lugar al tiempo requerido para que se cubran
las diferentes etapas de los estudios clinicos a los que son sometidos los
nuevos farmacos (tabla Il, figuras 1a y 1b), y en segundo lugar, muchos de
estos compuestos son inestables y no pueden ser sintetizados totalmente y/o
con rendimiento aceptable.

El compuesto Eleuterobina fue aislado de un coral blando de |as costas
de Australia, con potencial contra el cancer en ovarios: se cree que tiene
posibilidades mas promisorias que el Taxol, utilizado por muchos afios contra
ese problema (Long, et al.), 1998).

El compuesto Pseudopterosin fue descubierto en un coral gorgonio del
Mar del Caribe Pseudoteropgorgonia elisabethae | y actualmente se utiliza en
forma de crema para proteger el dafio provocado por cancer en la piel (Mayer,
et al., 1998).

La Briostatina es un compuesto aislado de un briozoario en Bahia de
Todos Santos y San Diego y ahora se encuentra en su fase de prueba Il para
leucemia (Shu, 1998).

El compuesto Spongouridina fue aislado de la esponja del caribe

Cryptotethia crypta; este compuesto tiene una potente capacidad de inhibir el




crecimiento de tumores y sirvi6 como base para la sintesis de arabinosil-
citosina (ara-c) con potente actividad antileucémica (Carte ,1996)

Otro compuesto interesante es el Dercitin, aislado de la esponja Dercitus
sp. Colectada en Las Bahamas. Este compuesto posee actividad citotdxica
contra células de melanoma B-16 y células de cancer de pulmén invitro en
concentraciones de rango nanomolares (Burres et al., 1989).

La Halicondrina B fue aislada de la esponja Halicondria okadai y ha
mostrado una potente actividad invivo contra células de leucemia P388 vy
celulas de melanoma B16. Este compuesto ha generado un gran interés como
agente anticancer potencial y se encuentra en estudios clinicos en vias de
desarrollarse como medicamento (Shu, 1998).

El compuesto Teopederin A, aislado de la esponja marina Theonella sp.
es altamente citotoxico contra células de leucemia P388 con una LCsy por
debajo de 1 ng mI™" (Fusetani et al.; 1992).

Otro compuesto citotoxico que merece mencién es Cibrostating 1 |
aislado de la esponja Cribochalina sp. colectada en el océano Indico. Este
compuesto muestra actividad contra las nueve lineas celulares de melanoma

humano del panel de el Instituto Nacional del Cancer (Petit et al., 1992).
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Tabla Il. Compuestos con actividad anticancer aislados de organismos marinos.

Compuesto Organismo del que fue aislado
Eleuterobina Coral : Eleutherobia sp.
Pseudopterosina . Coral : Pseupdoterogorgia elisabethae
Spongouridina Esponja: Cryptotethia crypta
Dercitin Esponja: Dercitus sp.

Halicondrina B Esponja: Halicondria okadai
Teopederinr Esponja: Theonella sp.
Cibrostatina 1 Esponja: Cibrochalina sp.
Briostatina 1 Briozario: Bugula neritina

En 1998 y 1999 se realizé un estudio de Ecotoxicologia por parte de la
Facultad de Ciencias Marinas de la Universidad Auténoma de Baja California,
en el que entre otras cosas se investigé la toxicidad de los organismos
bentonicos de la playa Santispac, de Bahia Concepcién, Baja California Sur
contra el crustaceo Artemia salina ya que se ha observado que existe una
correlacién entre la toxicidad contra Artemia salina y la actividad
anticancerigena (Ferrigni et al, 1984; Kinghorn et al, 1967 en Meyer et al,
1982)]. De 65 diferentes especies de organismos bentonicos que se
encontraron en la zona, 48 resultaron toxicos a Artemia salina , Y quien
presentd la mayor actividad citotoxica durante las cuatro estaciones del afio,
fue la esponja Delaubenfelsia raromicrosclera (Kelly-Gutiérrez,1999), de ahi el

interés de determinar cuales son los compuestos responsables de dicha
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interés de determinar cuales son los compuestos responsables de dicha

actividad ya que no se encontré ninguna referencia de estudios anteriores

realizados sobre esta esponja.

1.2 OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

Llevar a cabo el aislamiento, purificacion y elucidacion estructural de

compuestos con actividad anticancer presentes en la esponja marina

Delaubenfelsia raromicrosclera.

OBJETIVOS PARTICULARES:

Q

Colectar e identificar taxonémicamente a la esponja marina Delaubenfelsia

raromicrosclera.

Aislar y purificar por métodos cromatograficos, los compuestos con
actividad anticancer presentes en la esponja marina Delaubenfelsia

raromicrosclera.

Probar la actividad anticancer de los compuestos aislados por medio de un

ensayo con células de cancer de colon HCT-116

Elucidar la estructura quimica de los compuestos aislados, utilizando

métodos espectrales y reacciones quimicas.



2. METODOLOGIA

2.1 COLECTA E IDENTIFICACION DEL ORGANISMO

La esponja se colecté en la playa Santispac ubicada en el margen
occidental de Bahia Concepcion, Baja California Sur, en el mes de octubre del
2000. Esta bahia se localiza en la costa oriental de la peninsula entre los
paralelos 26° 33' y 26° 53’ de latitud norte y los meridianos 111° 42’ y 111° 56’
de longitud oeste (figura 3). Tiene un estero que presenta una extension
aproximadamente de cuatro hectareas, con vegetacion de manglar en un 60%
de su superficie y se comunica con la bahia por un canal de 4 metros de ancho
con baja profundidad; en este estero la temperatura varia entre 32.8 y30.5°C
en verano, y entre 27 y 24°C en invierno durante el dia (Magallanes, 1992).

La colecta se hizo por buceo libre. Se obtuvieron tres especimenes que
sumaban una masa de 3.4 Kg, los cuales fueron colocados en bolsas de
plastico tipo ziplock, y se trasladaron en hielo a la Facultad de Ciencias Marinas
en la ciudad de Ensenada, Baja California para su posterior analisis.

Se tomo una pequefia muestra del organismo y se envid al Instituto de
Ciencias del Mar y Limnologia de la Universidad Nacional Auténoma de México

para su identificacién taxonémica.
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Figura 3. Localizacién de la zona de colecta: playa Santispac, ubicada en

Bahia Concepcion, Baja California Sur



2.2 EXTRACCION

Las esponjas se cortaron en trozos de aproximadamente 2 cm?. Se
eliminé toda la materia orgénica que tenian adherida, como piedras y restos de
conchas; asi como otro tipo de organismos tales como ofiuros y poliquetos. Se
peso la masa del tejido y se coloco en frascos a los cuales se les agrego
alcohol etilico suficiente para cubrir todo el tejido y se dejaron en reposo a
temperatura ambiente durante diez dias. Al término de este tiempo se éliminé
el disolvente por decantacion y a la porcion sélida restante se le agrego de
nuevo etanol para una segunda extraccion.

El extracto decantado se filtr6 a presion reducida primeramente
empleando una tela de lino y posteriormente papel wathman # 1. Una vez
filtrado se concentro por rotavaporacion (destilaciéon a presion reducida)
cuidando que la temperatura no sobrepasara los 45° C.

Para la segunda extraccion se siguié con el mismo procedimiento para lo

cual se filtrd y se concentré y finaimente se juntaron ambos extractos y se

pesaron en seco.

2.3 SEPARACION Y ENSAYO CITOTOXICO

La separacion del extracto crudo se llevo a cabo de manera biodirigida
(Waterman , 1990); es decir a cada fraccion separada se le realizé el ensayo
citotoxico para células cancerosas de colon humano HCT-1 16, con el fin de ir

eliminando las fracciones inactivas o poco activas.



La separacion se inicio mediante el uso de cromatografia en columna
de liquidos empleando gel de silice fase inversa (C-18) (Evans et al., 1980) de
la manera siguiente:

Se monté una columna de aproximadamente 40 cm de longitud y 3 cm
de diametro, con gel de silice fase inversa C-18 en metanol como adsorbente,
y se empled vacio para la elucién (figura 4) (Coll y Bowden, 1986); una vez
montada la columna se estabilizd mediante elucién con agua destilada.
Enseguida se adiciond la muestra, la cual se prepard de la manera siguiente :
se disolvieron 10 gramos de extracto crudo en 200 ml de una mezcla de
diclorometano-metanol-agua 1:1:1 y se agregaron a 5 gramos de gel de silice
C-18; posteriormente se concentraron por rotavaporacién a un volumen
aproximado de 50 ml.

Se eluyeron a través de la columna porciones de 150 ml de agua y
mezclas de agua con metanol, metanol puro, mezclas de metanol con
diclorometano y diclorometano puro en las proporciones que se especifican en

la tabla Il (Blunt, et al., 1987).
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Figura 4.- Cromatografia de liquidos de fase inversa, sistema utilizado para la

separacion del extracto crudo.
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Tabla Ill . Fracciones obtenidas mediante cromatografia en columna fase
inversa (C-18), indicando para cada una de ellas, el eluente utilizado, v Ia
clave que se le asigno.

Fraccion Eluente Clave
1 H20 . DR
2 H20 | DR:
3 H20:CHsOH 3:1 I DR3
4 H20:CHs0H 3:2 DR4
5 H20:CH30H 2:3 DRs
6 H20:CHsOH 1:4 ‘ DRs
7 H20:CHs0H 1:9 : DRz
8 CHsOH | DRs
9 CH3OH:CH,Cl, 9:1 i DRe
10 CH3OH:CH,Cl;, 3:1 l DR
11 CH30H:CH,Cl, 1:1 | DRy
12 CH.Cl, i DRz
13 H20:CH3OH 1:1 f DR13

|

Las fracciones obtenidas se concentraron por rotavaporacion y se envio
una muestra de cada una de ellas al Centro de Biotecnologia marina vy
Biomedicina del Instituto de Oceanografia Scripps, de la Universidad de
California en San Diego en La Jolla California para la realizacion del ensayo

citotoxico para células cancerosas de colon humano HCT-116.



Las fracciones que mostraron la mayor actividad se seleccionaron para
continuar la purificacién. En estas fracciones se formé un precipitado café el
cual fue separado por filtracion al vacio para su posterior analisis.

La parte soluble de estas fracciones fue analizada mediante
cromatografia en capa delgada en gel de silice fase inversa (C-18) empleando
como eluente una mezcla de metanol:diclorometano 2:8. se reunieron aquellas
que presentaron similitud en sus relaciones frontales y en el ndmero de
manchas.

Estas fracciones fueron separadas por cromatografia de liquidos de alta
resolucion (HPLC por sus siglas en inglés) utilizando un cromatégrafo HPLC
preparativo Waters modelo DSC serie #98DSC238M con gases He y N2, y una
mezcla de agua:acetonitrilo 60:40 como eluente.

Las fracciones obtenidas mediante este sistema, asi como el precipitado
obtenido anteriormente fueron sometidas de nuevo a el ensayo citotoxico de

células de cancer de colon HCT-1186.

2.4 ELUCIDACION ESTRUCTURAL

Para la elucidacion estructural del compuesto que presentd la mayor
actividad; el cual se nombro DRep; se utilizaron reacciones quimicas
(metilacion) y métodos espectroscopicos como Espectroscopia de Infrarrojo,

Resonancia Magnética Nuclear de H' y C'*y Espectrometria de Masas.



2.4.1 REACCION DE METILACION

Se mezclaron 40 mg del compuesto DRgp con 3 ml de complejo
trifluoruo borico-metanol (BFs :CHsOH) mas 2 ml de metanol y se pusieron en
reflujo a 50°C durante 2 horas.

Se le agregaron 5 ml de agua destilada y se llevo a pH=9 con una
solucion de hidréxido de amonio al 10%. Se filtrd y se hizo una extraccion con
un volumen igual de diclorometano. La fase organica fue concentrada por
rotavaporacion y el concentrado se sometié a percolacién a través de una
columna de vidrio de 30 cm de longitud y 1.5 cm de didmetro, empleando gel
de silice ( 230-400 mesh) como adsorbente y como eluente, una mezcla de
eter de petroleo:diclorometano (3:7) .

Este compuesto producto de la metilacién, al cual llamaremos DRspm;
fue sometido a los mismos métodos espectroscopicos que el compuesto

original con el fin de obtener datos para la elucidacion de su estructura quimica.



2.4.2 ESPECTROSCOPIA INFRARROJO

Se obtuvieron los espectros de IR para DRgp y DRspm, en un
espectrofotometro IR Perkin Elmer FT-IR modelo 1750 . El compuesto DRgp
por ser solido se prepar6 en forma de pastila con bromuro de potasio,
mientras el compuesto DRgpm se disolvié en diclorometano y se prep‘aré en

pelicula.

2.4.3 RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR H' Y C™,

Para la obtencién de los espectroé de Resonancia Magnética Nuclear de
H' se utilizaron dos equipos: para el compuesto DR6p se utilizé un
espectrofotometro Varian Gemini de 400 MHz Oxford Ciyomaghet; y para el
compuesto DR6pm se utilizo un Varian Gemini de 200 MHz mismo que fue
utilizado para la obtencion del espectro de RMN de C'. El compuesto DRep se
disolvio en metanol deuterado y el compuesto DRgpm fue disuelto en

cloroformo deuterado.

2.4.4 ESPECTROMETRIA DE MASAS.

Para la obtencion de los espectros de masas se utilizaron dos equipos:
para el compuesto DR6p se utilizdé un Cromatégrafo de liquidos con detector
de masas Hewlett Packard 1100 MSD con bomba acuaflow serie Il y columna
C-18 RP, el compuesto se analizé en solucion con metanol grado HPLC a una
concentracién de 0.1 mg.ml™. Para el compuesto DRepm se utilizé un equipo

LC/MSD Trap. 1100 series, Agilent Technologies.
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3. RESULTADOS Y DISCUSIONES

3.1 IDENTIFICACION DEL ORGANISMO Y EXTRACCION

La esponja colectada fue identificada como Delaubenfelsia
raromicrosclera por |la Bidloga Patricia Gomez Lopez del Instituto de Ciencias
del Mary Limnologia de la Universidad Auténoma de México.

Los organismos colectados tenian una masa de 3.4 Kg; después de
limpiarlos completamente se obtuvo una masa de 2.8 Kg que fueron sometidos
a la extraccion etandlica; el extracto obtenido después de dos extracciones fue

de 152 gramos.

3.2 SEPARACION Y ENSAYO CITOTOXICO.

Del extracto crudo sometido a una separacion mediante cromatografia
en columna fase inversa C-18 se obtuvieron trece fracciones; cada fraccion fue
concentrada por rotavaporacién y secada al vacio. La masa de extracto crudo
utilizada para cada separacion fue de 10 gramos. Las fracciones DR; y DR; se
extrajeron con agua al 100% y se obtuvieron 2.9075 y 0.8506 gramos de
fraccion seca respectivamente; la fraccion DRs se extrajo H,O:CH3OH 3:1 y se
obtuvieron 0.4 gramos ; la fraccion DRy se extrajo con H,O:CH;OH 3:2 y se
obtuvo una masa de 0.0945 gramos; la fraccion DRs se extrajo con
H,O:CH30H 2:3 y se obtuvo una masa de 0.093 gramos,; la fraccion DRg se
extrajo con H,O:CH;OH 1:4 y se obtuvieron 0.1157 gramos; la fraccion DRy se
extrajo con H,O:CH;OH 1:9 y se obtuvo una masa de 0.25 gramos: la fraccién
DRs se extrajo con CHsOH puro y se obtuvieron 0.2507 gramos: la fraccion
DRe se extrajo con CHsOH:CH,-Cl; 9:1 y se obtuvo una masa de 0.1952

gramos; la fraccion DR se extrajo con CH3OH:CH,-Cl, 3:1 y se obtuvo una



masa de 0.0497 gramos; la fraccion DRy se extrajo con CH3OH- CH,-Cl, 1:1 7
y se obtuvo una masa de 0.0279 gramos; la fraccién DR;, se extrajo con
CH2:Cl, al 100 % y se obtuvo una masa de 0.0259 gramos; por ultimo, la
fraccion DRy3 se extrajo con H,O:CH2-Cl, 1:1 v se obtuvieron 0.0608 gramos.
En la tabla IV se indica la masa que se obtuvo de cada fraccion.

Las fracciones obtenidas fueron sometidas al ensayo citotoxico para
celulas cancerosas de colon humano HCT-116. Los resultados obtenidos
muestran que las fracciones DR, DRz, DRs, DRy, y DRi3 no presentan
actividad contra células de cancer de colon , mientras el resto de las fracciones
mostraron una actividad (DLsp) que fluctu6 entre 0.98 y 81 ng mi’, siendo los
valores de actividad mas altas para las fracciones DRs , DRg y DRy con valores
de DLso de 3.8, 0.98 y 3.1 ug ml” respectivamente. Los resultados del ensayo

se muestran en la tabla V.



Tabla V. Actividad contra células de cancer de colon HCT-116 de |as 13
fracciones obtenidas por cromatografia. Se remarcan en negro las fracciones
que presentaron mayor actividad. (NA= No activo)

Fraccién Actividad
DLso (ug/ml)
DR NA
DR NA
DRs NA
DRy 28.2
DRs 3.80
DRs 0.98 N
DRy 3.10
DRs 17.0
DR 52.0
DR1o 10.7
DR 81.0
DRy2 NA
DRi3 NA

Dada la actividad mostrada por las fracciones, se eligieron las fracciones
DRs , DRs y DR; para continuar con la separacion. Debido a que las tres
fracciones presentaron mucha similitud tanto en sus espectros de resonancia
magneética nuclear H* como en el valor de sus relaciones frontales presentadas
en cromatografia en capa delgada (ccd), se juntaron en una sola a la que a

continuacion le llamaremos solamente DRs.




Al tratar de disolver la fraccion DRg en metanol, se encontré con que se
formaba un precipitado café, el cual fue separado y nombrado como DRep: |a
masa de esta fraccion equivale al 57 % de la masa de DRg ; mientras que la
parte soluble se nombro DRss .

La fraccion DRes fue separada mediante un cromatografo HPLC
preparativo Waters mod. DSC serie #98DSC238M con gases He y Ny; y una
mezcla de agua-acetonitrilo 60:40 como eluente. De esta separacion se
obtuvieron 4 subfracciones, las cuales al igual que la fraccién DRep fueron
sometidas a el ensayo citotéxico de células de cancer de colon HCT-116. Los
resultados obtenidos se muestran en la tabla VI, en la cual se observan valores
de DLsp de 722, 52.3, 28.7 y 456 pg ml' para las cuatro subfracciones
provenientes de la fraccion DRgs (DRgs-1, DRgs-2, DRgs-3 Yy DRgs-4
respectivamente), mientras que para el precipitado DRgp se observa una
DLso = 0.085 pug mi". Como se puede observar en |a tabla V , las fracciones
que presentan la mas alta actividad (DRs, DRg y DR;) tienen valores de DLs de
3.8, 0.98 y 3.1 pg ml" respectivamente, esto sugiere que el compuesto
responsable de la actividad encontrada en estas fracciones es el precipitado

DRep, por lo cual se procederd a su elucidacion estructural.



Tabla VI. Actividad contra células de cancer de colon HCT-116 de las 4
subfracciones de la fraccién DRgs y de la fraccion DRgp

Fraccion Actividad
DLso (ng/ml)
DRgs-1 72.2
DRgs-2 52.3
DRgs-3 28.7
DRgs-4 456
DRgp 0.085

3.3 ELUCIDACION ESTRUCTURAL DEL COMPUESTO DRgp

El compuesto DRgp es soluble en sulféxido de dimetilo, poco soluble en
metanol e insoluble en solventes de menor polaridad gue éste. En el espectro
de Infrarrojo se observo una banda tipica de el grupo OH |, por lo que se
considerd necesario realizar una reaccion de metilacion con el fin de eliminar
los grupos hidroxilos (OH") presentes en el compuesto y sustituirlos por grupos
metilos (CHs-) y disminuir asi su polaridad para hacer mas manejable la

muestra.

R -OH + BF3 E; CH30H —> R-0- CH3




En la reaccién de metilacion se hicieron reaccionar 40 mg del compuesto
DRep y se obtuvieron alrededor de 15 mg de producto; tanto el producto
(nombrado DRspm) como el compuesto original (DRsp) se sometieron
Espectroscopia de Absorcion Infrarroja, Resonancia Magnetica Nuclear de H'y
C'® asi como a Espectrometria de masas, de los cuales a continuacion se
muestran los resultados. Las asignaciones de las sefiales encontradas en los
diferentes espectros se hicieron segun las tablas de elucidacion estructural dey

Prestch et al , 1983 y Crews et al, 1998.

3.3.1 ESPECTROSCOPIA INFRARROJO.

En las figuras 5 y 6 se muestran los espectros de infrarrojo de los
compuestos DR6p y DR6pm (compuesto hidroxilado y compuesto metilado
respectivamente).

Las sefales que se pueden apreciar en el espectro de el compuesto
DR6p son las siguientes: una banda intensa en 3291 cm™' que corresponde ala
vibracion longitudinal del enlace O-H de los alcoholes y los acidos carboxilicos;
y al enlace N-H de aminas y amidas; una banda mediana en 2944 cm’”
asignada a la vibracion del enlace C-H de los alcanos; una banda intensa
aguda en 1657 cm™ caracteristica de vibraciones C=0O de los &cidos
carboxilicos; una banda intensa en 1528 cm™ que corresponde a la deflexion
N-H de las amidas monosustituidas; y, una serie de bandas de 1454 a 1074
cm’' cuya asignacion es menos especifica, ya que pueden ser asignadas a
alcanos, alcoholes y grupos aromaticos.

En el espectro del compuesto DR6pm se observan 3 bandas agudas

intensas alrededor de 2900 cm™ que corresponden a la vibracion C-H de los
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alcanos; una banda aguda intensa en 1735 cm™ correspondiente a la vibracion
C=0 de los esteres; y, una banda entre 1100 cm™' caracteristica de los éteres.

En la tabla VIl se muestran las principales sefiales y asignaciones de los
dos espectros; en ella se pueden ver las semejanzas y las diferencias que
presentan ambos compuestos. Lo importante aqui es resaltar las diferencias
que hay antes y después de |la metilacion: se observa que el compuesto
original presenta una banda tipica de grupos oxhidrilo (3291 cm™) que
desaparece después de la metilacion; se observa también que la banda
caracteristicas de grupos carbonilos de &cidos carboxilicos (1657 cm™) se
desplazo ligeramente hacia la region en la que aparecen los grupos carbonilos
de los ésteres (1735 cm™), se observa también que desaparece la sefial
asignada a una amida monosustituida (1528 cm™); y, por Ultimo se observa que
aparece una sefial en 1100 cm™ tipica de los éteres que no se encontraba
definida en el compuesto original.

De lo anterior se puede concluir que el compuesto original contiene en
su estructura a un grupo &cido, una amida monosustituida cuya sefial
caracteristica en 3400 cm-1 puede estar oculta tras la banda ancha del grupo
oxhidrilo y probablemente a grupos alcohol, mismos que dieron lugar
respectivamente a un grupo éster, una amida terciaria, cuya sefial desaparece

al desaparecer el enlace N-H, y a un grupo éter .
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TABLA VII. Principales sefales y asignaciones de espectroscopia infrarroja de

los compuestos DR6p y DR6pm. (v = numero de onda)

DR6p DR6pm
v (cm’) asignacion v(em') asignacion
3291 O-H Alcohol
Acido
2944 C-H Alifatico 2924 C-H Alifatico
1657 C=0 Acido 1735 C=0 Ester
1528 N-H Amida
monosustituida
1100 C-0 Eter

3.3.2 RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR H' (RMNH")

Las figuras 7 y 8 muestran los espectros de RMNH' del compuesto
DR6p y DR6pm respectivamente.

El espectro del compuesto DR6p muestra un triplete en 2.1 ppm que
integra para tres protones que pueden ser asignados a un grupo metilo
alifatico; un singulete en 2.9 ppm que integra para tres protones asignable a un
grupo metilo desplazado a campo bajo probablemente debido a |la cercania con
un atomo de oxigeno, nitrdgeno o a un carbono terciario; en 3.5 ppm se
observa un singulete ancho que integra para dos protones que se puede
atribuir a un metileno desprotegido por la influencia de un atomo de oxigeno o
nitrégeno; un singulete en 3.7 ppm que integra para dos protones que
corresponden a un grupo amino; en 4.0 ppm se observa un singulete ancho
que integra para un proton y que se puede asignar a un CH- desprotegido por

un elemento electronegativo o bien por un anillo aromatico; en 4.4 ppm se
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observa un singulete que integra para un proton que se atribuye a el hidrogeno
de un oxhidrilo; se observa un singulete ancho en 6.63 ppm que integra para un
protén y que corresponde al hidrogeno de un grupo amida; se observa un
multiplete centrado en 7.12 que integra para cuatro protones que se puede
atribuir a un anillo aromatico disustituido en posicion orto; dos dobletes
centrados en 7.46 y 7.76 ppm, que integran para dos protones cada uno, y que
corresponden a un anillo aromatico con sustitucion para.

Las senales observadas entre 0 y 2 ppm no se pueden atribuir a nada en
especifico, es probable que correspondan a una cadena alifatica (grasas) lo
cual es comun en productos naturales.

En el espectro del compuesto DR6pm se observa un triplete en 2.2 ppm
que integra para tres protones que se atribuyen a un grupo metilo alifatico; en
3.2 ppm se observa una singulete que integra para tres protones que
corresponden a un grupo metilo desprotegido por el efecto de un atomo de
nitrogeno, oxigeno o a un carbono terciario; en 3.6 ppm se observa un
singulete ancho que integra para dos protones que corresponden a un grupo
metileno probablemente unido a un atomo de oxigeno o nitrégeno; en 3.92 y
3.95 ppm se observan dos singuletes que juntos integran para nueve protones
correspondientes a grupos metilos unidos a atomos de nitrégeno; en 4.15 vy
419 ppm se observan dos singuletes que juntos integran para seis protones y
que se atribuyen a grupos metilo unidos a atomos de oxigeno; se observa un
multiplete centrado en 7.24 ppm que integra para cuatro protones
correspondientes a un anillo aromatico disustituido en posicion para; centradas

en 7.48 y 7.66 ppm se observan dos sefales dobles de dobles que integran
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para dos protones cada una y que segun su patron de acoplamiento
corresponden a un anillo aromatico disustituido en posicion orto.

En la tabla VIIIl se muestran las semejanzas y diferencias que hay en el
compuesto aislado antes y después de haber sido sometido a la metilacion. Se
puede observar que se mantienen las sefiales correspondientes a los anillos
aromaticos asi como los que fueron atribuidos a grupos metilo y metileno en
campo bajo (2.1, 2.9 y 3.5 ppm); €s necesario mencionar que ambos espectros
se obtuvieron en instrumentos diferentes y fueron disueltos en solventes
diferentes, lo que podria explicar que las sefiales atribuidas a los mismos
atomos se encuentren ligeramente desplazadas de un espectro a otro.

También se observa que las sefiales que aparecen a 3.7, 4.42 y 6.63
ppm en el compuesto DR6p, no se observan en el compuesto DR6pm, y que
en este ultimo aparecen sefiales caracteristicas de grupos CHs-N y CHs-O (3.9
y 4.2 ppm) que no se observan en el compuesto original. Estas sefiales que
integran para quince protones indican la adicion de cinco grupos metilo al
compuesto DR6p durante la reaccidon con el complejo trifluoruro de

boro:metanol.
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TABLA VIII.- Comparacion de las principales sefiales y asignaciones de los
espectros de RMNH" de los compuestos DR6p y DR6pm.(ppm= partes por
millon; M= multiplicidad; s=singulete; d=doblete; t=triplete; sa=singulete ancho;

m=multiplete; dd=doble de dobles

DRép DR6pm
ppm M H' asignacion ppm M H' asignacion
J J
2.1 t 3 CH3-CH, 2.2 t 3 CH5-CH>
2.9 s 3 CHs-Cere | 3.2 s | 3 CHs-Cerc
CHs-O CHs-O
CHs-N CHs-N
3.5 sa 2 -CH»-O 3.6 sa 2 -CH,-O
-CH,-N -CHz2-N
3.7 S 2 C-NH,
4.0 sa 1 CH-N
CH-O
CH-Ar
3.92 S 3 CHa-N
B 395 s 6 CHa-N
415 s 3 CHs-O
419 s 3 CHs-O
4.4 s 1 -OH
6.6 sa 1 O=C-NH-
712 t 4 0-Ar 7.24 m 4 p-Ar
12.4 10.8
7.46 d 2 p-Ar 7.48 dd 2 0-Ar
986 9.0
7.67 d 2 p-Ar 7.66 dd 2 0-Ar
9.6 _ 9.0
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3.3.3 RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR "C (RMN"C)

En la figura 9 se muestra el espectro de RMN™C del compuesto
DR6pm. Debido a la baja solubilidad del compuesto DR6p y a que la RMN'C
requiere de una mayor cantidad de muestra (aproximadamente 20 mg), no fue
posible obtener el espectro de RMN™C del compuesto original.
Las sefiales observadas entre 0 y 25 ppm no fueron asignadas y se
atribuyen a la cadena alifatica ya mencionada en los espectros de RMN H',
El espectro del compuesto DR6pm muestra lo siguiente: una sefial a
28.9 ppm que se atribuye a el carbono de un grupo metilo alifatico; una sefal a
29.7 que corresponde a el carbono de un grupo metilo probablemente unido a
un carbono terciario; 3 sefiales a 29.8, 30.4 y 31.9 ppm asignadas a carbonos
de grupos metilos que pueden estar unidos a atomos de nitrégeno; una sefal a
34 ppm atribuida a un carbono de un. grupo metileno que puede encontrarse
unido a un atomo de nitrégeno; una sefal a 38.7 ppm asignada a un carbono
secundario unido a un atomo de nitrégeno; 2 sefiales a 66.8 y 68.1 ppm que se
atribuyen a carbonos de grupos metoxilo: 4 sefiales a 128.8, 130, 1308 y
132.4 ppm correspondientes a carbonos de anillos aromaticos: una sefial a 169
ppm asignada a un carbonilo de un grupo amida; y, una sefial a 173.5 ppm

atribuida a un carbonilo de un grupo éster.



e
_ _GlEBC

Y B

. eniEe

. BLOVE

EO0PTE gegrie T

gigee
69189

zig'szl
- 000°0EL

'BBIDEL
- Z9PTEL

. goBSL
gigerp

38

20

Figura No. 9.- Espectro de Resonancia Magnética Nuclear-C'® del compuesto DRgpm



En la tabla IX se muestran la principales sefales de RMN'™C del
compuesto DR6pm. En ella se confirma la presencia de dos carbonos de
grupos metilo en el compuesto original (sefiales en 28.9 y 29.7 ppm); asi como
un carpono de un metileno unido a un atomo de nitrégeno (34 ppm); un CH-
unido a un atomo de nitrogeno (38.7 ppm) y un grupo amida (169 ppm),
mismos que ya habian sido asignados en el espectro de RMNH'.

Se confirma la presencia de cinco carbonos de grupos metilo (29.8, 30.4,
31.9, 66.8 y 68.1 ppm) adicionados a la molécula durante la reaccién de
metilacion y se observa ademas la presencia de un grupo éster (173.5 ppm)
que puede ser producto de la metilacion de un acido carboxilico que ya se
habia detectado en el espectro infrarrojo pero no se observa en RMNH',
probablemente debido a que el protén del acido carboxilico se intercambia con
bastante rapidez con los protones de los solventes polares como el metanol y
puede no observarse en el espectro (Crews et al 1998).

Se observa también que solo se detectan 4 atomos de carbono de los
dos anillos arométicos, esto se debe a que los anillos aromaticos tienen cierta
simetria y ademas la cantidad de muestra utilizada no fue suficiente para

detectar a todos los atomos de carbono, sobre todo los cuaternarios.

39



Tabla IX. Principales sefiales observadas en el espectro de RMN'™C del

compuesto DR6pm y sus asignaciones.

Ppm Asignacion
28.9 CHs-C
29.7

29.8 CHsN
30.4

31.9

34.0 C-CH»,-N
38.7 -CH-N
66.8

68.1 CH5-O
128.8

130.0 Anillos
130.8 Arométicos
132.4

169.0 O=C-N
173.5 -COOC-
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3.3.4 ESPECTROMETRIA DE MASAS.

En las figuras 10 y 11 se muestran los espectros de masas de los
compuestos DR6p y DR6pm respectivamente.

En el espectro de masas del compuesto DR6p se asignaron las
siguientes sefales: el ion molecular M* m/e 341; una sefial que corresponde
al pico base a m/e 323 que corresponde a el fragmento [M*-18] debido a la
pérdida de agua caracteristica de los alcoholes; y una sefial a m/e 313 que
corresponde a el fragmento [M*-28] por la pérdida de C=0.

En el espectro de masas del compuesto DR6pm se observa la sefal del
ion molecular a m/e 413. La técnica utilizada para la obtencion de este espectro
fue EIMS (Electrospray lonization Mass Spectrometry); cuando se utiliza esta
técnica de ionizacion, la masa obtenida para el ion molecular es [M+1], por lo
que se considera que la masa del compuesto DR6pm es 412; una de las
caracteristicas de esta técnica de ionizacion es la produccién de pocos
fragmentos, debido a que es una técnica de ionizacion suave; en este caso se
observan sefales a m/e 301, 189, 171 y 153; las cuales no se asignaron a

ningun fragmento en especifico.
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3.3.5 DETERMINACION DE LA FORMULA MOLECULAR DEL COMPUESTO

DR6pm.

La informacion obtenida de los espectros realizados indica lo siguiente:

En el espectro de RMNH' se integraron un total de 32 &atomos de
hidrogeno (Tabla VIII).

En el espectro de RMN'™C se observaron 15 sefales (Tabla IX);
considerando que por RMNH' se detectaron dos anillos de los cuales por
RMN™C solo se observan 4 atomos de carbono, se suman 8 atomos mas para
acompletar los 12 4tomos de los dos anillos. También por RMNH' se detectd la
presencia de un protén unido a un carbono terciario cuya sefial no se observo
por RMN™C, sumando éste a los anteriores, se tienen un total de 24 4tomos de
carbono presentes en la molécula.

Tanto por IR como por RMNH" y RMN'C se detecto la presencia de
atomos de nitrégeno. En la tabla IX se observan 6 sefiales en las que estan
involucradas atomos de nitrogeno (29.7, 29.8, 30.4, 31.9, 34.0 y 38.7), sin
embargo varias de ellas pueden referirse al mismo atomo. Por IR se determiné
la presencia de una amida monosustituida en el compuesto original, misma que
desaparece después de la metilacion. Basandonos en esto, se considera que 3
sefales de la tabla IX corresponden a un solo atomo de nitrégeno, estas son
las del grupo amida (169 ppm), la del metileno (34 ppm) y uno de los metilos
adicionados en la reaccion de metilacion (29.7 a 31.9 ppm). Las otras tres
sefiales deben ser del mismo atomo de nitrégeno el cual corresponde a una
amina en el compuesto original al que se le adicionaron dos grupos metilos

durante la metilacion; esto concuerda con la regla del nitrogeno que dice que
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un compuesto de masa par debe contener un numero de atomos par de
nitrogeno; se considera asi, que la molécula tiene dos atomos de nitrégeno en
su estructura.

Se sabe tambien que en la molécula hay atomos de oxigeno que se
pueden distribuir de |la siguiente manera: dos atomos en el grupo éster, uno en
el grupo amida y uno mas en el grupo alcohol que dio lugar a uno de los grupos
metoxilos formados en la metilacion (sefales a 66.8 y 68.1 ppm en RMN'C) lo
que da un total de cuatro atomos de oxigeno presentes en la molécula. Aunque
en la tabla IX se presentan dos grupos metoxilos, uno de ellos corresponde al
grupo éster del cual ya se habian considerado los dos atomos de oxigeno.

En resumen la formula molecular propuesta para el compuesto DR6pm
es:

CaH:N204
De masa molecular de 412, tal como fue detectada por espectrometria de

masas.
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3.3.6 DETERMINACION DE LA FORMULA MOLECULAR DEL COMPUESTO

DR6p.

La informacion obtenida en los espectros realizados indica lo siguiente:

En el espectro de RMNH' se integraron 21 atomos de hidrogeno (tabla
VIll) a los cuales se suma un atomo mas correspondiente a un 4cido
carboxilico cuya presencia se detectdé en el espectro de infrarrojo y fue
confirmada por RMN™C del compuesto metilado, dando un total de 22 atomos
de hidrogeno presentes en la molécula.

No se cuenta con el espectro de RMN'C del compuesto DR6p, sin
embargo se sabe que en la reaccién de metilacién se adicionaron 5 grupos
metilo; de tal manera que restando estos 5 atomos a los 24 que contiene el
producto metilado, nos da un total de 19 atomos de carbono presentes en la
molécula.

En cuanto a los atomos de nitrégeno y oxigeno, no se consideran
variaciones con respecto al compuesto metilado, lo que nos indica 2 4tomos de
nitrogeno y 4 atomos de oxigeno en la molécula.

En resumen la formula molecular propuesta para el compuesto DR6p es:

CiHx2N,0,
Con una masa molecular de 342. La masa obtenida por espectrometria de
masas para este compuesto es de 341: se considera entonces que este valor
obtenido corresponde a el ion [M* — 1], lo cual es comun en los compuestos
que tienen grupos oxhidrilo, o tal vez se deba a la pérdida del protéon del acido

carboxilico al disociarse en metanol.
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3.3.7 ESTRUCTURA QUIMICA PROPUESTA PARA EL COMPUESTO

DR6pm.

De el analisis hecho hasta el momento se pueden identificar las

siguientes subestructuras del compuesto:

e Un anillo aromatico disustituido en @

posicion orto

¢ Un anillo aromatico disustituido en

posicion para

e Un grupo ester

o Una amida disustituida

e Un grupo metoxilo

e Un grupo metileno

¢ Un grupo amina

e Cinco grupos metilo

e Un carbono cuaternario

O

CH3-COO-

v
“C-Nx,
I
0

-OCH3

CHys
> cH-NC

-CHz, -CHs, -CHs, -CH;, -CH;

47



Se calculo el numero de instauracién con la formula:

No.Insat=(2C + 2) — (H+ N)
2

Esto nos da un valor de 10 insaturaciones segun su formula molecular,
las cuales corresponden a los dos anillos aromaticos (4 insaturaciones cada
uno) y los 2. grupos carbonilos, por lo que no hay cabida para ninguna

formacion anular extra.

Por todo lo anterior se propone la siguiente estructura para el compuesto

DR6pm (figura 12).

Figura 12. Estructura quimica propuesta para el compuesto DRgpm

Los carbonos 1, 18, 22, 23 y 24 corresponden a los metilos adicionados en la

reaccion con trifluoruro de boro:metanol.
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3.3.8 ESTRUCTURA QUIMICA DEL COMPUESTO DR6p.

Del analisis hecho hasta el momento se pueden identificar las siguientes

subestructuras del compuesto:

Un anillo aromatico disustituido en

posicion orto @

v N

e Un anillo aromatico disustituido en
posicion para @
e Un grupo acido -COOH
e Una amida -C-NH
e Un grupo alcohol -OH
e Un grupo metileno -CH,-
e Un grupo amina CH-NH,
I

¢ Un carbono cuaternario = i

La estructura propuesta para el compuesto DR6p se muestra en la figura 13.
Esta estructura es la misma que se obtiene al eliminar los grupos metilos
del compuesto DRgp adicionados en la metilacion y sustituyéndolos por atomos

de hidrogeno.
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Figura 13. Estructura quimica propuesta para el compuesto DR6p.

Se realizé una busqueda del compuesto seglin su peso molecular en la
base de datos Antibase 2.0 en la Universidad de California en San Diego, en la
cual se encontraron 43 compuestos con dicho peso molecular y ninguno de
ellos corresponde a la estructura propuesta para el compuesto Drgp , lo que

indica una alta probabilidad de que se trate de un compuesto nuevo.
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4. CONCLUSIONES

1.- Se logré el aislamiento de un compuesto activo contra células de cancer
de colon HCT-116 a partir de la esponja marina Delaubenfelsia

raromicrosclera. La actividad del compuesto aislado es alta con un valor de

LCs0=0.085 ug/ml.

2.-Se propone que el compuesto aislado puede ser el

acido orto- [isopropanolamina-(p-bencil-N-etilamida)]-benzoico.

5. RECOMENDACIONES:

La formula propuesta para el compuesto aislado no se encuentra
reportada y su actividad es alta (la mayoria de los compuestos tienen valores
de LCsp en el orden de unidades y decenas de pug/ml) se recomienda continuar
con la investigacion hasta llegar a obtener suficiente compuesto para confirmar
la estructura exacta apoyandose en técnicas bidimensionales de Resonancia
Magnetica Nuclear. También se recomienda buscar las condiciones para
cristalizar dicho compuesto para hacer los estudios de difraccion de rayos x de

monocristal.
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