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ESTA TESIS SE REALIZO .EN EL INSTITUTO DE CIENCIAS DEL MAR Y -

LIMNOLOGIA Y EN EL INSTITUTO DE QUIMIQA DE LA UNIVERSIDAD NA-

CIONAL AUTOMOMA DE MEXICO, BAJO LA DIRECCION DE LOS DOCTORES
GERARDO GREEN MACIAS Y TIRSO RIOS CASTILLO.



INTRODUCCION

Durante muchos afios el hombre ha pretendido utilizar va-
rias clases de organismos marinos como agentes medicinales, -
debido a que han sido utilizados desde tiempos -ancestrales co
mo fuentes de firmacos y excipientes farmacéuticos. En compa
racidn con el gran niimero de productos quimioterapéuticos ob-
tenidos directa o indirectamente de organismos terrestres, --
muy pocos provienen de fuentes marinas y probablemente no mas
de una docena se utilizan en la terapia cotidiana. Sin embar
go ha surgido el interés por los ocfanos como fuente poten---
cial de nuevos fiarmacos, lo cual ha estimulada la actividad -
en el campo de la investigacién y la clinica. E1l desarrollo
de la quimica, la farmacologla y las ciencias marinas han fa-
cilitado la investigacibn del hasta ahora no utilizado oceédno
como fuente de nuevos firmacos. Sin embargo apesar de este -
desarrollo, la gran potencialidad de los océanos como fuente
natural de nuevos fidrmacos no ha sido considerada en el ambi-
to industrial. Existen varias razones que provocan esta Si--
tuacidn, éstas incluyen los problemas de colecta, almacena---

miento y aislamiento de constituyentes activos de los organis



mos, asi como su evaluacifn clinica y procesamiento, los cua--

les carecen de un financiamiento adecuado.

Dentro de la potencialidad de los oc&anos como fuente de
farmacos, debemos considerar el amplio panorama de los metabo
litos quimicos presentes en las aguas de1 mar y organismos ma
rinos, tales como los antimicrobianos, antitumorales, anticoa
gulantes y antivirales (los cuales se han obtenido principal-
mente de algunas algas y esponjas marinas), antiulcerosas, --
hemoliticos, analgésicos, agentes antihiperlipémicos y cardio
inhibidores, estimulantes, depresores )y varios fungicidas e -
insecticidas, que se han aislado de organismos marinos tales
como las gorgonias, anélidos y moluscos, asg cgmo algunos ad-
yuvantes v estabilizadores farmacéuticos. 12, 46 Cuya concen
tracién y distribucibn en los ocednos varia de un lugar a ---

otro Yy esti determinada por la flora y la fauna residente del

lugar.



FUNDAMENTACION DEL TEMA

Se han reportado alrrededor de cien compuestos organobro
mados de origen natural y solamente uno de estos no ha sido -
aislado de organismos marinos. Estos compuestos pertenecen a
diversas clases quimicas tales como: fenoles, pirroles, indo-
~les, sesquiterpenos, diterpenos y heterociclos polinucleares;
los cuales parecen Ser caracteristicos del ambiente marino ¥y
han sido encontrades principalmente en algas. Varios mono-
terpenos, sesquiterpenos y diterpenos bromados han sido aisla
dos de la glindula digestiva de moluscos del género ---------
Aplysia 1 , pero algunos experimentos han revelado que la”prg
sencia de estos compuestos se debe a que este molusco se ali-
menta de algas. Otro grupo de organismos marinos que junto -

con las algas son ricos en compuestos bromados son las espon-
37, 45

jas.

Las esponjas de la familia Aplysinidae han promnorcionado
una serie de compuestos con propiedades antimicrobianas, los
cuales pueden ser considerados como metabolitos de 1la 3,5-di-

33
bromotirosina. En la figura 1 se muestran las estructuras.
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Figura 1. Bromocompuestos derivados de la tirosina.



Los primeros dos miembros de la serie fueron aislados --
del extracto metanflico de las esponjas marinas Aplysina -----
fistularis y Aplysina cauliformis por Sharma y Bur-kholder, --

9, 40
(1967) . La imposibilidad de convertir {(I) en {(II) por --

reaccién con metanol bajo varias condiciones permitié a los in
vestigadores considerar que el cetal (II) es un productb natu-
ral y n0<un derivado del compuesto (I), generado durante el --
proceso de extraccidn. 4 Andersen y Faulkner (1973), aisla--
ron del extracto de una especie no descrita del género ----~---
Aplysina la dienona (I) y el cetal (III), de este 4ltimo se ob
tuvo finalmente una mezcla de didsteroisomeros. Esto sugiere
que el cetal (III) no es un producto natural, por lo que di---
chos in{estigadores proponen que la dienona {(I), el dimetoxice
tal (II) y el cetal (III) pueden derivarse de un intermediario
como el epdxido (XI), por adicibn 1,4 de agua, metanol o eta--
nol durante el proceso de extraccién.
16

La aeroplisinina-1 (1IV), fue el primer compuesto iso-
nmero dextrarrotatorio aislado de la esponja Aplysina ---------
aerophoba, 1a cual también contiene la dienona I, la lactona -

31 34 .
VI y los demis complejos VII y VIII. Fulmor y colaborado



res (1970), aislaron de 1la esponja Ianthella ardis el enantio-

mero levogiro de la aeroplisinina-1, para la cual proponen la
19

configuracidén absoluta V, en base a los datos quimicos encon

trados. La estructura y configuracidén absoluta de ambos enan-

tiomeros ha quedado bien establecida por estudios de ravos X.

La aeroplisinina-1 (IV) posee propiedades antimicrobia--
nas y actividad antitumoral, e¢s el primer ejemplo de un 1,2-di
hidroareno-1, 2-diol que se presenta naturalmente y el cual pue

16
de ser biosintetizado por la ruta del epdxido.

El sistema espiro de los metabolitos bromados mas comple

jos (VII) y (VIII), aislados de la esponja Aplysina thiona por

Moody (1972), pueden provenir de un ataque nucleofilico por --
una funcién oxima sobre el ep6xido como se muestra en la figu-

ra 2.
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Figura 2. Hip6tesis biogenética para la formacién del --
sistema espiro en la aerotionina y el nitrilo
de la aeroplisinina-t.

Esto sugiere que los nitrilos pueden derivarse in vivo -
de o¢-aminodcidos via o-ceto y eot-oximinolcidos. Cimino ~---
(1975), propone que el fdcido e<-oximinico (XI1) puede ser tanm-
bién un probable precursor del nitrilo de la aeroplisinina-1 -
(IV y V), como se indica en (XIII), ademfis sostiene esta hipé-

tesis por el aislamiento de &cido oximinopirdvico (XIV) de la
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esponja Hymeniacidon sanguinea.

El compuesto (IX) de la figura 1 ha sido aislado de la -

esponja Aplysina lacunosa, es el primer bromocompuesto consti-

tuido por dos anillos de oxazolidona obtenido de un organismo
4
marino. Rinehart (1975), aislé de 1a esponja marina -------

Aplysina aurea el compuesto (X}, de acwuerdo a las estructuras

de los metabol}tos bromados de las esponjas de la familia ----
Aplysinidae, se observa que la cadena alifdtica aparece en po-
sicidén para con respecto al grupo hidroxilo flanqueado por los
dtomos de bromo. Una analogia de este arreglo 2l esqueleto de
la tirosina, se aprecia en la conversibn del dcido 4-hidroxife
nilpirdvico al 4cido 2,5-dihidroxifenilacético (4cido homogen-
tisico), catalizada por 1la enzima parahidroxifenilpiruvato hi-

3, 38
droxilasa de acuerdo al siguiente esquena.

@mz-g-coz‘f -————-—----02 0 mz-g-cozn et

-C-H

Oy e oo e

0'H
(2)

Esquema que muestra la conversibn del Acido 4-hidroxife-
nil pirGvico (1) al 4cido homogentisico (2).



Esta via biosintética ofrece una explicacifén plausible -

para la formacién de la dienona (I) de la figura 1.

Todos los metabolitos bromados de las aplysinas parecen

ser biosintetizados a partir de la 3,5-dibromotirosina, la ---
23
cual se ha encontrado en las proteinas de las esponjas. -

Probablemente las cadenas centrales metilénicas de la aerotio-
nina (VII) y la homoaerotionina (VIII) se derivan de los amino

15, 41
&cidos ornitina y lisina, respectivamente.

1

De Rosa (1973), suministré (U- 4C)-L-tirosina radiactiva

a la esponja Aplysina aerophoba con ‘el fin de incorporarla a

los compuestos derivados de la 3,5-dibromotirosina, sin lograr

su objetivo. Se intenté también incorporar (U°14

C)-L_ornitina
y (CH3-14C)-metionina, obteniéndose los mismos resultados, ya
qué finalmente se encontr§ que estos aminodcidos marcados eran
utilizados por la esponja para la sintesis de 4cidos grasos. -
Posteriormente Tymiak y Kenneth (1981), demostraron que estos

bromocompuestos si provienen de la dibromotirosina, para ello

utilizaron fenilalanina y tirosina marcadas, las cuales fueron
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encapsuladas en liposomas, y observaron su conversifn a la die
nosa (I), asi como el arreglo para la formacién de dibromohomg

gentisamida de acuerdo al siguiente esquema:

H
Ponilalanina BromOperoxidaaaA
hidroxilasa -
Ha~CH-COH ox=lasa cﬂz-ﬁ-coax
NH, 2
H H
Br Br (0x) R Br © -CCs
o -H,0
CHp~CH~CO cng-ﬁ—cozn
FH> (834
i H
Br.
(H0) N (0x) R
CHp~CN CH,~COFH,
Br Br
" HO™ CHo-CONH, cas
/l Br Br m@m
Ny~ CH =007,
o OCH3

Ruta biosintética para la formacién de fcnoles y quino--
nas bromadas en la esponja Aplysina fistularis.
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Respecto a estos bromocompuestos también se ha proouesto
un origen dietético. Chantraine (1973), aislé los ésteres bro
mados (XV) y (XVa) del extracto de la alga roja Halopytis ---
incurvus. Esto pone en evidencia la posibilidad de que los --
compuestos bromados aislados de las esponjas, fueran original-
mente producidas por las algas. Ademis, se debe enfatizar que
las esponjas marinas alojan simbibticamente bacterias y algas
en su interior. Green (1977), propone una funcién dual ofensi
va y defensiva de las sustancias antimicrobianas en la vida de
las esponjas; el mecanismo ofensivo que ayuda en la nutricidn,
inactivando las bacterias antes de ser ingeridas; y el mecanis

mo defensivo controlando las infecciones microbianas.

cu3 CHz
Br Br Br Br
032—0020'33 ﬁﬂ
cH 0’0‘"0 oY
XV 3 vVovis
XVa

Figura 3. Bromocompuestos 2aislados del alga roja
Halopytis incurvus.
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Cimino (1975), clasific6 los compuestos provenientes de
ciertas esponjas en base a sus caracteristicas moleculares co-
mo: A) bromocompuestos relacionados con la 3,5-dibromotirosi-
na; B) furano terpenos lineales y () derivados bromopirroli-
cos, También encontr6 que la ocurrencia de cada grupo de com-
puestos biosintéticamente relacionados, especialmente los dos
primeros, estidn restringidos a unarserie de especies taxonfmi-

camente relacionadas.

Los compuestos bromados relacionados con 1a 3,5-dibromo-
tirosina parecen estar relacionados con la familia Aplysinidae
y el género lanthella, como se puede observar en la tabla 1, -
en la cual se muestra la distribucibn de los tres tipos de com
puestos. Los compuestos del tipo B se encontraron principal--
mente en las esponjas de ias familias Spongidae a Aplysillidae.
Mientras que los compuestos del tipe C se presentan en las es-

ponjas de las familias Agelasidae y Axinellidae.
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Compuestos del Tipo
A B C
Orden Dictyoceratida
Familia Aplysinidae
Aplysina Aerophoba
Aplysina archeri
plysina cauliformis
Aplysina fistularis
Aplysina thiona

+ 4+ 4+

Familia Dysideidae
Ianthella ardis
Ianthella sp. . Ly
Dysidea avara

Dysidea pallescens +

+

+

Familia Spoangidae
Spongia nitens
Sponglia officinalis
Spongia agaricina
Hippospongia communis

Ircinia fasciculata

E aaian hnens. asmad
Ircinia oros
Ircinia spinosula
Ircinia variabilis

+ 4+t et

Familia Aplysillidae )
Pleraplvsilla spinifera +

Orden Poecilosclerida -

Familia Agelasidae
Agelas oroides

Agelas sp.
Orden Axinellida

Familia Axinellidae
Phakellia flabellata +
Axinella damicornis

Tabla 1. Distribucién de compuestos del tipo6A, By C-
en esponjas marinas. (Cimino 1975)
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Los compuestos bromopirrolicos aislados de las esponjas

Agelas y Axinella se muestras en la figura 4.

Br Br Br
ll ” “ ll “ u
Br g COpH Br “~g- oN Br "y comm,
I
" i {
7vT XVIT XVITI
Rp
A Br. ?
0 [ﬂ—/r*g‘”‘n’m?-
¥H
XX Ry= Rp=Br XXII

Figura 4. Bromopirroles aislados de las esnonjas marinas
Agelas y Axinella.

Forenza (1971), aisldé los bromopirroles (XVI), (XVII) ¥y

(XVIII), de la esponja Agelas oroides, 1a cual tambi&n contie-

ne grandes cantidades de oroidina (XIX). La oroidina también
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se ha encontrado en las esponjas del género Axinella, siendo -
dos especies las mids representativas A. damicornis y A. ------
verrucosa. Sharma y Bur-kholder (1971), aislaron la dibromopa
quelina (XX) y la 4-bromopaquelina (XXI) de la esponja -------

Phakellia flabecllata, estos compuestos presentaron actividad -

antimicrobiana contra una gran variedad de microorganismos. -
Stempien (1972), aisl6 la 4-bromopirrol-2-carbonil guanidina -
(XXI1) de una especie no identificada del género Agelas. La -
presencia de estos bromopirroles en las esponjas de los géne--

ros Agelas y Axinella, hacen suponer una relacién entre ellas,

Sharma (1972), aisl16 dos fenoxifenoles bromados (XXIII)
y (XXIV) figura 5, activos contra bacterias gram positivas y -

negativas, de la esponja Dysidea herbacea. Van Lear (1973), -

aisl16 dos bromopirroles (XXV) y (XXVI) figura 5, con actividad

antimicrobiana de la esponja Polyfibrospongia maynardii.
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3r Br Br
AT SIEE S
Br 2O

XAITT XxIV
g
Br ﬁ\R
or l XXV R=CHj
XIVI R=H

Figura 5. Bromocompuestos aislados de las esponjas -----
Dysidea herbacea y Polyfibrospongia maynardii.

D'Ambrosio (1982), report6 el aislamiento de la carnico-
lina-1 y -2 (XXVII) figura 6, una mezcla recémica de bromocom-
puestos con una lactama lateral, de 1a esponja Aplysina ------
cavernicola. Cimino (1983), reporté tres nuevos compuestos --
(XXVIII), (XXIX) y (XXX) figura 6, aislados de la esponja ----

Aplysina aerophoba. La isofistularina-3 (XXVIII) present§ ac-

tividad citot6xica in vitro en c€lulas KB, siendo la dosis ---
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efectiva de 4 mcg/ml. La hidrolisis 4cida de 1la aerofobina-1

(XXX) d4 histamina (XXXI).

Br
XXVII
CH3 0053
Br Br
HO
N== -Cﬂz-?B-CHg-O—@-?!-wz-m
CHx XXVIXI
Br:
HO

= ‘@2""32'052'( >,,,,2
n
- t
| S
it SR 4

Figura 6. Bromocompuestos aislados de 1la esponja marina
Aplysina aerophoba (Cimino 1983).




En base a las caracteristicas morfolbégicas de las espon-
jas de la familia Aplysinidae Wiedenmayer (1977) y Van Soest
(1978) sigirieron una clasificacién de esta familia en tres -
géneros: Aplysina (Nardo), Verongula (Verril) y Aiolochroia -
(Wiedenmayer). Posteriormente Makarieva (1981), traté de es-
tablecer diferencias en cuanto a la composicién quimica de --
los extractos de las especies de estos géneros, pero no encon -
trd diferencias en el contenido de derivados bromados de la -
tirosina entre las esponjas de los géneros Verongula y ------
Aiolochroia, sin embargo no todas las esponjas del género ---
Aplysina presentaron aeroplisinina-1, lo que hace suponer que
existen variaciones en la composicifén quimica entre especies
similares o la misma especie, como resultado de los factores

ecolégicos.

Kanakapura (1982), encontr$ que la 2,6-dibromobenzoquing
na (XXXII) figura 7, aislada de la esponja Aplysina --------
fistularis (Krejcarek 1975), inhibia la actividad de la RNA
polimerasa II del germen de trigo, y pone en evidencia que la

dibromobenzoquinona cfectGa esta inhibicién previniendo 1a --
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iniciaci6én de la sfntesis de la cadena de RNA, pero no su ---

elongacioén.

Br Br
XXIT

Figura 7. 2,6-dibromobenzoquinona aislada de la esponja
Aplysina fistularis,

Estudios recientes realizados por Gorshkov (1982), mues-
tra que los bromocompuestos aislados de esponjas de la fami--
lia Aplysinidae inhiben la actividad ATPasa de la bomba de --
socdio-potasio y que esta inhibicién depende 49 la concentra--
ci6n y la estructura quimica de los compuestos empleados, por
lo que pueden considerarse una herramienta valiosa en el estu

dio de los mecanismos de transporte a través de membrana.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La basqueda de nuevos compuestos con actividad antimicro
biana ha adquirido relevancia en la actualidad, débido a que.
los firmacos presentes en el mercado se han utilizado indis-~-
criminadamente, creando resistencia en las poblaciones micro-
bianas. Ante tales consecuencias se ha hecho necesario el.--

descubrimiento de nuevos compuestos de este tipo.

Las esponjas marinas alojan una gran cantidad de bacte--
rias en sus canales y se ha visto que no son atacadas por es-
tas altimas, lo cual hace pensar que poseen ciertos mecanis--
mos de defensa. Ante tales evidencias se propone el estudio
quimico de los metabelitos con actividad antimicrobiana de la
esponja marina Aplysina sp., con el fin de contribuir al cono
cimiento de las sustancias quimicas potencialmente fitiles co-

mo agentes antimicrobianos de origen marino.
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OBJETIVOS

El presente trabajo pretende contribuir al conocimiento
de nuevos compuestos de origen marino con actividad farmacold
gica, -especificamente-antimicrobianos, que se han detectado -
en forma cualitativa en trabajos preliminares realizados por
Cruz (1984) y Green y colaboradores (1984), desglosindose en

los siguientes aspectos:

1) Aislamiento y purificacién de las sustancias antimi

crobianas de la esponja Aplysina sp.

2) Identificacién de las sustancias antimicrobianas de

la esponja Aplysina sp.

3) Ensayos de actividad antimicrobiana a los compues-

tos obtenidos.
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HIPOTESIS

De acuerdo a los reportes de Minale (1976) y Faulkner --
(1977), los compuestos quimicos aislados de las esponjas de -
la familia Aplysinidae son principalmente derivados bromados

de la tirosina y esteroides.

Kelecom (1979), encontré que mientras los bromocompues--
tos derivados de la tirosina representan alrededor del 25% --

del extracto crudo total de la esponja Aplysina aerophoba, co

lectada en el Mediterraneo, las especies del Brasil carecen -
de tales metabolitos bromados. Varias esponjas del gé&nero --
Aplysina de Brasil fueron colectadas en diferentes lugares y

periodos de tiempo, sin presentar estos metabolitos

Por las evidencias presentes se espera que los compues--
tos quimicos con actividad antimicrobiana de la esponja -----
Aplysina sp., sean bromolactonas o bromocompuestos derivados
de la tirosina, ya que se ha visto que las aplysinas del Cari

be también presentan compuestos de este tipo.
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MATERIAL Y METODO

1) Descripcifn de la esponja Aplysina sp.

Esponja incrustante o masiva con varias proyecciones lo-
bulares, con una longitud de 7 a 18 mm. Su color en vivo es
amarillo ocre, preservada en alcohol se torna morado oscuro.
Su consistencia es poco compresible y compacta. Presenta una
superficie lisa en partes y finamente canulosa en otras. Sus
§sculos son muy aparentes y estidn situados en el extremo supe
rior de cada 16bulo de la esponja. Su esqueleto estd compues
to por fibras de espongina de color ambar, las cuales tienen
una médula en el centro.

Se colectd en Mazatlln, Sinaloa y Zahuatanejo, Guerrero,

en el mes de marzo de 1982.
2) Preparacifn del extracto crudo de la esponja.

Se macerd la esponja con 200 ml de metanol, en un homoge

nizador Waring Commercial de una velocidad durante 20 minutos.
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Al homogenizado se le adicion8 suficiente metanol para comple
tar un volumen de 3.0} y se dej6 reposar 72 horas a tempera-
tura ambiente en un matraz Erlenmeyer de 5.0 1. Se centrifu-
gd en una centrifuga DYNAC a 4,000 rpm durante 15 minutos. -
El sflido fug lavado posteriormente 8 veces con 200 ml de me-
tanol. Se hizd un extracto crudo concentrando la totalidad -

de los sobrenadantes a presibn reducida.
3) Pruebas de antibiosis.

Los ensayos de actividad antimicrobiana se hicieron por
difusi6én en placa utilizando medio de cultivo Mueller Hinton
(Bioxon). Se utilizaron placas de 10x2 ém y 10 ml1 de medio -
esterilizado a 121° y 15 libras dé presi6n durante 15 minutos.
‘Las pruebas se realizaron impregnando discos estériles de pa-
pel filtro Whatman # 42 de 6 mm de didmetro con 0.1 ml de ex-
tracto. Los microorganismos de prueba fueron: -------------

Staphylococcus aureus, Salmonella typhimuruim, Klebsiella ---

pneumoniae, Escherichia coli y Trychophytum mentagrophites.
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4) Cromatografia del extracto.

E1 extracto crudo se coloc6é en una columna cromatografi-
ca de 2.5 cm de diametro por 80.0 cm de altura, empacada con
120 g de gel de sfilice de 60 a 200 mallas (Merck); utilizando
como eluyentes, hexano, benceno, eter, acetato de etilo y me-

tanol, en orden creciente de polaridad.

S) Purificaci6n e i&entificaciﬁn de las fracciones -
activas.

La purificacién del producto se realizé por sublimacidn.

Los puntos de fusifn se determinaron en un aparato Fisher ---
Johns y no estdn corregidos. Los espectros de I. R., se de--
terminaron en un espectrofotdmetro Perkin-Elmer, modelo 337 6
21, en pelficula. Los espectros de R.M.N., se determinaron en
un espectrofotémetro analitico Varian A-60A y HA-100, en DMSO.
Los desplazamientos quimicos (4 ) estin dados en ppm, referi-
dos al tetrametilsilanoc. Los espectros de masas se determina

ron en un espectrdmetro Hitachi Perkin-Elmer, modelo RMU-6D.
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DESARROLLO
1) Desarrollo del trabajo.
a) Preparacién del extracto crudo de la esponja.

Se limpi6é la esponja para eliminar los organismos que se
alojan en los canales y la superficie, Una vez limpia, se --

procedio a cortarla en pequefios trozos.

Se suspendieron 306.2 g de esponja hiimeda con 3.0. 1 de -
metanol y se dejé en maceraciém 72 horas. Se elimin6 el di--
solvente del extracto a sequedad, obteniéndose un residuo pas
toso de color café, cuyo peso fie de 29.2 g. Este rediduo --
fué resuspendido en 200 ml de agua y extraido con hexano, clo
roformo y acetato de etilo, -sucesivamente. A cada uno de los
extractos obtenidos se les eliminé el disolvente a sequedad,

obteniéndose unos residuos pastosos de color café claro.

b) Pruebas de antibiosis.
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Las pruebas de antibiosis se hicieron sobre microorganis

mos en medio sdlido, por medio de sensidiscos.

Para efectuar la prueba se procedidé de la siguiente mane
ra:

i) En los discos de papel filtro se concentraron 0.1 ml
de cada uno de los extractos, y se dejaron secar a temperatura

ambiente.

ii) A cada uno de los discos se le agregaron 5 gotas -
de cloroformo para evitar su contaminacifn microbiana. Se de-

j6 evaporar el cloroformo.

iii) En el medio s6lido en cajas de petri se sembraron
los microorganismos de prueba con un hisopo estéril, por es---

tria cerrada.

iv) Se colocaron los discos, separados de tal manera --
que en caso de haber inhibici6n, ésta fuera percibida claramen
te ¥ no se presentara sobreposicifén de los halos (midximo 4 dis

cos en cajas de 10x2 cm).
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v) Se utiliz6é un testigo el cual llevaba solamente di--

solvente y cloroformo evaporado.

vi) Las cajas de petri se colocaron en el refrigerador
durante 90 minutos, con el fin de retardar el crecimiento bac-
teriano, mientras la sustamncia impregnada en el disco se difun

dia en el agar.

vii) Posteriormente las cajas petri se metimyon a la in

cubadora a 37° y se observaron los resultados a las 24 horas.
c) Cromatografia del extracto

Los extractos hexfnico, cloroférmico y el de acetato de
etile, presentaron actividad antimicrobiana, por lo cual se --
juntaron. El residuo anterior Je 7.059 g se fraccion6é en una
columna cromatogrifica de 2.5 cm de difimetro. y 80.0 cm de lon-
gitud con 120 g de gel de silice de 60 a 200 mallas; utilizan-
do como eluyentes hexano, benceno, eter, acetato de etilo y me

tanol, en orden creciente de polaridad.
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d) Fracciones con actividad antimicrobiana.

De las fracciones eluidas con benceno-eter (20:80) se ob
tuvieron 57.3 mg de s6lido con ponto de fusién de 180 a 184°,
del cual una parte se purificé por sublimacidn y resultd ser -
la 2,6-dibromo-4-acetamide-4-hidroxiciclohexadienona (I), iden
tificada por espectroscoia de masas y por comparacidn de su es

pectro de I.R. con el reportado por Sharma y Burkholder (1967).

e) Acetilacidon de la 2,6-dibromo-4-acetamido-4-hi-

droxiciclohexadienona (I).

Del s6lido obtenido con punto de fusifn de 180 a 184°, -
una parte se acetilé con anhidrido acético en piridina. La --
reaccidén se dejdé a temperatura ambiente durante 24 horas si---
guiendo su curso por cromatograffa en capa fina. Una vez con-
cluida la reaccibn se purificé lavando con diclorometano y pos
teriormente con acetona. El filtrado de diclorometano, formdé
cristales incoloros que funden de 120 a 124° y en contacto con

el ambiente se¢ tornan amarillos. El analisis espectroscépico
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de estos cristales no se realizé, debido a que la cantidad fué

insifuciente.

Del producto de la reaccidn insoluble en diclorometano -
se aisl6 un s6lido con punto de fusién de 182 a 185°, que re--
sultd ser el acetato de la 2,6-dibromo-4-acetamido-4-hidroxici
clohexadienona, identificado por comparacitn de su punto de fu

sién y espectro de I.R., con los reportados por -Sharma y Burk-

holder (1967).
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RESULTADOS Y DISCUSION

a) Aislamiento de fracciones con actividad antimicro

biana.

Los ensayos bacteriolfgicos realizados con los extractos
hexdnico, cloroférmico y el de acetato de etilo, presentaron ac

tividad antimicrobiana como se muestra en la tabla I.

TABLA I

Didmetro de Inhibicifén (cm)
Extracto Corynebacterium sp. |} S. typhimurium | S. aureus
Hexdnico 2.0 2.0 2.0
Cloroférmico 2.0 2.1 2.1
Acetato de
etilo 1.5 2.3 2.1

Se dicidié juntar los tres extractos para tener solﬁmen-
te uno y fraccionarlo posteriormente en una columna cromatogrd-
fica de los disolventes hexano, benceno, eter, acetato de etilo
v metanol; usando proporciones de éstos de tal manera que se --

4

fuera incrementando progresivamente la polaridad.



La tabla II muestra la actividad antimicrobiana de algunas de

las fracciones obtenidas del extracto metanSlico de la esponja mari

na Aplysina sp.

hexano, benceno, eter, acetato de etilo y metanol, en orden crecien

Las demfs fracciones que se omitierom, eluidas con

te de polaridad, no presentaron actividad antimicrobiana.

“TABLA I1I

Fraccion! Eluyente | S. aureus| K. pneumoniae { S. typhimurium|{ E. coli| T. mentagrophites
1 benceno . - - - -
2 ben/eter - - R ; .
80:20 .

3 ben/eter R
60:40 2.9 2.1 2.0 2.1

4 ben/eter ' -
20:80 1.8 1.5 1.5 1.5

] eter 1.2 0.8 0.6 0.9 -

6 eter/AcOet . - . . -
60:40

7 Acetato _ . . . -

de etilo

AY
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b} Identificaci6én de los compuestos activos por espec

troscopia.

La fraccibén eluida con benceno-eter 20:80, proporcioné un
s61lido amorfo de color amarillo claro que en contacto con la -
luz se torna café y tiene un punto de fusién de 180 a 184°, -

El espectro de I.R. en KBr muestra bandas de absorcién impor--

1

tantes a: 3400 cm” (2.94 gm) caracteristica de la vibracidn -

N-H en la amina primaria; 1660 cm-1 (6.07 A4m) que muestra el -

alargamiento C-0 del carbonilo perteniciente a la dienona y a

1

1670 cm ~ (6.0 4m) el alargamiento C-0 de la amida.

El derivado acetilado present6é un punto de fusibn de ----

182 a 184°. EIl espectro de I.R. en K3r muéstra las siguientes

1

bandas importantes: a 3250 cm ' (2.604m) la vibracién N-H de

1

la amina primaria; a 1660 cm (6.07 4m) aparece 1la vibracién

1

C-0 de la dienona; a 1680 cm (5.594m) el alargamiento c-0

1

de 1a amida ¥ a 1750 cm ' (5.7 um) se observa la vibracién --

C-0 del acetato.



RO CH »~COFH

2,6-dibromo-4-acetamido-

4-hidroxiciclohexadienona

34.

CH;-C00  CH,-CCMH,

Acetato de la 2,6-dibromo-4-ace

tamido-4-hidroxiciclohexadienona
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CONCLUSIONES

1. De 1a esponja Aplysina sp. colectada en Mazatldn, --
sinaloa y Zihuatanejo, Guerrero se aisl6 la 2,6-dibromo-4- --
acetamido-4-hidroxiciclohexadienona y se prepard el derivado

acetilado.

2. Tanto la dienona como su derivado acetilado presenta
ron actividad antimicrobiana in vitro, contra bacterias Gram

positivas y Gram negativas.

3. De los otros extractos que también presentaron acti-
vidad antimicrobiana, se aislaron pero no identificaron otros
compuestos debido a que no se obtuvo una cantidad suficiente

de material.

4. La actividad antimicrobiana de la esponja marina ---
Aplysina sp., se conserva ain después de dos afios de almacena
miento en refrigeracidn. Lo cual no se ha observado en espon

jas de otros géneros.
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