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RESUMEN

Hay un gran interés mundial por descubrir compuestos quimicos con
utilidad farmacolfgica de origen marino, por ejemplo, a las pros-—
taglandinas se les encuentra en los corales blandos en cantidades
de hasta el 1.3% de su peso seco o la tetrodotoxina, una de las
sustancias no protefcas mis téxicas que se conoce aislada de peces
como el "botete™. MExico cucnta con amplios recursos renovables y
puede contribuir con sustancias bicactivas marinas. Entre los or-—
ganismos marinos gue proporcionan metabolitos secundarios se encu-—
entran las esponjas pertenccientes al orden Verongida. Estas espon
jas, ademds de producir Scidos grasos, esteroles, aminodcidos, ca-—
rotenoides y derivados de la quinolina, tambi€én sintetizan una gran
variedad de mectabolitos halogenados. Tales productos han sido estu
diados desde el punto de vista qufimico y de su actividad antimicro
biana.

La btGsqueda de nucvos metabolitos con propiedades antibacterianas
condujercn al estudio de una esponja del Pacffico Mexicano. Los
especimenes de Aplysina sp colectados en el fondo rocoso de la Ba-—
hfa de Puerto EsScondido, Oaxaca, resultaron contener 11 metabolitos
bromados, un esterol y una mezcla de dcidos grasos. Se obtuvieron
dos extractos: uno acuoso y otro orginico, el extracto metanSlico
proporcion cuatro nucwvos compuestos bromados cuyas estructuras

se elucidaron con base en sus datos espectroscépicos, a los qgue

sSe nombrd Aplysindlida, Aplysinimina y dos cctales mixtos Aplysin-—
cetal "A" y Aplysincetal "B”.

Ademds de los cuatro nuevos compuestos bromados, se aislaron de
Aplvsina sp siete metabolitos bromados conocidos que incluyen a
la 2,6-dibromo—-4-hidroxi—-4-metilencarbometoxiciclohexadienona,
2,6-dibromo-4—hidroxi~-4-mctilencarboxiciclohexadienona, Acroply-—
sinina-1, Aeroplysinina-2, 3,5-dibromo-2-hidroxi-4-metoxifenil
acetamida, 2,6-dibromo-4—acectamido—4-hidroxiciclohexadienona v el
derivado bis-oxazolidona. La e¢sponja también conticne al 8-sitos-—
terol y a los &steres metflicos de los dcidos palmftico, esteldri-—
co vy olefco. La identificacidn se basé en €l anidlisis espectroscd
pico y en su comparacifén con los datos publicados en la literatu=
ra correspondicnte.

A los eXtractos acuoso Yy metandlico, asf como a todos los compuoes-—
tos bromados aislados, se les probS& su capacidad de inhibirx el cre
cimiento de bacterias patdgenas (Staphylococcus aureus, Streptococcus

ogenes, Shigella sonnei y Salmonella typhi). Los dos extractos:

i acuoso y el orgdnico v trés de los compuestos aislados presenta-—
ron actividad antimicrobiana, estos son la 2,6-—dibromo—4-~-hidroxi-—
4-metilencarbometoxiciclohexadienona, la Aeroplysinina-1 y la 2,6—
dibromo—-4-acetamido—-4—hidroxiciclohexadienona. Sin embargo, los
nuewvos compuestos bromados no descritos en la literatura, nc tu-—
vieron actividad antimicrobiana sobre las bacterias probadacz-.



ABSTRACT

There is worldawide concern in discovering chemicals of medical im-
portance from the sea, for example, prostaglandins are found in
soft corals in quantities up to 1.3% of the dry weight or tetrodo-
toxin, one of the most toxic nonprotein substances known isolated
from puffer fish. Mexico has a lot of a marine living resources

and it can contribute with marine biocactive substances. Among the
marine organisms affording secondary metabolites, a special posi-
tion is occupied by marine sponges belonging to the order Verongida.
In fact, such sponges, besides producing unusual fatty acids, ste-
rols, free amino acids, carotenoids and guinoline derivatives, also
give a wide variety of halogenated metabolites. Such products have
been studied from both the antimicrobial activity and the chemical
points of view.

In the course of a research for novel antimicrobial metabolites
from a Central Eastern Pacific member of the Verongida, specimens
©of the demosponge Aplysina sp, collected from the rocky bottom at
Puerto Escondido Bay, Oaxaca, are resulted to contain 11 bromina-
ted metabolites, one sterol and some fatty acids. Two extracts
were obtained: aqueous and organic. The methanolic extract of the
sponge afforded four novel bromo-compounds, on the basis of the
spectral evidence structures werc assigned to Aplysinolide,
Aplysinimine and two mixed ketals Aplysinketal "A™ and Aplysinke-
tal "B".

Besides the four new brominated compounds, seven known brominated
metabolites including 2,6—-dibromo—4—hydroxy—-4—methylencarbomethoxy
cyclohexadienone, 2,6-dibromo-4—-hydroxy—-4-methylencarboxycyclohexa
dicnone, Aeroplysinine-1l, Acroplysinine—-2, 3,5-dibromo-2—hydroxy-—_
4-mcethoxyphenylacetamide, 2,6-dibromo-4—-acetamide—4-hydroxycyclo-—
hexadicnone and bis-oxazolidone derivative, were isolated from
Aplysina sp. The sponge is shown to contain as well the known A-—
sSitosterol and the fatty acids methyl esters palmitic, Stearic

and oleic. The identificatinns were based on the analysis of spec-—
tra and in their comparison with reported spectral data.

Agquecous extract, crude methanolic extract and all bromo—compounds
were tested for supression of bacterial growth (Staphylococcus
aureus, Streptococcus pyvogenes, Shigella sonnei and Salmonella

iY. Antimicrobial activity was found in agueous and organic
éxtracts and in three pure compournds: 2,6-dibromo-4-hydroxy-—4-—
methylencarbomethoxycyclohexadienone. Aerxcplysinine—-1 and 2,6-
dibromo—4-acetamide—4-hydroxycyclohexadienone. However, new bro-—
mo-compounds were inactive in all test.




INTRODUCCION

M&xico es uno de los pafses gue cuenta con una gran extensién de
litorales en los que la amplia diversidad de organismos vivos por
investigar es un reto dado el escaso conocimiento de sus recursos
bi6ticos. La costa rocosa de Caxaca es un campo viIrgen para la in-
vestigacibn, particularmente sobre esponjas, debido a gue no exis-—
ten estudios sobre los porifera de esta regifn; el presente traba-
jo pretende contribuir al estudio de la fauna marina de esta parte
del Pacifico Mexicano por medio del estudio de la esponja marina
Aplysina (Nardo, 1833) gue se colectd en el fondo rocoso de la Ba-
hfia de Puerto Escondido en la costa de Oaxaca; esta esponja perte—
nece a la clase Demospongia, a la familia Aplysinidae (Hyatt, 1877)
Y @ una especie que no se ha descrito cn la literatura. Las espon-—
jas del género Aplzsina (=Vcrongia, Bowerbank, 1845) se caracteri-
zan por poseer sustancias biolSgicamente activas, estos compues?os
muestran actividad antimicrobiana, citotSxica y antincoplisica

Aproximadamente dicz especies de Aplzsina(?) han sido motivo de
estudio desde hace 20 afios y de ellas se han obtenido Scidos gra-
sos, diversos esteroles, sustancias nitrogenadas, carotenoides,
algunos aminodcidos y una seric de compuestos halogenados no 4des-—
critos en la literatura hasta antes dcl afio de 1967, ano en el
que gwpczaron a aparccer trabajos acerca de este tipo de compues-—
tos ’: en la actualidad 1las expectativas siguen siendo interesan
tes debido a gue se han determinado un buen nGmero de sustancias

nuevas gue potencialmente pueden funcionar cSmo firmacos.

Un rasgo significativo de todos los organismos es gue no sélo las
caracteristicas bisicas de producifn de energfa son muy similares
sino gue los constituyentes fundamentales como son protefnas, a—
aminodcidos, azucarcs, grasas, purinas y pirimidinas son también
los mismos y ademis sus rutas &e biosintesis tienen una muy cerca-—
na semejanza de organismo a organismo. Metabolitos cSmo estos que
ocurren y tienen un comportamiento muy similar en todas las formas



de materia viva, se les conoce comc metabolitos primarios. En
comparacifn con los intermediarios ubicuos del metabolismo prima-
rio, un ntGmero mucho mis grande de sustancias naturales como son
los alcaloides, terpenos y fenoles entre otros mis, ocurren espo-—
sin embargo, estas sustancias pare-—
produ

radicamente en la naturaleza,
ce que no tienen un papel explicito en el orxrganismo gue las
Las sustancias gue caen en esta segunda categoria debido a su
se les conoce como metabolitos se

ce.
papel aparentemente secundario,
cundarios y ellos expresan la individualidad de las especies en
terminos quimicos “}.

El estudio de las sustancias que s¢ encuentran en los organismos
marinos no soleo ha enriguecido a la gufimica orxrgdnica al aportar
compuestos con estructuras poco comunes y novedesas sino gue ha
contribuido al desarrollo de otras dreas cientfficas. En este
sentido la farmacologfa marina, la ecologfa gquimica marina, la
taxonomfia guimica y recicntemente la biotecnologfa marina, his-—
tdricamente se han desarrollado a partir del descubrimiento de
nuevos compuestos gufmicos de origen mariro, asf como de estudios
relacionados con la salud, come los que incluyen a las toxinas
producidas por animales marinos(“}.

El interés del presente trabajo es encontrar nuevos compucstos
guimicos de origen marino <on actividad antimicrobiana. El aisla-—
miento de los constituyentes guimicos de la esponja Aplysina sp
por medio de disclventes polares y la liofilizacidn de los resi-
duos de los extractos, permite la purificacifn por cromatograffia
de los metabolitos secundarios de la esponja, de los cuales, en
esta etapa es posible obtener espectros con técnicas analfticas
que permiten la elucidacifn de sus estructuras moleculares. La
btGsgqueda dé sustancias antimicrobianas provenicntes del mar puede
proporcionar elementos que coadyuven al tratamicnto de padecimien

tos, Que son malignos para el organismo humano.

De esta manera el aislamiento de nuevos metabolitos secundarxios
de una esponja, incrementa la cantidad de informacié&n gquimica dis
ponible concerniente a los compuestos guimicos de origen marinc



que se puede utilizar para esclarecer preguntas gue caen dentro
de otros dmbitos del conocimiento, como es la Biologfa. Asimismo
como un aporte al potencial de las sustancias antimicrobianas
provenientes del mar, suceptibles de utilizarse como medicamentos
‘tal como son © modificados gquimicamente.

La tesis consta de siete capitulos y pretende informar al lector
interesado en el tema, tanto al especialista como al no iniciado
en la guimica de los compuestos de esponjas marinas, acerca del
desarrollo, aplicacién y futuro de esta rama de la ciencia, en la
gue han estado trabajando durante varios afios un gran ntGmero de
investigadores, de los cuales, desgraciadamente pocos son mexica~-

nos.

El capftulo 1 constituye una introduccifn al trabajo de investiga—
cibn realizado, indicando el porque del estudio y la importancia
gque tiene para otras dreas afines. Ademis se menciona la importan—
cia de las técnicas analfticas que han hecho posible la identifica
cifn de las estructuras de las mol€éculas nuevas o© confirmar las

ya establecidas, estas son: cespectroscopfas en el ultravieoleta y
en el infrarrojo, espectrometrfia de masas, resonancia magnética
nuclecar y mis recientemente la cristalograffa de rayos X, con la
cual es posible obtener imdgenes tridimensionales de una moldcula.
También incluye la conveniencia de realizar pruebas de antibibsis
con los metabeolitos v los extractos de la esponja con ¢l fin de

evaluar la actividad antimicrobiana de los mismos.

En el capftulo 2 se discute la importancia gue ha adguirido el
aislamiento y la elucidacién estructural de los compuestos qufimi-—
cos como una base para otros estudios sobre esponjas como son los
de toxicidad, actividad antimicrobiana y de espectos cecolbgicos.

En cl capftulo 3 se presentan los antecedentes de la gufmica de

las esponjas del gé€nero Aplysina (=Verongia) desde el descubrimien
to de los primeros compuesto bromados, hasta los mis recientes.



Otro tipo de metabolitos que se han aislado Se presentan en este
mismo capfitulo, estos comprenden a los esteroles,

a los carotenoi-—
des y a los derivados nitrogenados.

En el capitulo 4 se describe el Adrea de estudio, se justifica la
eleccibn del sitio de colecta y lo gue se considera de importancia
para ubicar la localidad de muestreo.

En el capitulo 5 se analiza la mctodologfa y €l material biolSgi-—
co utilizado para ¢l aislamiento y la purificacién de los metabo—
litos secundarios de la esponja. Sc describen los instrumentos
empleados en la obtencién de los datos espectroscbpicos.

La tfoni
ca del ultravioleta indica si las sustancias contienen grupos ©

porciones llamados crom&foros: en la zona del infrarrojo se obtie
nen espectros gue dan informacidén estructural mis detallada como
son los grupos funcionales

gque contiene la molécula;
metria de masas permite la

1a ecspectro-—

detexrminacidn no solo del peso molecu-
lar sino de la composici&n

y distribucibn de porciones estructura
les; la resonancia magnética nuclear es una técnica espectroscépi
ca gue ha revolucionado a la qufimica ya que permite cstablecer

detalles estructurales muy finos, como son por cjemplo, el tipo
de protones gue contiene la molécula y la cristalografia de rayos
X gue es una técnica auxiliada por la computacidn con la gue sc

obtienen datos de¢ difraccién, solucién de estructuras y presenta-—
cibn de resultados que permiten determinar casi cualguier estruc-
tura cristalina. Por otra parte se describe como se recalizaron las
pruebas de antibifsis y el porque se seleccionaron las cepas de

microorganismos de pruecba utilizadas.

En el capftuleo 6 sc discuten los resultados y su significado. Al
principio se presentan los argumentos de el porque sc deid como
Aplysina sp. En scguida sec explican las acciones gue se¢ llevaron
a cabo para resolver los problemas que presentd el agua salada
gue contenia la esponja durante los procesos
purificacibdn de los constituyentes quimicos.

la tesis se interpretan las sefdales de los

de extraccibn y de
En este capftulo de
espectros de las t&c-—



nicas analfticas utilizadas para la elucidacifén de las estructu-
ras moleculares de los metabolitos secundarios aislados de la es
ponja, tanto de los nuevos como de los conocidos. Se discute el
origen de los compuestos bromados en las esponjas del género
Aplysina (=Verongia) tomando en cuenta los precursores propuestos
por varios autores y los compuestos aislados en este trabajo. Al
final del capftulo se presentan los resultados de las pruebas de
antibibfsis, por medio de las cuales se identificaron las sustan-—
cias con actividad antibacteriana que contenia la csponja.

Finalmente en cl capfitulo 7 se presentan las conclusiones, gque
tratan del estado en que se dejs6 el trabajo de investigacidn,
despufés de confrontar los resultados con los antecedentes en la

discusidn.



GENERALIDADES

Las esponjas evolutivamente representan a los primeras metazoa-—
rios que al parecer no dieron origen a otro grupo Ade sgres vivos,
comprendiendo aproximadamente 5000 especies descritas - Estos
organismos sé&€siles habitan principalmente sobre sustratos duros
en aguas someras, teniendo mayor diversidad y abundancia en los
arrecifes coralinos. A scmejanza de otros organismeos marinos se-—
dentarios las esponjas han desarrollado adaptaciones quimicas y
fisicas que les hag permitido sobrevivir en el medio marino a
través del tiempo

De diferentes especies de esponjas se ha aislado, purificado y
caracterizado la estructura molecular de diferentes mcetabolitos
secundarios{ 3 vy aunque parte de estos presentan algun tipo de
actividad biolSgica poco sce conoce acerca del papel ccolSgico
de estos compuestos.

Toxicidad en Esponjas

La toxicidad en las esponjas marinas varfa con la latitud. En el
hemisferio norte los resultados de una investigaci&n indican gue

la toxicidad en las esponjas sc¢ incrementa cuando la latitud des-—
ciende y gue la mayorxria de las %sponjas téxicas estidn expucstas

a la interaccifn con los peces R

Algunos estudios de laboratorio han mostrado la toxicidad de cier
tos metabolitos aislados de esponjas. Tal es el caso de la hali-
{103

toxina (I) extraida de tres diferentes especies de Haliclona ;
del scesguiterpeno 9-isocianopupukeananco (II), aislado de
Hymenacidon sp gue es letal a ciertos pcccs(l‘} y de la isodysi-—
denina (III), un metabolitos hexaclorade producido por Dysidea

herbacea gue es tSxico al pez de agua dulce Lebistes reticulatus

Algunos metabolitos de esponjas han mostrado ser tOxicos a otras
formas de vida marina. De la csponja Spongia idia se aislaron

12



varios sesterterpenos (IV) gue son tSxicos a la estrella de mar
Pisaster giganteus en una concentracién de 5 mg/ml y al crustia-
ceo Artemia sp a 10 mg/ml; ademds estos compuestos inmovilizan a

las larvas del molusco Haliothis rufescens a una concentracién
de 1 mg/ml en agua de ma;T‘J). Los nakafuranos—-8 y 9 (V) , dos fu
ranosesquiterpenos aislados de Dysidea fragilis muestran sex Sus
tancias gue evitan la depredacxén por parte de peces arrecifales
del gfnerc Chaetodon }

Algunas esponjas, a pesar de gque contienen sustancias tSxicas son
consumidas por moluscos especificos. Se ha mostrado gque el nudi-
branguio Phyllidia varicosa acumula toxinas adquiridas a trave€s
de su dieta, esto es, al depredar a la esponja Hymenacidion sp
incorpora en su cuerpo sustancias qgue contiene la esponja y pos—

teriormente los concentra en ¢l mucus gue rodea a su cuexpo, &€s-—

ta secrecifn le sirve al molusco a manera de defensa, yva que e€s

1
\letal para ciertos peces y crustaceos{’ “1,
Actividad Antimicrobiana en Esponjas

Algunos extractos de esponjas que wviven ¢n aguas tropicales y
16

templadas han mostrado poscer actividad antimicrobiana - Re—

cientemente del phylum Porifera se ha informado ¢l aislamiento

de nuevos compuestos antimicrobianos, estos incluyen diferentes

tipos de estructuras moleculares, tales como terpenoides: la
puupehe?gna (VI){“), la acanthellina (VTI){::;; la manoalida
(VIII) y los siphonodictyales A y B (IX) ; polifenoles
(x)(ZI): derxivados de lipxdos como la plakortina (XI) 27 Yy pex
6xidos relacionados (AII)( ? ; derivados de la isoguinclina como
la renierona (XIII)( ; derivados de la guanidina como las
acarnidinas (XIV) ')J: derivados de la triptamina comc la 5,6-—

xS
dibromo—N,N—dimetiltriptamina (xv)( H
la tirosina como la 2,6-dibromo-4-acectamido~4-hidroxiciclohexa-

dienocna (XVI)

y derivados bromados de



Todavia no se conocCe con certeza la funcibén ecolSgica de los me-

tabolitos secundarios con actividad antimicrobiana en las espon-
jas. Se han propuesto dos hip&Stesis: la primera considera gue

las sustancias antimicrobianas les pueden servir a las esponjas
para inactivar a sus presas microbianas para despu€s ingerirlas

como alimento Y la segunda las considera como un mecanismo
defensivo, al inhibir el crecimiento de las baggerias que pudie-
}

ran causar daifio al estar dentro de la esponja

Actividad Antiepibfntica en Esponjas

Los invertebrados marinos sé&siles poseen mecanismos de resisten—

cia contra el asen%gmiento epibéntig?, esto sucede en ?%?unas
especies de g%?as » Qe esPo?;f? , de gorgonidos » de
briozoarios y de tunicados . Aungue no sSe conoce con pre-—
cisifn como funciona este mecanismo, se ha sugerido gue 1los meta
bolitos secundarios gue liberan estos organismos al medio son los
causantes directos de gue puedan mantener su superficie externa

parcial o totalmentec libre de otros invertebrados marinos.

Desarrollo de Esponjas en Sustratos Ocupados

la competencia por espacio es muy in-—
pueden prevenir el crecimiento de sus
del uso de metabolitos; tal es

En los arrecifes coralinos
tensa y algunos organismos
vecinos, probablemcnte a través
el caso de la esponja Siphonodictyum coralliphagum gque crece ro—
manteniendo a su alrededor una

La esponja esta cubierta por

deada por corales pétreos vivos
zona de 5 a 10 mm de coral muerto.
una mucosidad de la gque se aislaron dos compuestos antimicrobia-
(IX); no se determin6 si estos

siphonodictyales A y B
de la inhibicién on el crecimien

responsables
G}
}. El mecanismo probable puede ser

que afecten de un

nos: los

compuestos eran los
2

to de los p&Slipos del coral

a través de la secrecifn de compuestos quimicos
permitiendo a la esponja crecerss

aungue este no &€ste disponible(

modo dahino al organismo vecino,
en alguna fraccifén del sustrato,



9.

Las f&rmulas de los metabolitos secundarios mencionados anterior-
mente (I a XV), se incluyen en la Tabla 1.

Asociaciones en Esponjas

Debido a su morfologfa y a su modo de alimentacidén, las esponjas
proporcionan un hibitat temporal © permanente a macro y microor-—
ganismos, ya sea dentro de sSu cuerpo o sobre su superficie. Se

ha observado que algunas esponjas presentan asociaciones con di-
ferentes tipos de micggorganismos, principalmente con bacterxias

Yy algas unicelulares . Un posible origen de las sustancias
antimicrobianas aisladas de esponjas puede ser el gue su sintesis
sea efectuada por los abundantes microorganismos gue viven dentro
de la esponja y no por ella misma. No se ha detectado a los com—
puestos antimicrobianos en cultivos de bacterias aisladas de es-—
ponjas con actividad antibacteriana, a pesar de esto, no se pue-—
de afirmar que las bacterias o algas que viven dentro de los te-—
jidos de las esponjas no esten involucradas en la biosintesis de
los mectabolitos antimicrobian0§5}debido a gue las condiciones de

crecimiento no son las mismas
Esponjas en Farmacologia Marina

Actualmente la btUsgueda de compucstos gquimicos gque puedan utili-
zarse como antibifticos viene pricridad debido a la aparicid&n de
cepas bacterianas patdgenas resistentes a los antibiSticos comer
ciales. Las investigaciones realizadas con los extractos y los
metabolitos purificados de algunas esponjas han mostrado la pre-—
sencia de sustancias poco comunes gue pucden ser Gtiles como agen
tes antimicrobianos, al ser probados sobre bactcrias ¥y hongos; sin
embargo hasta el presente, las esponjas no han proporcionado sus-—
tancias que potencialmente puedan funcionar como antibidticos.
Ademds de las propiedades antimicrobianas, en las esponjas se ha
detectado otras actividades farmacolégicas, cntre otras: aneiviral,
antitumoral, hipoténsica, citotéxica y factores de agregaciﬁnfaa).
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ANTECEDENTES

Estudios recientes hechos con los compuestos gquimicos provenien—

tes de plantas y animales marinos, basados en métodos de purifi-—

cacién por cromatograffa y en combinacifn con t&cnicas espectros

cbpicas modernas han permitido aislar, identificar y establecerx

la estructura de nuevas sustancias con y sin actividad biolSgica.

La mayorfa de los compuestos bromados encontrados en esponjas, 3a
{ }

al g&énero Aplysina

han sido aislados de esponjas pertenef%ﬁnt?fl)
¥ en menor cantidad de otros gféneros ’ Algunas de estas
sustancias bromadas poseen actividad antimicrobiana in vitro,

pues inhiben el crecimiento de bacterias Gram-positivas y Gram-—

negativas, asfi como dc hongos.

bromados relacionados con l1a 3,5-dibromo

Los primeros compucstos
cuando se investigaba la actividad anti-

tirosina fucron aislados
microbiana de los e¢xtractos metandlicos de las esponjas del Caribe

cauliformis. A dichos compuestos se les
{2}

Verongia fistularis y V.
Yy (XVII) -

asignaron las estructuras (XVI)

Un compucsto andlogo (XVIITI) a las sustancias XVI y XVII fud ais-—
lado del extracto ctansSlico de una especic no descrita de Verongia.

El etnximctoxicetal (XVIII) resultd ser una mezcla de diasteroissd-—

1o que sugirié gue el cetal mixto pueda no provenir comd

meXos,
investigadores a proponer qgue

tal dc la esponja y condujo a los
los comgucstos XVI, XVI1 y XVIII pucden derivarse de un precursor
4 ) — —_— _

comin -

La aeroplysinina—-1l (XIX) es otro compucesto bromado con actividad
(Aplysinal

antibacteriana gue fuf extraido de la esponja Verongia

aerophoba qgue es comGn en el Hcditcrrgnco, se aislé por primera
N
; anteriormente sc habia

vez como un isSmero dextrorotatorio
(XIX) de 1la

oria de la aeroplysinina-1
). Posteriormente mediante la difraccibn
De l1a misma

aislado la forma 1evoro:st
5

esponja Ianthella ardis

por rayos X se confirmé su configuracidn absoluta



esponja Verongia (Aplysina) aerophoba se aislS$ un segundo compues
esta dibromolactona se obtu-—

asf como tambifn su mezcla

to bromado: la aeroplysinina-2 (XX),
vo en sus formas dextrSgira y levbgira,
racémica(~7
Un reestudio de la esponja Verongia (Aplysina) aerophoba, asi co-—
mo de Verongia thiona colectada en La Jolla, Cal., proporcioné
dos nuevos compuestos bromados con una estructura m3s compleja
descritas: la acrothionina (XXI) y la homo-
ambas sustancias muestran actividad 6Sptica,
El componente tetrabromado que se encontrs
{XXY) ¥y en menor cantidad

gue las anteriormente
aerothionina (XXII),
son dextrototatorias.
en mayor proporcitn fue la aerothionina
1la homoaerothionina (XXII)(ks)' {ua}-
de nucvos compucstos
se aisls la sustancia
colectada en
una estructua-

De un estudio realizado sobre la bGsqueda
con actividad biol&gica de origen marino,
cristalina (XXIIX) de la esponja Verongia lacunosa
los litorales de Puerto Rico. Este compuesto ticne
compuestos bromados con actividad antimi—

ra relacionada con los
de este mismo gfnero, ol

crobiana gue se han aisladeo de esponjas
metabolito XXIXI desarxolld un dZbil halo de inhibiciSn cn las
pPruebas de antibibsis, siendo este ¢l primer compuesto bromado

aislado de una Aglxsina que contiene en su molécula a dos anillos
de oxazolidona

Al metabolito sccundario con actividad antimicrobiana gue se ais-—
15 de la esponja Verongia aurea celectada en las costas de Baja
se le asignd la estructura (XXIV) gque corresponde al

califorxrnia,
identificado con base cn

2,S—dibromo—4—hidroxi—3—acct?midofcnol
5
De los extractos de la esponja

se aislé el compuesto
con XIX y XX; lo gue sugie
un origen comGn para estas

sus datos espectroscSpicos
Virgenes Verongia archeri

de las Islas
(XXV), parecide al anterior XXIV junto

re debido a_sus estructuras similares,
52)

sustancias



i3.

Una serxrie de sustancias biocactivas se aislaron de la esponja

Verongia aurea en 1977. Los compuestos con actividad bactericida

son la 2,6-dibromoquinona (XXVI), la 2,6-dibromohidroguinona

(XXVXIX) y el 2,6-dibromo—4—metoxifenol (XXVIII). los fungicidas
son el 2,6-dibromo—-4-—acetonitrilofenol (XXIX), el 3,5-dibromo-—-4-
metoxibencenacetonitrilo (XXX) y el 2-bromo-4—acctonitrilofenol

(XXXT) ).

Un nuevo compuesto dibromado con actividad adrendrgica se aisls
de la esponja Verongia fistularis, su estructura (XXXII) se con-—
su sintesis a partir de la tiramina. Tanto por
su actividad biolSgica se le puede

firm& por medio de

su fSrmula molecular como por

considerar co?? un hfibrido farmacolSgico de la epinefrina y de 1la
}

acetilcolina

Los especimenes de Aplysina fistularis forma fulva colectados
Virgenes proporcionaron tres metabolitos de alto
Los resulta-—
(XXXIII),

en las Islas
peso molecular relaciocnados con la dibromotirosina.
dosdel estudio quimico mostraron gue la fistularina-1
(XXXTIV) y la fistularina-—-3 (XXXV)} sc pueden con
y del deriva

la fistilarina-—2
siderar como combinaciones de la aerothionina (XXI)
do bis-oxazolidona (XXIII). Los compucstos XXXITITI y XXXV presen-—
taron actividad citotdxical 1.

En un estudio comparativo entre dos especies diferentes de

Verongia de las costas de Brasil y del Mar Mediterrdneo, sc encon
sintetizan metaboli-—

trS gue los especfimenes del Atldntico Sur no
en la Bahia

tos bromados a difercencia de las esponjas colectadas
de Nipoles gue si contienen compuestos bromados derivados de la
tirosina. Los resultados mostraron gue la esponja Verongia

aerophoba de Nipoles produjo dos nuevos compucestos bromados gue
corresponden a las estructuras (XXXVI) y (XXXVII), dcterminadas

56
por correlaciones qufmicas y datos cspectroscﬁpicos( ).



4.

Dos especies de esponjas del gé€nero Vercngia se encuentran amplia
mente distribuidas a lo largo de las costas italianas: Verongia
aerophoba (=Aplysina aerophoba Schmidt, 1862) y Verongia
cavernicola Vacelet, 1959 (=Aplysina cavernicola) de las gue se

han obtenido metabolitos halogenados interesantes. En la Bahia de
Nipoles se colectd Aplysina (=Verongia) cavernicola de la gue se

aislaron en un principio dos dibromolactamas epim&ricas: la caver-—
nicolina-1 y la cavernicolina-2 (xXxVIII)(57)- De Verongia
aerophoba se informb6 gue contiene tres nuevos compuestos bromados
Junto con otros mctabolitos previamente aislados de Verongia
cavernicola: la isofistularina—-3 (XXXIX), la aerophobina-1 (XL} vy
la aerophobina-2 (XLI). La isofistularina-3 (XXXIX) es un isSmero
de la fistularina-3 (XXXV) y presgg?a actividad citotSxica sobre
cultivos de cé&lulas cancerigenas

Un estudio mis a fondo de la Aplysina (=Verongia) cavernicola

mostrS que contiene compuestos clorados y bromados o con ambos
halbgenos, todos ellos con actividad antimicrobiana. El dicloro-
verongiaguinol o 2,6-dibromo-4-acctamido—4-hidroxiciclohexa—2,5~
dienona (XLII) fue el primer compuesto orginico que contienc clo
ro en scxr aislado de todas las especies gue se han estudiado de
Aplysina y p?g lo tan:o cl primer compuesto clorado derivado de
la tirosina - El1 (=) 3-bromo-S5-clorovcrongiaguinocl (XLITI),
la 78 y 7a-bromo-5-clorocavernicolina (XLIV) y la 5-bromo-78 y
Za—clorocavernicolina (XLV) son los compuestos gue conticnen al
clero y al bromo a la vez; el 3-bromoverongiadquinol (XLVI) v 1la
S5-bromo-cavernicolina (XLVIiII), son las sustancias bromadas ¥G%?
B

Sg?loro—cavernicolina (XLVIII), es ¢l compuesto monoclorado
{ 3

En el Instituto de Quimica de la UNAM se recaliz6 el estudio quimi-—
co de una especic no descrita de Aplysina colectada en la Bahla de
Zihuatanejo, Gro-, en 1982. De esta esponja se aislé la 2, 6-dibro—
mo—4—acetamido-4—hidroxiciclohexadienona {((XVI) gue se identificd
con basc en sus datos espectroscfpicos informados. La dienona XVI
presentd actividad antimicrg??ana in vitro sobre bacterias Gram-—
positivas y Gram—negativas -



Un nuevo compuesto con escasa actividad antimicrobiana, la 7-bro
mocavernicolenona (XLIX) se aislf recientemente de la esponja
del Mediterr3neo Aplysina (Verongia) cavernicola, su estructura
se establecib con base en su andlisis por rayos X y de resonancia
magnética nuclear y en l? observacién de gue su acetilacifn pro-—

{63

duce dos monocacetatos - 3

En la Tabla 2 se presenta una serie de cuadros con los compuestos
bromados (XVI a XLIX) que se¢ han aislado e identificado de espon-—
jas del género Aplysina (=Verongia), descritos en la literatura

desde 1967 hasta 1986. En esta revisi6n bibliogrifica se propor—
cionan las estructuras guimicas y algunas caracteristicas propias

de Qichas sustancias.

Ademis de los compuestos halogenados derivados de la tirosina, de
las esponjas del género Aplysina se han extraido otros tipos de
compuestos gquimicos gue incluyen a los estcroles: Tabla 3, f£6rmu-
las L a LVII; a los carotenoides: Tabla 4, f6rmulas LVIII a LXIX;
Yy a los derivados nitrogenados: Tabla S, f£6rmulas LXVII a ILXIX.

Esteroles de Esponjas del G&nerxo Aplysina

De la familia Aplysinidae se han extraido esteroles que se pueden
considerar como derivados del colesterol, la diferencia radica en
que la cadena lateral tiene nuevos tipos de alguilacibn. El B-si-—
tosterol (L) fuc el primero de una scrie de esteroles aislados de
esponjas del géncero Aplysina, se ob:uyg)por primera vez de la es-—
ponja del Caribe Verongia fistularis

De la esponja Aplysina (=Verongia) aerophoba s<¢ obtuvieron dos
nuevos estexoles: el aplysterol (LI) y el 24,28-didehidroaplys-
terol (LII) que se caracterizan por incluir alguilaciones adicio
nales en los carbonos 24 y 26, lo que parece indicar gue sucedid
una bicalguilacifén en la cadena lateral del colestcrol{ﬁh)




De la esponja del Caribe Verongia cauliformis se aislaron otros
esteroles con la cadena lateral extendida: el verongulasterol
(LIII) y el 25,26-dehidroaplystercl (LIV) '° ). Mis tarde, de la
misma especie de Verongia se caracterizaron otros esteroles, los
gue incluyen al 24 (R+S)-isopropenilcolesterol (LV), al 24 (R+S)-—
metilcolesta—-5,25-dien—-38-01 (LVI) y al 24 (R+S)-metilcolesta-7,
25-dien-38~0l1 (LVII)(GG)

Carotenoides de Esponjas del Género Aplysina

La esponja Verongia aerophoba del Mar Adridtico proporciond una
serie de carotenoides, los que incluyen al B8-carcteno (LVIII),

al y-caroteno (LIX), la isozeaxantina (LX), la violoxantina (LXIY),
la neoxantina (LXII), la astaxantina (Lxggl), el astaceno (LXIV),
la zeaxantina (LXV) y la luteina (LXVI)

Derivados Nitrogenados de Esponjas del G&nerxo Aplysina

TPres derivados nitrogenados han sido caracterxizados de esponjas
del género Aplysina. De la fraccifn soluble en agua del concen-—
trado metandlico de la esponja Aplysina (=Verongia) aerophoba se
aislé al Scido 3, 4-dihidroxiquinolina-2Z-—carboxilico (LXVEII) Vo 7.

La N,N—dimetilhistamina (LXVIII) es un compucsto co?gactividad
cardioténica, guc se obtuvo de Verongia fistularis{, } Y aply§%nog
{ }

sina (LXIX), un antineopldsico aislado de Verongia spengelii -



Tabla 2.

Compuestos Bromados de especies de Aplysina (=Verongia)

Br r

HOZSCHy € Nnz
o

(XVI} 4,6-dibrowc—4-acetanida-é-hidroxiciclohaxadiencna
Zaponies Zistularis, V. cauliformis

¥. Mol.: CgH MG BT, P.po: 327 p- f.= 123-155°C
Actividad onlﬁvxc-x Antinicroblanc

Peferencia: {3

Empcna: Weroneria !L-u»arj G POET, b oa73
Ry0 Rz At =
o S1BS Pe f.= 191°C
8¢ sr Fefereocia: i3
el
XV11=Ry Ry (XVITI) 3.5 efwoas—aoctm G-t o ~ femrtond ~d ~e i ciclon
e
AVIs =Ry L yelo: C, . NDEr, Pow: 352
HO' uzc-un.. ~R2eET - <
e
D Acroplysinina-i
Br. B Espanja: Werongla aerophoba
F. Ewp.: CgR w0,3Dry o omo: 337 p. f.= 120-321
= Rotaci&n Optica: + 136° (MeOR)
ro 2B Actividad BiclSgica: Antimicrubianc
Neferencia: (**}
Ome
(XX) Recoplysinina—2
o x
Esponja: Aplysina (Verongia) sercphoba
7. Eop.: CeligO4pry PooM: 338 p.f.:127-128°(2)
BO - 22= tc 3, BeCE) AD6-1B8"(+)
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Tabla 2. continuacidn

Orn Crta

Br Br Br. (XXX) Ao rothicaina
Espania: Aplysina ( a) Y. thiona
Ho P. Emp.: Cp HyM OgBr P. M.z 814 P. L.z 134-137%
_ " “ Botacife Optica: < 252° {Acwtona)
= 1 T Boferencias{*?)
- (CHR) 4~ w—&,

(XFIT) Homose roth icon ina

Esponja: Aplysina (Ver: a)

. m.: 528
P. Pmp.z C, W, W OB, P. Kox
P

Befereccia

v. thiona
B o —

{XXIII) Dorivado bis-—oxazolidona

Esponja: Verongis aciumo
P. Ewp.: Cj3f . NyOsBrz P. Mo: 434
Rotacién Sptica: + B.9° (c, 0.876 »ecm)
Actividad Biclégice: leve antimicrobiano

Referencia: {*7}

P-

£.3 222-22%

OxTV) 2, 6-di fdraxi-3— <
Eeponja: Verangia aurea

CgHoNO BT Mox 328

Actividad Biol8gica: Antimicrobiano

Beferencia: (33)

P-

£.= 170-272%
{decy




Tabla 2. continuacién

(XXV) 2,6-dibromc-4-acwtamidofanolk

Rspomja: Werongis archert
F. Pwp.: CgR MO nr, *. w307 p- .= 150-1391%

Actividad BiolSgica: Antimicrobianc
= forencia: {33)

Yl

° o
(xxvI) xxvII) XXVIXX)
- -
Br Br x mr ~tme) ;€3
(XxXTT)
B ,-c= 2 4~
oaxy 1xxx) XXy
Bar =
"
i o
»
Br Br
(XXXTIT) Pistularina-2
Esponja: Aplysina fistularis forma fulwa
T. Bmp.: €, H_ N OBr P. M.z 771 P for e——

Rotacfn Sptica: + 33.5 (1.2, mecH)
Actividad BfolSgica: CitotSxico
Rafarencia: {35)




Tabla 2. continuacidn

20.

-
o »
N\
-
‘- i
~
.
\{ (XXXIV} Fiatulariaa—2

Esponiar Aplysina fistulagfs formm fulwa
P Eep.: €y H,oN,0.Rr, F. oA TSE P
Befereactaz [3%)

-5
i
ol
(XXXV) Fistwlarinae—3
Empoo . Aplysina fistolaris formms fulve

P Emp.: C31M g% O Pre . %.: 1108 p. f.z —-
Rotmctfn Gptica: + 10€6.27 (1.67
Actividmd Biolbgica: Cizotlaico
Referencla: (*3)

rean

e
B xxvi) 3.5t g droxd- xifentlacctamsda
Esponja: Verongis seropboba
F. Emp.z CgligWO,Bry P M.z 337 p. f.= 164-1677]
a 174-176
Rotacitn Sptica: 0-0% (o= £.66. MecH)
Referencia: (%4}
(XZXVII) 3,5-dibromo-2-kidroxi-4-mstoxifeallscatato dm
= »r oetilo
Eaponia: Veromgia aerocphcba
- F. Emp.: C;gN,;e04BT2 r. Rz 352 p. L.= 68-70°

Rotaci6n Optica: 0.0° (o= 3.94, QUCl3)
Raferencia: {34}




continuacidn

(XXXVIXI) Cavernicolina-1 y 2

Br
Eapocya: Aplysias (Serangim) cavernicola
P. Emp.x Cyll,MOLBT, P. ®.: 327 P. f.x —=
We——au Rotecfon &ptica: ©.0%
Emfersncia: {373
Br
) Ortes
o =
= ~ar

Br

(XX Isofistelarin
Esponja: Sercngia asrophoba
F. Bmp.: €, M, ¥ .0 nc. P
Rotacifn Gptica: + 108° (2.75, Mecm)
Actividad Biolbgica: Citotlaico
Referwncia: {3t}

no: 792 P fom —

(XL} Aercphobina-i
Esponla: Verongim asrophoba
F. Emp.: CygHy N O(Bry FooM.: a7e P-
Rotaciba Opticar + 187 (2.0, MeGH)
Referencia: (58}

PR—
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Tabla 2. continuacién

22.

{XLY) Aerophobica~2
Eaponjas Verongia sarophoba
F. Emp.1 CyglygNgDBra
Rotacifn Sptica: + 139°
Refersncia: (¥4}

(2.9, MeoE)

P. M.t 503 P- fom ——

(ZII) Dicloroverangiagainol
Espoaja: Mplystna ) emwerunicola

£.= 162-163"

c1 c1
F. Eop.: CgBp0;C1; P.om.r 237 P
Actividad Biolégica: Antimicrobliamo
Referencia: (5%}
o -Gy
)
tXLIX}) 7-branccavernicolanora
ar OH Esponfa: aplysiza (Yerongia) cavernicola
F. Mol.: C,u,%3,3z P. M.: 248 f.- 165°C
N—H Rotaci€s Gprica: ©.0%(c= 0.23, MoOH)
Mo Actividaa Biolégica: leve antimicrobianc

Referenciar i
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la 3 Estexoles de Especies de Aplvysina (Verongial

HO HO
{L) 3-sitosterol (LI) Aplysterol
!
HO HO
{LTII) 24, 28—didg=hidroaplysterol {LIIX) Verongulasterol
HO HO
(LIV) 25,26 dehidroaplysterol (LV) 24(P+S)iscpropenilcoleste—
rol
HO HO
{LVI) 24 (R+S)metilcolesta-—5,25- (LVII) 24(R+S)metilcolesta-7,

dien—-3g-ol 25-dien-38-0l1
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(LXVIX) Acido 3,4-dihidroxi-— {(LXVIIXI) N,N~dimetil
gquinolina-2-carboxilico. histamina.

O
& de

{LXIX)} Aplysinopsina
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AREA DE ESTUDIO

La costa del Pacfifico Mexicano se caracteriza por sus grandes ex—
Los estudios de las poblaciones de invertebra-—

tensiones rocosas.
la mayorfa se han rea-—

dos que habitan este sustrato son escasos,
lizado en el Golfo de7?alifornia, reduci&ndose su nGmero conforme

desciende la latitud

El drea de estudio se encuentra en la costa del Estado de Oaxaca
gue se caracteriza por tener una plataforma continental sumamente
angosta, e ensancha solamente en el Golfo de Tehuantepec donde

la plataforma tiene aproximadamente 100 Km de longitud como mixi-—

mo; presenta una secrie de bahfas de diversos tamaifios en las aue

parte del litoral y del fondo, s rocoso.

La costa del Estado de Caxaca eSS una regidn donde el aprovechamien
to de la fauna y flora marina es minimo, no obstante de poscer 500
Km de litoral; esto sc debe en parte, al escaso conocimiento de las
comunidades biol6gicas que habitan en su ambiente marino. Conside-—
rando lo anterior, el laboratorio de Farmaceologfa Marina del ICMyL
convino en localizar sitios en esta zona en donde las condiciones

ambientales y de servicios fucran las adecuadas para la colecta de

sc desarrollen sobre sustrato rocoso, tal

organismos bfénticos que
su posterior estudio firmaco-gquimico.

como las esponjas, para
sc desarroclld de diciembre de 1983 a mayo de

El trabajo de campo
a la costa de Oaxaca. En diciembre de

1985, durantecuatro visitas
1983 se realizaron muestrecos

des, comprendidas desde Punta Maldonado, Gro.
sitios de colecta la Bahfa de Pucrto
Huatulco (Fig-.

de reconocimiento en varias localida-—
hasta Salina Cruz,

Oax., seleccionidndosc como

Escondido, la Bahfa de Pucrto Angel y las Bahifias de

Descripcifn decl Sitio de Colecta

L.a esponja objeto del presente estudio, finicamente se le encontrs

1).
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en la Bahfia de Puerto Escondido. E1 sitio de colecta se encuentra
ubicado dentro de la bahfa, a una distancia aproximada de 100 m
del faro (Fig. 2). El lugar donde se localiz& a las esponjas est&
constituido por un conjunto de rocas rodeado por arena; en su par-—
te central que es la mis somera tiene una profundidad de 20 m y en
sus bordes, donde limita con la arena, tiene una profundidad de

30 m, excediéndola en ciertas partes. Este rogquerfo tiene un dia-

metro aproximado de 50 m.

Entre el sitio de colecta y el faro se localiza un canal, el gue
por sus caracteristicas geolfgicas como son tipo de parxedes incli-—
nadas, secciones en forma de "V" y rocas saliendo de sus paredes
se le puede considerar como un pequeno candn submarino. Este canal
tiene una profundidad aproximada de 60 m entre el lugar donde se
colectd y el faro. La maxima profundidad gue se logrd registrar
fue de 100 m, que continfa aumentando por la estrecha plataforma

continental de la zona (Fig. 2).

Se realizaron tres colectas en dos &pocas del afio. La primera fue
en noviembre de 1984, la segunda y la tercera en mayo y diciembre
de 1985, respectivamente. Las condiciones de temperatura y de vi-—
sibilidad en agua de mar cencontradas en las inmersiones cambiaron
entre la primera y las siguientes colectas; en la inicial la tem—
peratura fue de 30°C y la visibkilidad de 10 m; en las posteriores
la temperatura descendif a 20°C y la wvisibilidad a 3 m.
Periadicamente en la Bahfa de Puerto Escondido, las autoridades
municipales abren una compuerta para descargar aguas pluviales y
urbanas, que se mezclan con ¢l agua de mar afectando su transpa-—
rencia. Las tablas de marcas para los puertos del Pacifico Mexica
no no incluyen a Puerto Escondido. E1 puerto mds cercano para el
gue se tienen datos es Puerto Angel, Oax. para el gue se informa
que la marca tienc una amplitud promedio de 0.85 m, siende de tipo
mixta semidiurna. La temperatura promedio anual del agua_de mar es
de 28.9°C y la salinidad promedio anual es de 34.3 "/‘,c,{?2 -
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MATERIAIL Y METODO

El material biolSgiceo utilizado se colect8 por medio de buceo au-
tSnomo a una profundidad de 20 m. Los organismos b&nticos se colo
caron en bolsas de plastico y fueron congelados con hielo seco.
Una vez en el laboratorio, el material se mantuvo en congelacidn
a —-5°C para su preservacién.

El material biolfgico forma parte de la colecei6n de invertebrados
marinos del laborxatorio de Farmacologfa Marina del Instituto de
Ciencias del Mar y Limnologfa.

Material de Cromatografia

Las cromatografias se <« fectuaron en cromatoplacas de sflica gel
Merck 60 Fogg de 5 X 10 cm y de 0.25 mm de espesor y sflica gel
para cromatografia en columna (malla de 10 a 40 um). La pureza
de los productos y ¢l desarrcello de las reacciones se siguis me-—
diante cromatoplacas de silica gel Merck 60 Fosa de 0.22 mm de
espesor, usando como revelador sulfato c€rico al 1% en dcido sul-—
firico 2 N y vapores de yodo metdlico.

Instrumentos Utilizados en la Obtencifn de los Datos Espectroscd-—
picos.

La detcerminacidén de las estructuras moleculares de los metabolitos
secundarios aislados y purificados, sSec¢ hizo mediante la interpre-—
tacibn de sus espectros en el Ultravioleta, en el Infrarrojo, de
Espectrometrfa de Masas y de Resonancia Magndtica Nuclear. Cuando
hubo las condiciones se utilizé la Difraccidn por Rayos X.

Los espectros en el Ultravioleta (UV) se determinaron en un Es~
pectrofotédmetro Perkin—Elmer modelo 552, en solucifn de metanol.

Los espectrxos en el Infrarrojo (IR) se determinaron en un Espec—
trofotfSmetro Perkin-Elmer modelo 282-B y en un Nicolet modelo
FT-5SX, en solucidén de cloroforme o en pastilla de KBr.
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Los espectros de masas se determinaron en un EspectrSmetrxo

Hewlett-Packard modelo 5985, por impacto electrénico (EMIE) y/o

ionizaciSn guimica (EMIQ) -

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear ProtSnica (RMN'H)
se determinaron en un EspectrSmetro analftico Varian modelo FT-80
en soluci6n de deuterocloroformo, acetona deuterada o mezcla de
Los desplazamientos guimicos

deuterocloroformo-dimetilsulfoxido.
referidos al te-—

{8) estdn expresados en partes por mill&n (ppm),
trametilsilano como referxencia interna.

Los esquemas del esqueleto de las moléculas se determinaron por

difraccibn de rayos X, en un difractSmetro automitico Nicolet

modelo R3m-.

Los puntos de fusifn se determinaron en un aparato Fisher—Jones

¥y no estdn corregidos.

Aislamiento y Purificacidn de los Mctabolitos Secundarios

Extracto Acuoso

A los especimenes de Aplysina sp descongelados con un peso hGme—

do de 4.0 Kg, se cortaron en trozos pequenos y fucron exprimidos
para obtencr la mayor cantidad posible de agua. La parte acuosa
que sec obtuvo de la esponja se liofilizés
do se obtuvieron 140 g de un s&lido gris, el gque se empacd en una
columna y se fraccion6 con disolventes de peolarxidad creciente,

iniciando con hexano, diclorometano, acctato de etilo y terminan-—
Se obtuvieron 23 fracciones de 250 ml cada una.

del residuo pulveriza-

do con metanol.

Se reunieron las fracciones 6 a la 20 gue contenfan un compuesto

poco polar y se cromatografiaron en uvna columna empleando sflica
e¢luyendo con hexano, acetato de

gel (40.0 g) como adsorbente y
De las fracciones

etilo y mezclas de hexano-acetato de etilo.
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se logrd afslar un sO-
gque fue identifica

eluidas con hexano—-acetato de etiflo a5:5,
l1ido cristalino con punto de fusién de 130°C,
do - por sus constantes fisicas y datos espectroscHpicos como 8-si

tosterol
Aislamiento de la Aeroplysinina-—-2 (XX)

be las fracciones eluidas con hexano—acet§to de etilo 1l1:1, se
obtuvo un material viscoso que se purific por cromatograffa en
en placas preparativas desarrolladas ¢n un sistema

placa fina,
Sc aisld un sblido amor-—

compuesto de diclorometano—-acetona 1:1.

fo gue no se logrd cristalizar y que resultS ser la aeroplysinina—

2 (xXX), identificada por compaxaci&nhée sus datos espectroscSpicos
1

con los publicados en la literatura

Extracto MetanSlico

La esponja fragmentada y despuls de exprimida se homogeneizé en
una licuadora con 4.0 1 de metanol, el extracto metandlico se
£iltrS y los filtrados se concentraron por destilacién a presibn
reducida, obteniéndose 81 g de un residuo café-rojizo, los cuales
se suspendieron en 200 ml de agua destilada y fueron extraidos 5
veces con 5.0 1 de acetato de etilo (1.0 1 cada vez), la capa
acuosa se separS y descartd y la capa de acctato de etilo se le
eliminS el agua con sulfato de sodio anhidro, despufs se filtrds

¥ se le concentrS eliminande el disolvente por destilacién al
obtenifndose un residuo aceitoso café-rojizo cuye peso fue
se disolvisb en diclorormetanc y se

vacio,
de 22.0 g. Este Gltimo residuo
cromatografid sobre una columna previamente cmpacada con 200 g de
sflica gel, usando como cluyentes hexano, mezclas de hexano-aceta

to de ctilo, acetato de etilo y metanol, se obtuvieron 187 frac-—-—

ciones de 250 ml cada una.

De las primeras fracciones eluidas de la columna anterior con



hexano-acetato de etilo 98:2, se obtuvo un aceite amarillo claro
que después de someterse a metilacién con diazometano resultd ser
una mezcla de ésteres metflicos de dcidos grasos con cadena de
mis de 10 Stomos de carbono, por comparacién por cromatograffia de
gases con muestras auténticas de ésteres metflicos de Acidos gra-
sos conocidos. De las fracciones eluidas con una mezcla de hexano
acetato de etilo 95:5, se obtuvieron 3.65 g de un s6lido cristali
no gue resultd ser idéntico por sus constantes flsicas y datos es
pectroscbpicos al compuesto identificado como fR-sitosterol (L),
aislado previamente de la fraccibn acuosa.

Aislamiento de la Aplysindlida (LXX)

De las fracciones cluidas con una mezcla de hexano-accetato de eti
lo 95:5, se obtuvieron 15 mg de un s6lido cristalino amarillo con
punto de fusién 142-144°C, la sustancia resultd$ ser un nueve com—
puesto dibromado al que se le di¢ el nombre de AplysinSlida (LXX).
Sus Adatos cspectroscOpicos son los siguientes:

IR w4 (CHC13): 3028 (c-H, ar), 2942 (C-H, Alif.), 1780 (C=0) cm_l
uv A max {(Mecou) : 207 nm (£€=25700), 260 nm (c=9820), 290 nm (e=6717)

327 nm (¢=3732)

EMIE m/e: 360, 362, 364 MY, M2, M™% CjoH; oO3BT, (49%, 100%, 48%)
345, 347, 349 (C, H,0,Br,)" (15%, 25%, 14%)
331, 333, 335 (C;,Hg0,Br,)" (52, 9%, 4%)

“+
317, 319, 321 (C10H7028r2) {(36%, 70%, 35%)

RMN'H (CDClB): 2.37 ppm (s, 3H), 2.57 ppm (s, 3H), 3.90 ppm (s, 3H),
7.61 ppm (s, 1H)

Aislamiento de la Aplysinimina (LXXI)

Se reunieron las fracciones eluidas con hexano—acetato de etilo
90:10 y se recromatografiaron en una columna de 3 cm de difdmetro
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empacada con sflica-gel, obteni&ndose de las fracciones eluidas

con hexano-acetato de etilo 90:10 6.0 mg de un s&6lido amorfo que

presentS un punto de fusifn de 146°, el compuesto fue identifica-—~

do como otro nuevo metabolito dibromado al gue se nombrd
Aplysinimina (LXXX). Sus datos espectroscbpicos son los siguientes:
1

IR v o (CHCl,): 3500 cm™ " (N-H, imina)

oV A _(HeOH): 206 nm(e=30173), 289 nm (e=1742)

EMIE m/e: 319, 321, 323 M%, M*2, M*% CoH NO,Br, (30%, 61%, 31%)
304, 306, 308 (CgHLO,Br,)’ (52%, 100%, 46%)
292, 294, 296 (C8H6023r2)+ (8%, 15%, B%)
+
278, 280, 282 (C,H30,B,)" (4 44, 29)

RMN'H (CDCl3): 3.67 ppm (s, 24), 3.85 ppm (s, 3H), 5.82 ppm (s, 1H),
7.48 ppm (s, 1H)

Aislamiento de la 2,6-dibromo~4-hidroxi-4-metilencarbometoxiciclo-—

hexadienona (LXXII) y de la 2,6-dibromo—-4-hidroxi-4-metilencarboxi

ciclochexadienona (LXXIII)

De las fracciones eluidas con hexano-acetato de etilo 90:10 de la

recromatografia anterior, se obtuvieron otros dos compuestos de

polaridad muy semejante y que se pudieron scparar por cromatografia
en capa fina, utilizando cromatoplacas de silica-gel de 5 X 10 cm
y de 0.25 mm de espesor, desarrolladas con diclorometano 100%. De
la fraccibn menos polar se obtuvieron 20 mg de un s6lido crista-
1lino LXXITXI con punto de fusibn de 58-59°C. De la fraccidn menos
polar se obtuvieron 10 mg de un s6lido amorfo con punto de fusidn
de 196-19B°C LXXIII. Las dos sustancias se identificaron como la
d~metilencarbometoxiciclohexadienona (LXXII)

2,6—-dibromo—-4-hidroxi
y la 2,6-dibromo-4-—hidroxi—4-metilencarboxiciclohexadienona {(LXXIIXI)
datos espectroscdpicos con los informados en la

al comparaxr sus
{«2}

publicacidn respectiva
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Aislamiento de la Aeroplysinina-1 (XIX)

Las fracciones eluidas con hexanco-acetato de etilo 80:20 y 70:30
se reunierxron y el residuo se purificd por cromatogratffa en placa
fina en cromatoplacas de siIlica-gel de 5 X 10 cm y de 0.25 mm de
espesor, gue se desarrollaron en un sistema de diclorometano-—ace
tona 95:5, dos veces. Se obtuvieron 12 mg de un aceite rojizo que
no se logrd cristalizar y que se identificd como la Aeroplysinina-—
1 (XIX)'psr comparacifn de sus datos espectroscbSpicos con los pu-
blicados -

Aislamiento de la 3,5-dibromo-2-hidroxi-~4-metoxifenilacetamida (XXXVI)

Las primeras fracciones eluidas con hexano-acetato de etilo 50:50
se reunierxon y se recromatografiaron en una columma cmpacada con
silica-gcl- De las fracciones eluidas con hexano—acetato de etilo
70:30 se obtuvieron 30 mg de un s6lido cristalino con un punto-de
fusién de 178°C, gque resultd ser el compuesto XXXVI va descrito

y €l cual fue identificado al confrogt?r sus datos espectroscSpicos

con los informados en la litexatura

Aislamiento del Aplysincetal "A”™ (LXXIV) y de la 2,6-dibromo—4-
acetamido—4-hidroxiciclohexadienona (XVI) .

De las Gltimas fracciones celuidas con hexano-acetato de etilo
50:50 se obtuvo 60 mg de un s6lido amorfo gque resultd ser una
mezcla de dos sustancias. Los compuestos se separaxon pox croma-—
tograffa en placa fina, tsando como sistema de clucibn diclorome
tano—-acetona 9:1 y desarrollando la placa tres veces. El compues
to de mayor polaridad se aislS como un s6lido cristalino con pun
to de fusibn de 189-1%0°C (40.0 mg), el que se identificb6 como
la dienona XVI al comparar sus constantes fisicas y datos espec-—
troscbpicos con los publicados para esta sustancia{RZ}. El com-
puesto de menor polaridad se obtuvo como un s6lido cristalino con
punto de fusifn de 194-195°C (15.0 mg) y resultdS ser un nuevo
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compuesto dibromado, al cual se le did el nombre de Aplysincetal
A" (LXXIV) y se identificH como el 3,5-dibromo-l-acetamido-1-
hidroxi-4-butoxi—4-metoxiciclohexadieno . Sus datos espectroscs-—
.picos son los siguientes:

IR v s (KBr) = 3410 (OH, ter.), 3200 (N-H, amida), 1660 (C=0O,

amida) cm” 1

ov A (McOH) : 204 nm (e=9912)

max

EMIE m/e: 411, 413, 415 MY, M*?, M*? (No oObservado) c,,H, NoBr,

380, 382, 384 (C;,H,cNO3Br,) " (8%, 14%, 8%)
353, 355, 357 (C,,H;-03BT,)" (2%, 3%, 2%)
+

333, 340, 342 (CyH, NO.Bry) (40%, 78%, 39%)

+
306, 308, 310 (CSHGNoaBrZ) (142, 272, 18%)

RMN*H (CD3),CO: 0.98 ppm (t, 3H), 1.50 ppm (m, 4H), 2.68 ppm (s,
3.07 ppm (s. 3H), 3.25 ppm (t, 2H), 5.85 ppm (s,
6.60 ppm (s, 1H), 6.75 ppm (s, 21), 7.15 ppm (s,

Aislamiento del Aplysincetal "B" (LXXV)

De las fracciones eluidas con hexano—-acetato de etilo 40:60, se
obtuvo un aceite café gue se recromatografid en una columna de
silica-gel utilizando come eluyente mezclas de hexano-acetato de
etilo, obteni&ndcse de las fracciones eluidas con hexano-acetato
de etilo 70:30, 10.0 mg de un s&lido blanco amorfo con un punto
de fusibn de 166-168B°C gue rxesultd ser un nuevo compuesto dibro-
mado semejante al anteriormente descrito. Sus datos espectroscS-
picos son los siguientes:

IR v (KBr) : 3390 (OH, ter.), 3185 (N~H, amida), 1668 (C=O,
) amida) cm”

max

29)
1H)
1H)
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UV Ane. (MeOH): 203 nm (c=12134)
EMIE m/e: 425, 427, 429 M', M2, M*® (No observade) o, H, NO Br,
394. 396, 398 (C,,H, NO.Br,)* (0.9%, 1.5%, 0.9%)
380, 382, 384 (Cy,H;gO0.Br,)" (4%, 11%, 5%)
338, 340, 342 (CgH,NOLBr,)* (213, 40%, 20%)

306, 308, 310 (C8H6N023r2)+ (12.5%, 25%, 13%)

J

~
RMN'H (CD3)2CO:0.98 ppm (t, 3H), 1.50 ppm {(m, 6H), 2.57 ppm (s, 2H)
3.10 ppm (s, 3H), 3.22 ppm (t, 2H), 5.85 ppm (s, 1H)
6.65 ppm (s, 1H), 6.76 ppm (s, 2H), 7.14 ppm (s, 1H)

Aislamiento del berivado Bis-Oxazolidona (XXIII)

Las fracciones obtenidas al cluir la columna con acetato de ctilo
100¢ sc¢ reunieron debido a gque mostraron tener ¢l mismo constitu—
yente al compararlas en cromatoplacas de sflica gel de 0-.25 mm de
espesor, corridas con dicloromctano—acetona 1:1 dos veces. E1 mate
rial reunido se¢ purificd en una columna empacada con silica gel

que sc cluyb con mezclas de hexano—acetato de etilo; de las frac-—
ciones eluidas con hexano—acetato de etilo 70:30 y 60:40 se obtu-—
vo un s&6lido cristalino con punto de fusién de 214-215°C, al que

se identificS com el derivado bis-oxazolidona (XXIII) por compa—

racibn d4de sus datos cspectroscSpicos con los publicados para este

{50}
compuesto -
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Pruebas de Antibifsis de los Extractos y de los Compuestos
Aislados de la Esponja

La prueba de inhibicifn en placa para microorganismos se reali-
z8 en medio s6lido (BIOXON), por medio de sensidiscos de papel
filtxo Whatman § 42, con difimetro de 5.5 mm y esterilizados.

Cuando se utilizaba el extracto acuoso © mctanlico crudo de la
esponja, se concentraba por goteo en cada disco 1 ml del extrac—
to, preparado a partir de 10 g de la esponja homogeneizado en

10 ml de metanol. Cuando sc utilizaba algun metabolito purifica-—
do, €ste se disolvia en metanol de tal manera que la dilucisn
mantuviera una concentracifn dada y se concentraba por goteo los
ml necesarios en cada disco para obtenerlos impregnados con do——
sis del orden de los ug/ml. Se impregnd el nGmero necesario de
daiscos como para poder realizar dos veces la misma prueba y com—
parar los resultados de inhibicifSn de un mismo extracto o de un
mismo compuesto. Tambifén se colocaron controles de papel filtro
Whatman # 42 esterilizado, impregnados solamcnte con metanol.

Todos estos discos se dejaxon secar perfcctamcnte a temperatura
ambiente, posteriormente se colocaxon en cajas de petri previa-—
mente inoculadas con el microorganismo correspondiente sobre una
placa de agarxr nutritivo o ¢l medio adccuado para el desarrollo
de la bacterxria. Estas cajas se inocularon homogenecamente con una
asa bacteriolSgica.

Una vez colocados los discos en cl medio de cultivo, se dejaron
reposar durantc 90 min. a temperxatura ambiente con el fin de per-—
mitir la difusifn del extracto © de la sustancia sobre la placa.
Después de este perfodo se incubaron las cajas de petri a 37°C
durante 24 horas. Cuando se cumplid el tiempo de incubacifn, se
procedié a observar en cuales medios se habia presentado halo de
inhibicifn microbiana y en caso de gque lo hubiera, se medfa el
difimetro en mm. La presencia del halo de inhibicién, indica gue
la prueba de antibiésis es positiva y gue los extractos o los
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los cuales al

metabolitos presentan actividad antimicrobiana,
impe—

difundirse sobre el medio de cultivo alrededor del disco,
dfan el desarrollo de 1los microorganismos.

Microorganismos de Prueba

Las cuatro cepas de microorganismos scleccionadas para este estu-—
dio fueron proporcionadas por el cepario de la Facultad de Quimica
de la UNAM. Staphylococcus aurcus, Salmonella thyphi y Shigella
sonnei fueron resembradas en agax nutritivo y Streptococcus

pyegenes se resembrS en agar bacteriol&gico e infusidn de cerebro
un excelente desarrollo des-—

corazfn, presentando todas las cepas
del perfodo de incubacifn a 37°C durante 24 horas.
microbianas cada cuatro semanas.

pu€s Se reali-
zaron resicembras de estas cepas

Las cuatro cepas microbianas utilizadas en las pruebas de inhibi-
extractos o los metabolitos de la esponja,

cién en placa con los
son nocivas para cl ser

son microorganismos de interés m&Edico,
Son propicias y en ocasiones

humano cuando las condiciones les
de uso comfin.

pueden desarrollar resistencia a 1os antibiSticos

Staphylococcus aurcus y Streptococcus pyogenes son bacterias
Gram—-positivas y Salmonella typhi y Shigella sonnei son Gram-—

negativas.
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RESULTADOS ¥ DXSCUSION

-“Aplysina sp

La Aplysina sp (Porifera: Aplysinidae) es una esponja marina gue
se colect6 en noviembre de 1984, por primera y f(inica vez en la
Bahfa de Puerto Escondido, Oaxaca:; en dos ocasiones posteriores
(mayo y diciembre de 1985) se intentsS recolectar mds Aplysina sp
en la misma localidad, pero ya no se le encontré y en su lugar
dominaba una poblacifn de otra esponja del género Niphates. Tal
sucesibSn pucde deberse a los cambios estacionales en los pardame-—
tros de temperatura y turbiedad, pues cuando s¢ colectsS a las
Aplysina, la columna de agua era cdlida y transparente y cuando
posteriormente se regressS, esta era frfa y turbia.

Esta nueva cspecic de Aplysina se caracteriza por ser una espon-—
ja masiva incrustante muy cavernosa, su color on vivo ¢s amarillo—
ocre, secada o preservada en alcohal se torna morado—-oscuro O ne-—
gro. Su consistencia es muy compresible pero firme, es muy cli3sti
ca. Su superficie presenta numerosas rugosidades que se engrosan

en sus extremos. Sus fibras son dmbar—-rojizo y son meduladas-

Durante la bGsgueda en la literatura de las especies registradas
para este gfnero en cl Pacifico Oriental, dGnicamente se¢ cncontra-—
ron dos: Verongia aurea y V. thiona y las descripciones de los

autores sobre ambas especies no concuerdan con el esp&cimen colec

tado en Puerto Escondido. Como las caracterfsticas del género si
se apegan a las del ejemplar objeto del presente estudio, sc optd
entonces por dejarlo solo como Aplysina sp.

A finales de 1985, durante una visita a la Universidad del Sur de
California se revisd la coleccidn de esponjas de esta institucidn,
que es la mas completa para el Pacifico, con ¢l objeto de compa-—
rar la Aplysina de Puerto Escondido con las especies de la regidn;



no se le-encontrs entre las especies de la coleccién. Esta espe-—
cie de Aplysina continGa en estudio en el laboratorio de Farmaco
logfa Marina del Instituto de ciencias del Mar y Limnologfa de

la UNAM, donde despufs se publicard la descripcidén de la especie.

Como ya se sehalf las esponjas del género Aplysina se caracterizan
por poseer un color amarillo—~ocre, €l cual se torna negro cuando
la esponja se expone al aire. Fue recientemente cuando por fin se
logrd identificar gufmicamente al zoocromo responsable del cambio
de color en la Aplysina aerophoba, su estructura sc establecids
como la 3,5,8-trihidroxi-4—-quinolona (LXXVI). Este es un pigmento
gque ficilmente se oxida a una quinona azul inestable (LXXVII) que

r73
a la vez ridpidamente se convierte en una material negro insoluble’ }

oH o o]
OH OH
1 —_— |
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(LXXVI) 3,5,8-trihidrced—4-— (LXxvII) 3-hidroxi-4,5,8-
quinolana trioxocuinolona

A wveces el problema en la obtencifn de compuestos quimicos de es-—
ponjas y en general de organismos marinos, no lo es tanto la eluci
dacidn de la estructura de las sustancias sino la determinacién
taxonSmica del material biclbgico, puesto gue los especialistas

a menudo no logran llegar hasta la especie o atin al gé&nero.

Cuando se realiza el estudio guiImico de un organismo marino, ademds
de los preoblemas taxonfmicos, se tiene otra limitante, el obtener
a los especimenes marinos cn la abundancia adecuada puesto cue las

ESTA TESIS WO DEB
SALIR BE LA BIBLIGTS
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esponjas marinas -contienen metabolitos secundarios en cantidades
minimas, del orden de mg por Kg de peso hGmedo- Con los 4 Kg de
Aplysina sp que se sometieron a extraccidn y purificacifén, de al-
gunos compuestos se obtuvo solo la cantidad necesaria para reali-
zar las pruebas de antibifsis y obtener los espectros de Uv, IR,
EM y RMN'H. Tal es el caso de la Aerxroplysinina-2 (XX), de 1la
Aplysinimina (LXXI), del &cido carboxflico (LXXIII) y del Aplysin
cetal "B" (LXXV).

Las pruebas de antibifsis hechas con los extractos acuoso y meta-
n&lico, mostraron los siguientes halos de inhibicibn:

Inhibicifn en mm de didmetro

Extracto S. aureus S. pyegenes S. typhd S. sonnei
Acuoso 16 14 15 15
MetanSlico is 15 15 16

Con base en los resultados positivos de las pruebas de antibi&sis
anteriores y a la abundancia del material biolSgico disponible,
se procedid a la purificacifn por cromataograffa en columna y en

pPlaca fina de los dos extractos.

En la purificacifn por crxomatograffa en columma, es imprescindible
gue los extractos contengan la menor cantidad de agua posible de-
hido a gue es un lfguido muy polar, desactiva la sflica gel y pue-—
de ocasionar reacciones no descadas. Las esponjas marinas por lo
general contienen un volumen apreciable de agua salada gue debe de
eliminarse por mftodos fisicos y/o gquimicos. En este caso, despuls
de gue la esponja con un pesco htimedo de 4 Kg fue exprimida, liofi-
lizada, extrafda con metanol y filtrada bajo succifén, el peso seco
fue de 140 g para el liofilizado y de 400 g para el residuo de 1la
esponja del extracto metanblico filtrado.
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Elucidacid&tn de las Estructuras Moleculares de los Metabolitos
Secundarios de Aplysina sp

La Qufmica de organismos marinos es interesante por si misma. Ca—

da estructura nueva encontrada entre los compuestos gufmicos de

origen marino puede contener arreglos poco comunes de grupos fun-—
cionales y considerarse como modelos para sfntesis. El1 impacto real
de los metabolitos secundarios marinos radica en sus estructuras G-

nicas gue han estimulado la investigacién fundamental con Qufmica

Orgdnica.

Aungue el descubrimicnto de una sustancia nueva es a menudo una
el drea de productos natura-—

amplia recompensa para el trabajo en
marino ofrecen otras oportu—

les, las investigaciones en el medioc
nidades para combinar la elucidaciSn
tal como la bisqueda de nuevos fArmacos.

estructural con estudios mis

pragmiticos,

Elucidacifn de la Estructura Molecular de la Aplysindlida (LXX)

De las fracciones menos polares de la cromatograffia decl extracto
sc¢ aislé un nuevo compuesto bromado

de fusiSn de 142-144°,
(LXX) . Su peso mole—

Masas (EMIE) estd de

metanSlico de la esponja,
como un s6lido cristalino amarillo de punto
al cual se le di6 el nombrec de Aplysindlida
cular de 360 obtenido por Espectrometria de
acuerdo para fSérmula molecular C12i110038r2.
Su espectro en el Ultravioleta mostrd absorciones a 207 nm (e=

9820}, 290 nm (c= 6717) y 327 nm (e= 3732) gue

25700), 260 nm (c=
asf como una

indican gue el compuesto contiene insaturaciones,

parte aromitica en la moldécula. Su espectro en el Infrarrojo exhi-

be bandas de absorcién para enlaces carbono-carbono cleffnico en
3028 cm—l, asf como para carbono~carbono saturado en 2942 cm ; en
1728 em™! se observs tambidén la banda de absorcidn vara el grupo

carbonilo de una y—lactona a,8-no saturada.
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El espectro de Rescnancia Magn&tica Nuclear ProtSnica (RMN'H) del
compuesto LXX exhibe solamente sefiales simples. En 2.37 ppm y en
2.57 ppm se observan dos sefiales ligeramente anchas correspondien—
tes a 3 protones cada una, gue pox su desplazamiento gqu¥mico y su
multiplicidad se pueden asignar a aos metilos vinflicos en posicidén
gem a la doble ligadura; en 3.90 ppm se o©bserva otra senal simple
aguda que corresponde a los tres protones de un grupo metoxilo;

por Gltimo se observa una sefial simple en la regi&n del espectro

en donde aparecen 1los protones aromiticos en 7.61 ppm correspon-—
diente a un protén, lo gue sugiere la presencia de un anillo aro-—

mitico pentasustituido.

El espectro de masas del compucsto ticene la caracterfstica de
presentar un ion molecular compuesto por tres picos de m/e 360,
362, 364 (H+, M+2, H*4) con una intensidad relativa de 1:2:1, lo

que confirma la presencia de dos dtomos de bromo en la mcl&cula.

Aparte como es sabido, cuando un compucsto orginico contienc Sto-—
mos de bromo las abundancias relativas de los picos originados
por las contribuciocones isotfpicas muecstran un arreglo especial.
Esto se debe al hecho de gque el bromo existe en la naturaleza
como una mezcla de dos isotbpos estables 798: v Br con una Trela-—
cifn aproximada de 1l:1. Asf gue cuando una molécula contiene un
dtomo de bromo se observan dos picos de intensidades relativas
1:1 (MY, M*2) . cuando la mol6cula conticne dos dtomos de bromo

se observan tres picos de intensidades 1:2:1, etc., ya gue la
pProbabilidad sucesiva de obtener el ntimero de picos siguc un arre
glo binomial (a + b)n= 1 donde n= nGmero de 4dtomos de bromo pre-—
sentes en la molécula, gque ©n el espectro se toma como M+, M+2,
H+4, etc. 74

El espectro de masas del compuesto presentd ademds otros picos
correspondientes a fragmentos gue contienen dos dtomos de bromo,
como en m/e 345, 347, 349 (M—-15) gque se debe a la pé&rdida de un
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metilo, en m/e 331, 333, 335 (M—-29) debido a la pé&rdida de un
grupo formilo y en m/e 317, 319, 321 (M—43) correspondiente a
la pé€rdida de un grupe alquilo de tres Stomos de carbono.

De acuerdo con todos los datos espectroscSpicos anteriormente
descritos, fue posible establecer la siguiente estructura LXX
como la mis probable para la AplysinéSlida.

OMe
Br Br

[¢]

Aplysin&lida (LXX)

Elucidacifn de la Estructura Molecular de la Aplysinimina (LXXI)}

De las fracciones eluidas con hexano-acetato de etilo 90:10, se
aisls6 otro nuevo metabolito bromada como un s6lido amorfo al que
se le di6 el nombre de Aplysinimina (LXXI). Su peso molecular
impar de 319 obtenido por Espectrometria de Masas, indica qgue

la molécula contiene un dtomo de nitrSgeno y esta de acuerdo
para la f6rmula molecular C9H7N028r2.

Su espectro en el Ultravioleta presenté absorciones en 206 nm
{e= 30173) y en 289 nm (c= 1742). La primera se debe a la presen-—
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cia de dobles ligaduras no conjugadas y ia segunda & un cromS-
foro aromdtico.

En el Infrarrojo mostr una banda de absorcifn en 3500 <:m_'l que
se asign®d a la absorcién del doble enlace de la imina.

El espectro de Resonancia Magnética Nuclear ProtSnica exhibid
una sefial simple en 3.67 ppm correspondiente a dos protones, lo
que sugiere la existencia de un metileno aislado gue por su des-
plazamiento quimico puede asignarse a un metilenc o a dos dobles
enlaces; los protones de un metoxilo fueron puestos on evidencia
por la presencia de una sefal simple aguda en 3.85 ppm (3H) ;

una sefial simple en 5.82 ppm que desaparece al intercambiarse
con agua deuterada sugiere la presencia del protSn de la iminas
el finico protén aromitico gue contiene la molécula se detectd
como una sefial simple gue aparece en 7.48 ppm.

Su espectro de masas mostrS un ion molecular imwar gue como en

el caso de la AplysinSlida (LXX), se observé como tres picos en
m/e 319, 321, 323 (4%, M¥2?, M*?) de intensidad relativa de 1:2:1
mismo gue concuerda para un compuesto dibromado con f&rmula mo-—

lecular CgH NO,Br

o=
Ademis se observan otras series de picos de intensidades de 1:2:1
come en m/c 304, 306, 308 (M—-15) gue corresponde aa la pérdida
del N—-H de la imina; en m/e 292, 294, 296 (M-16) debido a la
pé&rdida de dcido cianhfdrico y en m/e 278, 280, 282 (M-41l) co-
rrespondiente al fragmento originado poer la pdérdida del metile-—
no bencilico y a la imina como acetonitrilo.

Todos los datos espectroscSpicos anteriores c¢stuvieron de acuer—
do con la siguiente estructura LXXI para la Aplysinimina.
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OMe

Aplysinimina (LXXI)

Elucidacibtn de la Estructura Molecular del Aplysincetal “A*" (LXXIV)

De las fracciones eluidas con hexano-—acetato de etilo 1:1 se ais—
16 un s6lido cristalino incoloro gue resultd ser un nuevoe cetal
mixto dibromado LXXIV. El peso molecular del nuevo compuesto bro-—
mado no pudo ser determinado por Espectrometrfa de Masas, debido
a gque no se observo el jion molecularx.

Su espectro en el Ultravioleta presentd un miximo de absorcién
a 204 nm (c= 9912) aue se puede atribuir a la presencia del
dieno homonuclear.



4L6.

Su espectro en el Infrarrojo exhibe banda de absorcifn para gru-
po oxhidrilo en 3410 cm—l; para el grupo amida se observaron dos
bandas de absorcifn: una en 3200 em™t quce corresponde a la absor
cifn de la amina y la otra en 1660 em™ % debido al grupo carbonilo.

En el espectro de Resonancia Magné&tica Nuclear Protdnica del com—
puesto LXXIV se puede inferir la presencia del cetal mixto metilo
butilo por las sehnales gque a continuacifn se describen: el grupo
butoxilo mostrd una sefal triple en 0.98 ppm (3i) que confirma la
presencia del metilo terminal, una sefial multiple en 1.50 ppm (4H)
de dos metilenos y un

gque se puede asignar a los cuatro protones
los protones

triplete en 3.25 ppm (2H) gue se puede atribuir a
del metileno gue soporta al oxigeno. La existencia de un metoxilo
en la molécula cs apoyada por la presencia de una schal simple
aguda en 3.07 ppm (3H) . Otra senal claramente apreciable en el
espectro corresponde a los protones del metileno del grupo ace—
tamido gue se manifiesta como una senal simple aguda en 2.68 ppm,
asi como otra senal simple en 7.65 ppm (2H) gque corresponde a los
wvinflicos equivalentes ya que la mol&cula tiene un

dos protones
Poxr lo que respecta a2l protén del alcohol y los

plano de simetria.
protones de la aunida,
anchas en $5.85 ppm (1),
recen al intercambiarsce con agua deuterada.

estos se observaron como tres senales simples
6-.60 ppm {(14) y 7.15 ppm (1lH) que desapa-—

lar, pero se observaron tres pices en m/e 380, 382, 384 (M+, M+2,
+4) de intensidad relativa 1:2:1 que confirman que se trata de

™
una sustancia dibromada, estos fragmentos se pueden asignar a la
de esta ma-—

p€rdida de 31 unidades de masa de un grupo metoxilo,
establecer indirectamente la f6rmula moleculax

El espectro de masas del compuesto LXXIV no presentd ion molecu-

nera se puede
C13519N04Br2.

357 gque corresponden a la

Se observarxron picos en m/e 353, 355,
en m/e 338, 340, 342 y en m/e

pé&rdida del grupo acetamido (M—-58);
306, 308, 310 se observan los picos correspondientes a los frag-—
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mentos originados por la pérdida del grupo butoxilo (M-73) y de
ambos grupos metoxilo y butoxilo (M—105) -

Pinalmente la estructura LXXIV propuesta para el Aplysincetal "a”
fue confirmada por Difraccidn de rayos X. Los datos obtenidos de
mostraron que el anillo de ciclohexadieno y los dos Stomos de
bromo se encucntran en el mismo plano. Ademis indicaron que los
dos grupos mis volumihosos: el butoxilo y el acetamido se encuen
tran en posici®n anti; la misma situacién se presenta con los dos
grupos mis pequecios: el metoxilo y el oxhidrilo, pero en sentido

opuesto (Fig. 3).

MeQ OBut
8r B
-NH
HO H2—§ >

(LXXIV) Aplysincectal "aA"
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_Fig. 3. Esguema de la Estructura Molecular del Aplysincetal "aA",

obtenido por Difraccifn de Rayos X.
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Elucidacifn de la Estructura Molecular del Aplysincetal “"B™ (LXXV)

De las fraccicnes eluidas con hexano—acetato de etilo 40:60 se
aisld un s6lido cristalino que resultS ser otro cetal mixto di-
bromadeo no descrito en la literatura, al gue se nombr6 como
Aplysincetal "B" (LXXV) y que de manera similar al Aplysincetal
"A" (LXXIV), no presentd ion molecular en su espcctro de masas.

Su espectro en el Ultravioleta muestra una fuerte absorcién en
203 nm ( =12134) gue se debe a la presencia de dobles ligaduras

no conjugadas en la moldcula.

Su espectro en el Infrarrojo presentf una banda de absorcién para
un grupoe oxhidrilo en 3390 cm”l, asi como dos bandas atribuidas
a una amida: en 3185 em™t la parte gque corresponde a la amina y

en 1668 cm_l la gue corresponde al carbonilo.

En su espectro de Resonancia Magnética Nuclear ProtSnica se detegc
taron las schales correspondientes a la cadena alifitica como un
triplete en 0.98 ppm (3H), una secfnal multiple en 1.50 ppm (6H) y
un triplete en 3.25 ppm (21) que Se pusden asignar respectivamente
a: los protones del metileno terminal, a los protones de los trxes
metilenos y del metileno unido al fdtomo de oxigeno. Sc observa
tambi€n una sefial simple aguda en 3.07 ppm (3H) debida a los pro—
tones del grupo metoxilo. La sefial simple en 2.68 ppm (2H) es ca—
racterfistica para los protones de un metileno de un grupo acetami
do, para este (Gltimo grupo se tienen dos sechales anchas en 6.60
ppm (1H) y en 7.15 ppm (1H) que corresponden a los dos protones
del grupo amino, esto se¢ verifica porgue al intercambiar con agua
deuterada estas secnales desaparecen; lo mismo sucede con la senial
simple en 5.88 ppm (1H) gque fué asignada al protén del oxhidrilo.
Finalmente en 6.76 ppm {(2H) se tiene una sefial simple gue se debe
a la presencia de dos protones vinifilicos egquivalentes en el ciclo

hexadieno hexasustituido.
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Al igual gue el Aplysincetal "A™ (LXXIV), el Aplysincetal "B"
(LXXV) en su espectro de masas no presento ion molecular, sin

embargo mostrd picos significativos de intensidad 1:2:1 (M+, M+l.

M+4) debidos a difercntes fragmentos bromados, como en m/e 394,
396, 398 (M-31) originado por la p&rdida del grupo metoxilo que
en este caso tambié&én indirectamente da la fSrmula molecular
C14H21N04Br2. De m/e 380, 382, 384 (M—-45) que se debe a la p&rdi
da del grupo amida; en m/e 338, 340 , 342 (M-8B7) gue corresponde
a la p&frdida del grupo pentoxilo y en m/e 306, 308, 310 (M-114)
que al aparecer en ¢l espectro comprueba la presencia del cetal
mixto metilo-pentilo-

Todos los datos espectroscSpicos anteriores estan de acuerdo con
la siguiente estructura LXXV para el aAplysincetal "B™.

MeO OPen
Br Br

Ho CHy =& -NH,
<

(LXXV) aAplysincetal "B"
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Identificacifn de l1los Esteres MetiIlicos de los Acidos Grasos

De las fracciones menos polares de la cromatograffa del extracto
metanSlico se eluyf6 una sustancia aceitosa que se caracterizé
espectroscopicamente como una mezcla de Scidos grasos, la gue se
metils con diazometano. El andlisis de la mezcla de los &steres
metflicos por cromatograffa de gases revelS la prescncia de una
serie de dcidos grasos con una cadena alifi&tica de mis de diez
dtomos de carbono, logridndose identificar a los €steres metflicos
de los dcidos palmitico, esteirico y olefco. Fucron los Gnicos i-
dentificados ya que no se tenian patrones para los demis dcidos

grasos.

Identificacitn de la Estructura Molecular de la 2,6-dibromo—4-—
hidroxi—-4—metilencarbometoxiciclohexadienona (LXXII) y de la 2,6-—
dibromo—4-hidroxi-4-metilencarboxiciclohexadienona (LXXITYI) -

De las fracciones eluidas con hexano-acctato de etilo 90:10, ade-—
mis de la Aplysinimina (LXXI) se aislaron otros dos metabolitos
secundarios ya descritos en la literatura y gue se¢ identificaron
espectroscopicamente como dos ciclohexadicnonas dibromadas de si
milar estructura, cuya difercencia radica en que mientras una es
el Scido carboxflico LXXIIX laotra es su correspondiente &ster
metflico LXXIII, esta es la primera vez que se aislan como produc
tos naturales. Las dos sustancias habfan sido obtenidas como pro-—
ductos dc sintesis a partir de otros compucestos aislados de espon
jas, pero no directamente de estas. La 2,6-dibromo-4—hidroxi-4-—
metilencarboxiciclohexadienona (LXXIII) fuf sintetizada utilizan-
do como materia prima al dimetoxicetal (XVIXI) al someterlo a hi-
dr&lisis en medio &cido y la 2,6-dibrome-4-hidroxi-4-metilencar-—
bometoxiciclohexadienona (LXXIY) se obtuve mediante la conversién
de %:)acetamida (XVI) al E&ster metflico con metanol en medio Aci-

do
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MeO OMe 9
Br r Br Br
HZSO4
—_—
EtOH
HO CHz—ﬁ—NHz HO HZ—E—OH
o o
Dimetoxicetal (XVII) Acido Carboxflico (LXXIII)
Br, r Br. r
MeOH
P
Hp—C—NH -
=& 2 HO Hy—C—OMe
o 5
Acetamida (XVI) Ester Metflico {(LXXII)

Identificacifén de la Estructura Molecular de la Aeroplysinina-1
(XIX) .

De las fracciones eluidas con mezclas de hexano-acetato de etilo
B0O:20 y 70:30 se aisl6 a la Aeroplysinina-1 (XIX), esta es la
primera vez gue este compuesto se aisla de una esponja del Paci-
fico Oriental y constituy6 el primer ejemplo de una molécula que
en la naturaleza contiene a un 1,2-dihidrcareno-1,2- dlol( ).
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Xdentificacifn de la Estructura Molecular de la 3,5-dibromo—-2- -
hidroxi—-4-metoxifenilacetamida (XXXVI)

La 3,5-dibromo-2-hidroxi—4-mectoxifenilacetamida (XXXVI) es otro
metabolito dibromado aislado de la fase metanSlica. Es una de las
pocas sustancias dibromadas encontradas en esponjas del género
Aplysina que tambi&n se han hallado en otxos géneros de esponjas,
su estructura se determiné por los m&étodos convencionales de es-—
pectroscopfa y por Difraccibn de rayos X =63

Xdentificacitn de la Estructura Molecular de la 2,6-dibromo—4-—
acetamido—-4-hidroxiciclohexadienona (XVI)

Este compuesto XVI fu& la primera sustancia dibromada con activi-
dad antimicrobiana gue se obtuvo de una esponja del género Aplysina
a partir de este, una serie de compuestos relacionados se han pues—
to en evidencia, con lo gue se ha enriquecido el conocimiento gqui-—
mico y ecolbgico de los metabolitos secundarios en las esponjas(27]-

Identificacién de la Estructura Molecular del Derivado Bis-oxazoli
dona (XXIII)

De las fracciones m3s polares de la cromatografia del extracto
metanSlico gque fueron eluidas con acetato de ctilo 100%, se aisls
un sblido cristalino muy polar que resultd ser una sustancia di-—
bromada ya descrita en la literatura y gue se caracteriza por ser
el primer compuesto obtenido de una esponja gue contiene dos ani-—
llos de oxazolidona, la estructura corresponde a la f&rmula xxIII(

Identificacifn de la Estructura Molecular del g-sitosterol (L)

El esterol gque se encontrd tanto en la fraccibn acuosa como en la
fase metanSlica, mostrd tener el mismo punto de fusifn de 130°C

e idénticos datos espectroscbpicos, por lo gque se puede considerar
gque se trata de la misma sustancia. Su peso molecular obtenido por

o}
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Espectrometrfa de Masas fue de 414 y esta de acuerdo para la f£8r-

mula molecular C ©O. Su espectro en el Infrarrojo muestra una

2950 by

banda de absorcifn en 3608 cm’
puede asignar a un grupo oxhidrilo. Su espectro de Resonancia
Magn€tica Nuclear ProtSnica presenta las seniales para los proto-

gque por su forma y posicidn se

nes de carbonos saturados e insaturados propios de los esteroles.
Por sus constantes ffsicas y datos espectroscSpicos encontrados
y comparados con los public?gos, se concluy6 gue los m&s probable
s gue sea el g-sitosterol =3

Identificacifn de la Estructura Molecular de la Aeroplysinina-2 (XX)

Del extracto acuoso se aisls una sustancia bromada gue se identi-
fic6 como la Aeroplysinina—-2 (XX) ?% comparar sus constantes es—
{ }

pectroscSpicas con las publicadas Este compuesto es la pri-—

mera vez que se aisla de una esponja del Pacifico Oriental Centrg%
}

anteriormentesgc habfa aislado de esponjas del Mar Mediterrineo
y del Caribe(

Probable Origen de los Compuestos Bromados cn las Esponjas

Las sustancias bromadas aisladas de orxrganismos prxovenientes del

75 6 77
mar, lo han sido de algas( ), de esponjas( } {
Se ha sugerido que la dibromotirosina es el precursor biosintético

de la mayoria de los metabolitos secundarios aislados de esponjas
7

}

Qe moluscos -

8
del gfnero Aplysina (=Verongia§ }. Tambifén se ha sugerido gue las

esponjas de manera similar a los nudibranguios pueden incorporar

compuestos halogenados a partir de la ingestifn de algas microscS-
picas(79).
tracifin de agua de mar que las capacita para extraer de €sta par—

Las esponjas poseen un sistema de canales para la fil-

tfculas orginicas y microorganismos ¢ incorporarlos en sus tejidos.
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Se ha intentado esclarecer la hipotésis de gue si son las propias
esponjas © sus microorganismos asociados los productores de las
sustancias antimicrobianas encontradas en €stas. Hasta el momento
no se ha detectado a los compuestos antibacterianos en cultivos
de microorganismos aislados de esponjas gue dan pruckas de anti-—
bibsis positiwva, pero por ello se debe de deshechar la idea de
que los microorganismos que viven en las esponjas puedan no esggr

involucrados en la bicsintesis de los metabolitos secundazios{ ).

Con base en algunos datos cxperimentales se ha propuesto que 1la
mayorfa de los compuestos bromados obtenidos de esponjas del gé-
neroc Aplysina pueden derivarse de un precursor comGn, gue puede
sexr el epbxido (LXXVIII) o la imina {(LXXIX) ambos al reaccionar
con nucleSfilos o disolventes polares. Aungue hasta cl momento
no existen pruebas directas de la existencia de tales precursores
el origen de algunos de los metabolitos bromados aislados en este

33
estudio puede explicarsec a través de cllos -
OMe
OMe Br Br
8r 8r
HO o
CH35 -C -NH
2 5 2 N
<
H
EpSxido (LXXVIII) Imina (LXXIX)

La produccifin por parte de la esponja de la Aeroplysinina-1 (XIX)
y de la 3,S—-dibromo-2-hidroxi—4-metoxifenilacetamida (XXXVI), pue—
de suceder sf el ep6xido LXXVIII reacciona nucleofilicamente en
los carbonos uno o dos, seguido de la deshidratacién del alcohol
terciario para dar el compuesto aromidtico xxxvz{
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Me
Br r
HO
) HO Hy CN
Me . OMe
Br : - 8r - Aeroplysinina-1 (XIX)
-
HO
CHy -ﬁ -NH, HO Hy —ﬁ ~NH,
o] ]
OMe
EpSxido (LXXVITII) Br r
HO

CHyp -G -NH,
o

Fenilacetamida (XXXVTI)

El epSxido propuesto LXXVIII se puede considerar como un posible
precursor para otros metabolitos bromados ya que puede explicar
la presencia de la 2,6-dibromo-4-acetamido—-4-hidroxiciclohexadie—
nona (XVI) en la Aplysina sp, mediante la ruptura de la funcifin
ep8xido y la p&rdida de un grupo metilo se puede llegar al com-—
puesto XVI. La deteccidén de la dienona XVI junto con la Aeroply-
sinina-2 (XX) en la esponja objeto del presente estudio, sugiere
gque la imina LXXIX tambi&n debe gg considerarse como otro posible

pPrecursor para estos compuestos
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Me
Me o Br Br
Br r Br r
——
HO
CH, -C ~-NH -
2 -G 2 HO CHz—ﬁ NH, 'S
o o
EpSxido (LXXVIII) etamida ( Acroplvsinina-2
Me
Q
Me 8r Br
Br Br
S
[o]
HO' 0
N H
H
Imina (LXXIX) Aplysinimina (LXXI)

El gue se haya obtenido al nuevo metabolito dibromado Aplysinimina
(LXXI) en el presente estudio puecde ser de gran interfs puesto que
apoyarfia la hip&Stesis propuesta por Andersen y Faulkner, 1973 que
sugieren gue la imina LXXIX puede dar origen a_varios de los com—
puestos dibromados obtenidos de las AElxsina(QB}. La Aplysinimina
(LXXI) podrfa provenir directamente del precursor hipotético LXXIX
mediante una simple deshidratacién del alcohol terciario para dar
el anillo aromitico.

Se puede visualizar gue los nuevos cetales mixtos Aplysincetal "A"
(LXXIV) ¥y Aplysincetal "B" (LXXV) pueden derivarse de los precur—
sores propuestos LXXVIII ¥ LXXIX por la adicis&n de n-butanol o
n—-pentanol durante su proceso de biosint€&sis en la esponja o du-

rante la extraccibn.

(XX
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OMe
Br Br
CHy 'ﬁ _NN MeO, OBu MeO Pen
o Br Br 8r Br
EpSxido (LXXVIII) +

Me
Br Br /' HO CHz -C -NH2 HO CHz -C -NHz
o o
HO Aplysincetal "A" Aplysincetal "B”
(LXXIV) (LXXV)
A
H

Imina (LXXIX)

La Aercoplysinina-2 (XX) y el nuevo compuesto bromado al que se le
llamé AplysinSlida (LXX) tienen en comiin el poseer dentro de su
estructura el anillo de una yv-lactona; en ¢l primer compuesto la
y—lactona esta saturada y en el segundo es a,8-no saturada. EI1
origen de la Aeroplysinina-2 (XX) se puede explicar a partir del
precursor hipot€ético imina LXXIX, si el grupo imino se sustituye
por un carbonilo. No e€s posible hasta el momento darx una clara
explicacifn sobre el origen del nuevo metabolito AplysinSlida (LXX)
debido a gque no existen antecedentes sobre compuestos bromados con
dobles ligaduras exociclicas en anillos lactbSnicos, por 1o gue su
via metabSlica debe de ser diferente, al menos en su parte susti-—

tuida de la y-lactona a,B-no saturada.
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Actividad Antimicrobiana de los Compuestos Bromados

La resistencia de las esponjas a la descomposicifn bacterxriana ha

estimulado las investigaciones en bGsgqueda de posibles compuestos

antimjcrobianos. Pentro de la clase Demospongiae, la familia

Aplysinidae se ha distingido como de las gue mis tienen especies

con actividad antimicrobiana, sus extractos regularmente inhiben

el crecimiento de bacterias Gram-positivas,

Gram-negativas y hon-—
gos;

de los extractos crudos se ha logrado aislar, purificar y
determinar la estrcutura molecular dc¢ los compuestos biocactivos.

De las esponjas del género Aplysina gue se han estudiado qgqufimica-
mente los resultados revelan que la mayorfa poscen metabolitos

secundarios bromados, aungue existen ocasiones en las gue no se

logra aislar ningin tipo de compuesto halogenado como es el caso
de Verongia sp de las costas de Brasil(5 }.
deberse a las wvariaciones
invertebrados bénticos;

Tal situacidén pucde

estacionales que a veces afcectan a los
Se ha propuesto que en ocasiones el grado
de produccifn y actividad e los metabolitos

secundarios dependen
de las fluctuaciones estacionales

en diferentes tiempos y lugares
Los resultados de las pruebas de antibidsis mostrados
6 indican que de los once compuestos
Aplysina sp, sSolo tres mostraron tener la capacidad de inhibir el
crecimiento de las bacterias patfSgenas
rimentales del m&todo del

cn la Tabla
dibromados aislados de

bajo las condiciones expe-—
sensidisco utilizado. Estos

compuestos
gue se encuentran descritos

en la literatura son: la 2,6-dibromo-

4—acetamido-—4—hidroxiciclohexadicnona (XVI), la 2,6-dibromo—4-

hidroxi-4-metilencarbometoxiciclohexadienona (LXXII)

Yy la Aeroply-—
sinina—1 (XIX).

De las tres sustancias con actividad antimicrobiana,

fue la gue presentd la mayox actividad frente a las cuatro cepas:

Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes,

Salmonella typhi vy

BO}

la acetamida XVI
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Shigella sonnei, a una concentraciSn cuatro veces menor que la

de los otros dos metabolitos XIX y LXXII. Estos dos filtimos com~
puestos no fueron activos sobre S. pyogenes pero si sobre las

la aeroplysinina—1 (XIX) con una con-

otras tres cepas de prueba;j;
(LXXIX) de 200 ug/ml

centracién idéntica a la del &ster metilico
present6 mayores halos de inhibicifn gue el compucesto dibromado

LXXTTI.

Aungue ya han transcurrido algunos anos desde gue las sustancias

antimicrobianas despertaron ¢l interé€s dec los

ta el momento ninguna ha llegado a la etapa de uso clinico.

parece gue es diffcil su uso potencial como antibidticos debido

a gque guimicamente estos compuestos com© en el caso de Aplysina sp
diversos tales

investigadores, has—
Tal

son ciclohexadienos bromados con grupos funcionales
lactonas, etc. los gue Dposeen una
Por otra parte aunque en las
de es-—

como amidas, nitrilos, d&steres,
toxicidad potencial para los humanos.
pruebas de inhibicifn en placa algunos metabolitos secundarios

ponjas son activos sobre una amplia variedad de microorganismos,

estos no parecen tener una inhibiciétn apreciable comparada con los
a1

antibi&ticos comerciales! L

ocfanos representan, la indus-—

A pesar del gran potencial gque los
sintéticos, de

tria farmacefitica prefiere trabajar con materiales
son mds baratos de producir a nivel industrial y fdci-—
La investigacién, desarrollo y programas de prue
nuevo firmaco reguie-—

bido a que
les de patentar.
bas clfnicas necesarias para desarrollar un
re un promedio de diez anos y un alto costo de inversidn. Es de

suponer gque la industria farmacefGtica no va ficilmente a desarro-
1llar nuevos medicamentos de origen marino debido en gran parte a

los factores tiempo y pPresupuesto. E1 desarrollo de la Farmacolo-—

gfia Marina probablemente serd modcrado,
davia se mantiene como un recurso para la obtencifn de sustancias
2

pero a pesar de todo, to-—

bicactivas -
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Tabla 6. Actividad Antimicrobiana de los Constituyentes Quimicos

aislados de Aplysina sp
Inhibicifin del desarrollo de bacterias Gram—positivas y Gram-negativas
(Halos &e inhibicifn en mm)
Microorganismo

Compuesto y Staphylococcus Streptococcus Salmexnella Shigella
Concentracidn aureus pyogenes typhi sonned
Acetamida (XVI)

50 ug/ml 12 8 12 15

100 ug/ml 16 10 15 20
Aeroplysinina-1 (XIX)

100 ug/ml 8 - 10 7

400 ug/ml 14 - is 12
Aeroplysinina-2 (X0

400 ng/mil - —-_— - —_
Derivado bis—
oxazolidona (XXIII)

100 ug/ml — - —_
500 ug/ml - — - _
Fenilacetamida (20OVvI)

100 ug/ml —_— — —_ —_
500 ug/ml - — - —_—
Aplysindlida (LXX)

100 ug/ml —_ —_ . - ——
500 uva/ml - — [ — —_
Aplysinimina (LXXI)

100 ug/ml - — - —
500 ua/ml - —_ _ _—
JEster Metflico (LXXIT)

100 1 o/ml 8 -_ 20 ¢ 6

400 ug/mi 1o —_ ia4 9
[Acido Carboxflico (LXXIXII) .

100 ug/ml _ - — -

400 ug/ml - — - -
lAplysincetal "A" (LXXTV)

100 ug/ml - _— —_— —_

400 ug/ml -_— —_— —_— pu—
IAplysincetal "B" (LxXxXV)

100 ug/ml - — - -

400 ug/ml _ —_— _ -
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Probables Funciones EcolSgicas de los Compuestos Bromados

Un aspecto positivo de la qufimica de organismos marinos es el in-
terés de determinar las funciones de los nuevos compuestos en el
ambiente marino. Esto conduce a investigaciones intexdisciplina-
rias que involucran & los Quimicos, junto con ios BiSlogos y los
EcSlogos Marinos, gue al unir esfuerzos pueden fortalecer sus
respectivas drxreas del conocimiento.

Aplysina sp se encontrS junto con dos especies del mismo género
Aplysina sp 2 y Aplysina fistularis, las tres dominaban la comu-
nidad de esponjas del fondo rocoso en esa parte de la Bahfa de

Puerto Escondido. Es importante resaltar gque las tres especies
de Aplysina crecian expuestas y sin senas de dafio alguno, esta
situacién puede deberse a la produccién de sustancias bioactivas
que evitan o minimizan la perturbacifn que les pueden causar los
depredadores méSviles y/o a las Aefensas mecdinicas de las mismas.
Se ha puesto en evidencia que algunos metabolitos antibactexria—
nos de esponjas ejercen efectos defensivos en contra de los or—
ganismos gue sc les acercan con fines alimenticios, las sustan-—
cias afectan a los depredadores en bajas Conccstraciones, al ser

3
liberadas cuando son perturbadas las esponjas }.

La exudacidén natural de sustancias antimicrobianas por parte de
las esponjas marinas, sc ha propuesto como un posible mecanismo
para que las esponjas eviten el sobrecrccimiento de epibiontes
y para prevenir ¢l dafho por parte de animales méviles: se ha ob-
servado gue las esponjas que contiencn compuestos antimicrobia;u

-~

nos son las gue soportan a pocos © ningtin invertebrado marino

En concordancia con lo expuesto anteriormente, Aplysina sp gue
presentd actividad antimicrobiana, mostrd tener su superficie
externa libre de de epibiontes, por lo gque es posible considerar
que los compuestos guimicos aislados de la esponja podrfan fun-—

cionar como sustancias antiepibé&énticas.
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De igual manera, se ha propuesto gque la exudacifn natural de sus-—

tancias gufmicas por parte de las esponjas puede ser el motivo85
por el que éstas puedan mantener zonas limpilias a su alrededor( ).
La propuesta anterior puede ser el posible mecanismo por el cual,

en el momento de que se colectdS a Aplysina sp del fondo rocoso de

la Bahfa de Puerto Escondido, &sta no estuviera rodeada por nin-—

gtn otro invertebrado marino s€sil.
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CONCLUSIONES

Aplysina sp de Puerto Escondideo, Oaxaca, a semejanza de la ma-—
yvyorfa de las esponjas de este g€nero, contiene compuestos bro-—
mados, los gue manifiestan ser tipicos del orden Verongidae.

Para el estudio de los constituyentes quimicos de la esponija,
se realizaron dos extractos: uno acuoso y otro metandlico. En
total se aislaron once compuestos bromados, un esterol y una
mezcla de dcidos grasos.

Del extracto acuoso liofilizado se aislé Gnicamente un metabo-
lito bromado, al gue se identificS como la Aeroplysinina-2 (XX)
gue se caracteriza por tener dentro de su estructura el anille
de y—lactona soturazda, rasgo gue se presenta en uno de los nue
vos metabolitos bromados, la Aplysindlida (LXX).

El B-sitosterol se aislé tanto de la fase acuosa como de la me
tanSlica. De todos los metabolitos aislados fue el mds abundan
te con un peso de 3.65 g, es decir, aproximadamente 1000 veces
mis gue el compuesto bromado mis abundante gue fue la 2,6-di-—
bromo-4-acetamido-4-hidroxiciclohexadienona (XVI) .

De la mezcla de dcidos grasos obtenidos de las fracciones no
polares de la cromatograffa del extracto metandlico, se logré
identificar como &steres metflicos a los pertenecientes a los

&cidos palmitico, estedrico y olefco.

Del extracto metandlico de la esponja se aislaron la mayorfa
de los metabolitos sccundarios, incluyendo a los nuevos com-—
puestos bromados, los gue se denominaron: Aplysindlida (LXX),
Aplysinimina (LXXI), Aplysincetal "A" (LXXIV) y Aplysincetal
{LXXV). De la cuatro sustancias dos scon s6lidos cristalinos:
la Aplysin&lida y el Aplysincetal "A"; el tamafic y el tipo

del cristal del Gltimo compuesto permitiercn confirmar su es
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tructura como un cetal mixto por difraccidén de rayos X. El1 ais-
lamiento de la Aplysinimina apoya la existencia del precursor
propuesto imino-&€ter (LXXIX) gque puede dar origen a varios de
los compuestos extrafdos de la Aplysina sp.

Del extracto metandlico se aislaron ademis las siguientes sus-—
tancias bromadas ya descritas en la literatura: 2,6-—dibromo—-4-
hidroxi-4-metilencarbometoxiciclohexadienona (LXXII), 2,6-dibxo
mo—~4-hidroxi-4-metilencarboxiciclohexadienona (LXXIII), Aexoply
sinina-1 (XIX), 3,5-dibromo—2—-hidroxi-4-metoxifenilacetamida
(XXXVI), 2,6-dibromo-4-acetamido—4-hidroxiciclohexadienona (XVI)
y el derivado bis—oxazolidona (XXIII). El &ster metilico (LXXII)
y el Scido carboxflico (LXXIII) es la primera vez que se obtie-
nen directamente de una esponja, anteriormente se habfan aisla-
do como productos de sintesis a partir de compuestos bromados
extraidos de una Verongia. En cuanto al contenido en peso de
los metabolitos bromados, la acetamida (XVI) fue la mds abundan
te (40 mg) con respecto a las demiis sustancias aisladas de la
esponja; la presencia de &€ste Gltimo compuesto en la Aplysina
junto con los dem&s mctabolitos bromados, apoya la propuesta de
gue la 3,5-dibromotirosina puede ser el precursor biosintftico
de las sustancias bromadas gquc s¢ han aislado de esponjas del
g&énero Aplysina (=Verongia).

Se evalud la capacidad antimicrobiana de las sustancias aisla-
das de Aplysina sp con cepas de microorganismos patdgenos. Se
obtuvieron antibiésis positivas en la inhibicidén de:
Staphylococcus aurcus, Streptococcus pyogenes, Salmonella typhi

Yy Shigella sonnei. Los resultados de los ensayos mostraron gue
la acetamida XVI, e¢s el compuesto que presentd la mayor activi-
dad sobre las cuatro cepas. La Aeroplysinina-1 (XIX) y el &ster
metflico LXXII no inhibieron ¢l crecimiento de S. pyogenes, pero
si el de las otras tres:; teniendo mayores hales de inhibicibn

el compuesto XIX gue el LXXII. La presencia de los metabolitos
antimicrobianos en la Aplysina sp de Puerto Escondido, ©Qaxaca,
puede ser la causa de gue la esponja se colectard libre de epi-

biontes y sin seiias de danos.



66.

AGRADECIMIENTOS

Deseo expresar mi mids sincero agradecimiento a las siguientes ins-—

tituciones: Instituto de Ciencias del Mar y Limnologfa y al Insti-—

tuto de Qufmica, por su ayuda con sus instalaciones, material y e-—

gquipo durante el transcurso de la presente investigacidSn.

Quierco dar un especial reconocimiente a mi Profesor Dr. Gerardo

Green (g.c.p.d.) por sus consejos y conduccién de mis estudios de
Del mismo modo al Dr. Luis Soto y a la Dra. Guadalupe de

posgrado.
Al Dr. Arte

la ranza, por su coopcracibtn durante la investigacién.
mio Gallegos y al Dr. Virgilio Arenas poOr sus sugerencias y comen-—

tarios al manuscrito, por lo mismeo al Dr. Felipe Vizquez.

Este trabajo ne hubiera sido posible sin la participacién activa y

directa del Dx. Tirso Rios y del Dr. Leovigildo Quijano,
con los Drs. Jos€ Calderfn y Federico GOSmez—-G. forman un eqguipo de
un ejemplo a seguir para

que junto

trabajo en el Instituto de Quimica gque es
los futuros investigadores.
A la BiSl. Patricia GOSmez, t€cnico académico del laboratorio de
Farmacologia Marina del ICMyL, por la identificaci6n de las
jas asf como por la ayuda gque sicmpre me ha brindado.

espon—

Quim. Alfonso Mieres y P. BiSl. Nestor LSpez, por su

A los buzos
a campo y en la colecta del material biol&gico.

ayuda cen las salidas

Al Dr. Barbarin Arreguin del I.Q. por su ayuda instrumental.

A la Maestra Ruth Trejo, al M. en C. Ricardo Reyes, al QFB Edmundo

Sierra y a la QB Cesiah Herndndez, por su estfmulo en la parte
qufmica experimental.

compafieros del laboratorio de Farmacologfa Marina del ICMyL:
Gonzalo Sandoval,
Pedro Saucedo,

A mis
Futuros Bi&Slogos: Cruz Lozano, César Rodriguez,
Luis Mitchell, J. Antonio Mercado, Ignacio Gonzdlez,
Ma. Elena BarrSn, Claudia Amaro y Betty Loaiza.

Al M. en C. Ralil Gfo-Argaez, coordinador del Proyecto Académico en
Ciencias del Mar de la UACPyP del CCH y al M. en C. Arturo Contre—
ras, auxiliar de la coordinacifn, por su atencién en los trdmites

académico-administrativos.



10.

11.

1z2.

13.

67.

LITERATURA CITADA

MINALE, L., 1976. Natural Product Chemistry of the Marine
Sponges. Pure & Appl. Chem. 48: 7-2

FAULKNER, D. J., 1984. Marine Natural Products: Metabolites
of Marine Invertebrates. Natural Products Report I(6): 551-
598. -

SHARMA, G. M. y P. R. BURKHOLDER, 1967. Studies on Antimicro-
bial Substances of Sponges. I. Isolation, Purification and
Properties of a New Bromine—-containing Antibacterial Substan
ces. J. of Antibiotics, Ser. A. (Japan), 20(4): 200-205. -

HASLAM, E., 1986. Sccondary Metabolism— Fact © Fiction. Natu-
ral Products Report 3: 217-249.

BAKUS, G. J.: N. M. TARGETT y B. SCHULTE, 1986. Chemical Eco-
logy of Marine Organisms: An overview. J. of Chemical Ecology
12(5): 951— 987.

BURKHOLDER, P. R. y K. RUETZLER, 1969. Antimicrobial Activity
of Some Marine Sponges. Nature, Lond. 222: 983-984.

BAKUS, G. J., 1981. Chemical Defense Mcchanisms and Fish Feed-
ing Behavior on The Great Barrier Recf, Australia. Science
211: 497-499.

MARARIEVA, T. N.; V. A. STONYK; P. A_. ALCOLADO y Y. B. ELYAKOV,
1981. Comparative Study o©of the Halogenated Tyrosine Derivati-—
ves from Demospongiae (Porifera). Comp. Biochem. Physiol.
68B: 4B1-484.

GREEN, G., 1977. Ecology o©f Toxicity in Marine Sponges. Mar.
Biol. 40: 207-215.

SCHMITZ, F-. J.; K. H. HOLLENBEAX y D. C. CAMPRELL, 1978. Marine
Natural Products: Haljitoxin, a Toxic Complex of Several Marine
Sponges of the Genus Haliclona. J. Org. Chem. 43: 3916-3922.

BURRESON, B. J.; P. J. SCHEUER; J. FINER y J. CLARDY, 1975.
9—isocyanopupukeanane, a Marine Invertebrate Allomone with a
New Sesguiterpene Skeleton. J. Am. Chem Soc. 97: 4763— 4764.

CHARLES, C.; J. C. BREAKMAN: D. DALOZE; B. TURSCH y R. KARLSSON,
1978. Chemical Studies of Marine Invertebrates XXXII. Isodysi-—
denin, a further Hexachlorinated Metabolite from the Sponge
Dysidea herbacca. Tetrahedron Letters 1519-1520.

WALKER, R. P.: J. E. THOMPSON y D. J. FAULKNER, 1980. Sester—
terpenes from Spongia idia. J. Org. Chem. 45(24): 4976-43979.



14.

15.

16.

17.

i8.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

68.

SCHULTE, G.; P. J. SCHEUER y O. J. McCONNELL, 1980. Two Fura-
nosesquiterpene Metabolites with Antifeedant Propierties.
Helv. Chim. Acta 63: 2159-2167.

HAGADONE, M. R.; B. J. BURRENSON; P. J. SCHEUER; J. FINER ¥
J. CLARDY, 1979. Defense Allomones of the Nudibranch Phillidia
varicosa Lamarck 1801. Helv. Chim. Acta 62: 2484-24947

RINEHART, K. L.; P. D. SHAW; L. S. SHIELD; J. B. GLOER; G. C.

HARBOUR:; M. E. S. KOKER; D. SAMAIN:; R. E. SCHWARTZ, A. A.
TYMIAK; D. L. WELLER; G. T. CARTER; M. H. G. MUNRO; R. G.
HUGHES; H. E. RENIS; E. B. SWYNENBERG, D. A. STRINGFELLOW:
J. J. VAVRA; J. H. COATUS; G. E. ZURENKO; S. L. KUENTZEL;
L. H. LT; G. J. BAKUS; R. C. BRUSCA; L. L. CRAFT; D. N.
YOUNG y J. L. CONNOR, 1981. Marine Natural Products as
Sources of Antiviral, Antimicrobial and Antineoplastic
Agents. Pure & Appl. Chem. 53: 795-817.

RAVI, B. N.: H. P. PERZANOWSKI; R. A. ROSS; T. R. ERDMAN:
P. J. SCHEUER; J. FINER y J. CLARDY, 1979. Recent Research
in Marine Natural Products: The Puupechenones. Pure & Appl.
Chem. 51: 1893-2000. -

MINALE, IL.; R. RICCIO y G. SODANO, 1974. Acanthellin-1, an
Unique Isonitrile Sesquiterpene from the Sponge Acanthella
acuta. Tetrahedron 30: 1341-1343.

De SILVA: E. D. y P. J. SCHEUER, 1980. Manoalide, an Antibio-—
tic Sesterterpenoid from the Marine Sponge Luffariella
variabilis. 7Tetrahedron Letters 1611-1614.

SULLIVAN, B.; P. DJURA:; D. E. McINTYRE y D. J. FAULKNER,
1981. Antimicrobial Constituvents of the Sponge Siphonodictyon
coralliphagum. Tetrxrahedron 37: 979-982.

WRATTEN, S. J. y J. MEINWALD, 1981. Antimicrobial Mctabolites
of the Marine Sponge Axinella polycapeclla. Experientia 37:
13-14.

HIGGS, M. D. y D. J. FAULKNER, 1978. Plakortin, an Antibiotic
from Plakortis halichondrioides. J. Org. Chem. 43:(18) 3454-—
3457. - -

STIERLE, D. B. y D. J. FAULKNER, 1979. Metabolites of the
Marine Sponge Chondrosia collectrix. J. Org. Chem. 44(6):
964-968. -

MCINTYRE, D. E.; D. J. FAULKNER:; D. Vvan ENGEN y J. CLARDY,
1979. Renierone, an Antimicrobial Metabolite from a Marine
Sponge. Tetrahedron Letters 4163-4166.




25.

26.

28.

32.

33.

34.

35.

36.

CARTER, G. T. y K. L. RINEHART, 1978. Acarnidines, Novel Anti-

wiral Compounds from the Sponge Acarnus erithacus De Laubenfels.

J. Am. Chem. Soc. 100(13): 4302-3304.

DJURA, P.; B. STIERLE; B. SULLIVAN; D. J. FAULKNER; E. ARNOLD
¥ J. CLARDY, 1980. Some Metabolites of the Marine Sponges

Smenospongia aurea and Smenospongia (Polyfibrospongia) echina.
J. Oxrg- Egem. Z5(8): 14 = -

SHARMA, G. M. y P. R. BURKHOLDER, 1967. Studies on the Anti-
microbial Substances of Sponges. II. Structure and Synthesis
of a Bromine—-containing Antibacterial Compound from a Marine
Sponge. Tetrahedron Letters 42: 4147-4150.

BURKHOLDER, P. R., 1973. The Eccology of Marine Antibiotics
and Coral Reecfs. pp-. 117-203. En: O. A. Jones y R. Endean
(Eds.). Biology and Geology of Corxral Reefs, Vol.

IXI, Biology I.
Academic Press, Nueva York.

Green, G., 1977. Antibiosis in Marine Sponges. FAO, Fisherics
Report 200: 199-205- I

AL-OGILY, S. M. y E. W. KNIGHT-JONES, 1977. Antifouling Role
of Antibiotics Produced by Marinec Algac and Bryozoans.
Nature 265: 728-729.

BAKUS, G. -; B. SCHULTE; S. JHU; M. WRIGHT; G. GREEN y P.
GOMEZ, 1986. Antibiosis and Antifouling in Marine Sponges:
Laboratory vs Fiecld Studies. 3d- International Conference
on the Biclogy of Sponge. (En Prensa) .

TARGETT, N. M.; S. S. BISHOP; O. J- McCONHELL y J. A. YODER,
1983. Antifouling Agents against the Marine Diatom Navicola
salinicula: Homarine from the Gorgonian Leptogorgia virgulata
and L. setacea and analogs. J. Chem. Ecol. 9: 817-829.

JACKSON, J. B. C., 1977. Competition on Marine Hard Sustrata:
The Adaptive Significance of Solitary and Colonial Strategies.
Am. Nat. 1l1l: 743-767.

STOCKER, D., 1978. Resistence of a Tunicate toc Fouling. Biol.
Bull. 155: 615-626.

BUSS, L. W., 1976. Better Living Through Chemistry: The Rela-—
tionship between Allelochemical Interactions and Competitive

Networks. En: Aspects of Sponge Biology, F. W. Harrison (Ed.)
pp- 315-318. Academic Press, Nueva York.

SARA, M. y J. VACELET, 1973. Ecologicec des DEémosponges. En:
Traité de Zoologie, Anatomie, Systematique, Biology: Spon-
giaires, P. P. Grassé (Ed.) pp. 462-576, Masson Paris.



41.

42,

43.

44.

45.

46 .

a7.

48.

70..

ALBERICCI, M.; J. C. BREAKMAN: D. DALOZE y B. TURSH, 1982,
Chemical Studies of Marine Invertebrates. XLV. The Chemistry
of Three Norsesterterpenes Peroxides from the Sponge
Sigmosceptrella laevis. Tetrahedron 38: 1881-1890.

BASLOW. M. H., 1969. Marine Pharmacology. The Williams &
Wlikins Co., Baltimore. pp. 86-99.

CIMINO, G.; S. De STEFANO; L. MINALE y G. SODANO, 1975. Meta-—
bolism in Porifera. IIX. Chemical Patterns and the Classifi-
cation of the Demospongiae. Comp. Biochem. Physiol. S0B: 279-
28S. =222

KAZLAUSKAS, R.; R. O. LIDGARD; P. T. MURPHY y R. J. WELLS, 1980.
Brominated Tyrosine-Derived Metabolites from the Sponge
Ianthella basta. Tetrahedron Letters 21: 2277-2280.

CHANG. C. W. J. ¥y A. J. WEINHEIMER, 1977.
4-methoxyphenylacetamide.
Psammoposilla purpurea.

2—-hydroxy—-3,5-dibromo—
A Dibromotyrosine Metabolite from
Tetrahedron Lettecrs 4005—-4008.

SHARMA, G. M.; B. VIG y P. R. BURKHOLDER, 1970. Antimicrobial
Substances from Sponges. IV. Structure of a Bromine-containing
Compound from a Marine Sponge. J. Orxg. Chem. 35(8): 2823-2826.

ANDERSEN, R- J. ¥y D. J. FAULKNER, 1973.
a Sponge of the Genus Verongia-

Novel Antibiotic from
Tetrahedron Letters 1175-1178.

FATTORUSSO, E.; L. MINALE y G. SODANO, 1972. Acroplysinin-1,

An Antibacterial Bromo-Compound €£rom the Sponge Verongia
aerophoba. J. Chem Soc. Perkin Trans. I. 16-18.

FULMOR, W.; G. E-. Van LEAR; G. O. MORTON y R. 0. MILLS5, 1970.
Isolation and Absolute Configuration of the Acrxoplysinin-1
Enantiomorphic Pair from Ianthella ardis. Tetrahedron Letters
4551-4552.

COSULICH, D. B. y F. M. LOVELL, 1971. An X-Ray Dectermination

of an Antibacterial Compound from the Sponge Ianthella ardis
J- Chem. Soc. Chem. Comm. 3297-398.

MINALE, L.; G. SODANO; R. W. CHAN y A. M. CHEN, 1972. Aeroply-

sinin-2, a Dibromolactone from Marine Sponges Aplysina
{(Verongia)

Ap ysina
aerophoba and Ianthella sp. J. Chem. Scoc. Chem.
Comm. -675- -

FATTORUSSO, E.: L. MINALE; G. SODANO; K. MOODY y R. H. THOMSON,
1970. Aerothionin, a Tetrabromo—-compound from

Aplysina
aerophoba and Verongia thiona. J. Chem. Soc. Cheém. Comm. 752~
7537 = 2o 02W- o83




49.
So.

51.

53.
54.
55.
S6.
57.

58.

59.

71.

MOODY, K.; R. H. THOMSON; E. FATTORUSSO; L. MINALE y G. SODANO,
1972. Aerothionin and Homoaerothionin: Two Tetrabromospiro=
cyclohexadienylisoaxoles from Verongia sponges. J. Chem. Soc.
Perkin Trans. I. 18-24. -

BORDERS, D. B.; G. O. MORTON y E. R. WETZEL, 1974. Structure
of a Novel Bromine Compound Isolated from Sponge. Tetrahedron
Letters 2709-2712.

KREJCAREK, G. E.; R. H. WHITE; L. P. HAGER; W. O. McCLURE; R.
D. JOHNSON; K. L. RINEHART; J. A. McMILLAN; J. C. PAUL; P. D.
SHAW y R. C. BRUSCA, 1975. Rearranged Dibromotyrosine Metabo-—
lite from Verongia aurea. Tetrahedron Letters 597-510.

CHIB, J. S.; M. F. STEMPIEN; R. A. MIER2ZWA; G. D. RUGGIERI y
R. F. NIGRELLI, 1978. Physiologically Active Substances from
Sponges. V. Isolation of Physiologically Active Compounds
from the Sponge Vexongia archeri. J. Pharm. Sci. 67(2): 264-
265._ = 2= 27

GOQO, Y. M. ¥y K _L. RINEHART, 1977. Structure and Bioactivities
of Verongia aurea Components. Drug-Food Sea Myth or Reality?
{Int. Symp.) (Pub. 1978), pp. 107-115. Kaul, P. N. y C. J.
Sindermann (Eds.), Uniwv. Oklahoma: Norman, Okla.

HOLLENBEAK, K. H.; F. J. SCHMITZ; P. N. KAUL vy K. S. KULKARNI,
1977. A Dual Adrenergic Compound from the Sponge Verongia
fistularis. Drugs—Food Sea Myth or Rcality? (Intex. Symp.)
(Pub. 1978) pp. 81-87. Kaul, P. N. y C. J. Sindermann (Eds.),
Univ. Oklahoma: Norman, Okla.

GOPICHAND, Y. ¥y F. J. SCHMITZ, 1979. Marine Natural Products:
Fistularin 1, 2 and 3 from the Sponge Aplysina fistularis
forma fulva. Tetrahedron Letters 3921-3924.

KELECOM, A. y G- J. KANNENGIESSER, 1979. Chemical Constituents
of Verongia Sponges. IXI. Structure of Two Dibrominatcs Com-—
pounds Isolatcd from the Mediterrancan Sponge Verxongia
acrophoba. An. Acad. Brasil. Cienc. 51(4): 638764Z-

D' AMBROSIO, M.: A. GUERRIERO; P. TRALDI y F. PIETRA, 1982,
Caverniceolin-1 and Cavernicolin—2, Two Epimeric Dibromolactams
from the Mediterranecan Sponge Aplysina (Verongia) caverniceola.
Tetrahedron Letters 23: 4403-4306.

CIMINO, G.; S. De ROSA; S. De STEFANO; S. SELF y G. SODANO,
1983. The Bromo-Compounds of the True Sponge Verongia
aerophoba. Tetrahedxon Letters 24: 3029-3032.

D'"AMBROSIO, M.; A. GUERREIRO; R. De CLAUSER; G. De STANCHINA
Y F. PIETRA, 1983. bDichloroverongiaguinol, a New Marine Anti-
bacterial Compound from Aglvsina.cavernicola. Isolation and

Synthesis. Eerrientia 031 -1T0392~



60.

61.

62.

63.

64.

65.

66 .

67.

68 .

69 .

70

72 .

D'AMBROSIO, M.; A. GUERREIRO y F. PIETRA, 1984. Novel, Racemic
or Nearly-racemic Antibacterial Bromo and Chloroguinols and
y—lactams of the Verongiaquinol and the Cavernicolin type from

the Marine Sponge Aplysina (Verongia) cavernicola. Helv. Chim.
Acta 67(6): 1484—1152.

GUERRIERO, A.; M. D'AMBROSIO; P. TRALDI y F. PIETRA, 1984.
On the First Marine Natural Product Having Low Enantiomerxic
Purity. Naturwissenschaften 71(8): 425-426.

DAMAZO Del RIO, M., 1984. Aislamiento e Identificacién de las
Sustancias Antimicrobianas de la Esponja Marina Avlysina sp.
Tesis Profesional, ENEP-Zaragoza, UNAM.

D'AMBROSIO, M.; C. MEALLI; A. GUERREIRO y F. PIETRA, 1985.
7-bromocavernicolenone, a New o~bromoenone from the Mediterra-
nean Sponge Aplysina (Verongia) cavernicola. Implied, Unprece-
dent Involvemént oI a Halogenated Dopa in the Biogencsis of a
Natural Product. Helv. Chim. Acta 68: 1453-1461.

De LUCA, P.; M. De ROSA; L. MINALE y G. SODANO, 1971. Marine
Sterols with a New Pattern of Side-chain Alkylation from the

Sponge Aplysina aerophoba. J. Chem. Soc. Perkin Trans. I.
2132-21357 - -

KOKKE, W. C. M. C.; W. FENICAL:; C. S. 2K v C. DJERASSI. 1978.
Minor and Trace Stereols in Marine Invertebrates. IX. Veron-—
gulasterxcl, a Marine Sterol with a Novel Side Chain Alkyla-—
tion Pattern. Tetrahedron Letters 4373-4376.

KOKKE, W-. C. M. C.; C. S. PAK; W. FENICAL vy C. DJERASSI, 1979.
Minor and Trace Sterols in Marine Invertebrates. XII. Ocurren—
ce of 24 (R+S)-isopropenylcholesterol, 24 (R+S)-methylcholesta-5
25~dien-3g8-01 and 24 (R+S) —methylcholesta-7,25-adien-33-01 in
Caribbean Sponge Verongia cauliformis. Helw. Chim. Acta 641(4):
1310-1318.

CZECZUGA, B., 1971. Investigations of Carctenoids in Some Fauna

of the Adriatic Sca. I. Verongia aecrophoba. Mar. Biol. 10(1):
254-257.

FATTORUSSO, E.; S. FOREHNZA; L. MINALE y G. SODANO, 1971. Isola-
tion of 3,4-dihydroxyquincoline—2-carboxilic acid from Aplysina
aerophoba. Gazz. Chim. Ital. 101(1): 104-105.

HOLLENBEAK, K. H.; F. J. SCHMITZ y P. N. KAUL, 1974. Cardijioto-
nic Agents from Marine Sponges. Isolation of Histamine and
N-methylated Histamines. Food-Drugs Sea Proc. (Conf.) 4th
(Pub. 1976) pp. 282-287, H. H. Weber y G. D. Ruggieri (Eds.).
Mar. Technol. Soc.., Washington, D.C.

HOLLENBEAK, X. H. y F. J. SCHMITZ, 1977. Aplysinopsin: nhntineo-
plastic Tryptophan Derivative from the Marine Sponge Verongia
spengelli. LLoydia 40(5): 479-481.




71.

72.

73.

74.

75.

76 .

78.

79.

80.

B2.

83.

73.

SALCEDO, S. M., 1984. Estudio de las Comunidades Bénticas
Asociadas a la facies rocosa en la Regi&n de Zihuatanejo,
Gro. Tesis de Maestria, UACPyP-CCh, UNAM. 242 pp.

GRIVEL-PINA, F., 1987. Calendario Grafico de Mareas: Acapul-
co, Gro.; Puerto Angel, Oax.; Salina Cruz, Oax. y Puerto Ma-
dero, Chis. Instituto de Geoffsica, UNAM.

CIMINO, G.; S. De ROSA; S. De STEFANO; A. SPINELLA y G. SODANO,
1984. The Zoochrome of the Sponge Verongia aexophoba: Uranidin
Tetrahedron Letters 25(27): 2925-2928.

BEYNON, J. H., 1960. Mass Spectrometry and its Applications
to Organic Chemistry. Elsevier Publishing Co. Amsterdam.

FENICAL, W., 1981. Natural Halogenated Organics. En: Marine
Organic Chemistry, E. K. Duursma y R. Dwason (Eds.) . Elsevier
Oceanographyc Series. The Netherlands pp. 375-393.

TYMIAK, AL A. y K. L. RINEHART, 1981. Biosynthesis of Dibromo-—
tyrosine Derived Antimicrobial Compounds by the Marine Sponge
Aplysina fistularis (verongia aurea). J. Amer. Chem. Soc.

g %I?T? = =R 20c

STALLARD, M. O. y D. J. FAULKNER, 1974. Chemical Constituents
of the Digestive Gland of the Sea Hare Aplysia californica
II. Chemical Transformations. Comp. Biochem. Physiol. 49B:
37-41. —_—

FAULKNER, D. J. y R. J. ANDERSEN, 1974. Natural Products
Chemistry of the Marine Environment. pp. 679-714. En: The Sea
E. Goldberg {(ed.). vol. S cap. 19. John Wiley & Sons, Nueva
York.

STALLARD, M. O. y D. J. FAULKNER, 1974. Chemical Constituents
of the Digestive Gland of the Sea Hare Aplysia californica
I. Importance of the Diet. Comp. Biochem.:” physiol. 249B: 23-25.

BAKUS, G- J. ¥ G. GREEN, 1974. Toxicity in Sponges and Holo-
thurians: A Geographic Pattern. Science 185: 951-953.

YOUNGKEN, H. W. Jr. vy ¥. SHIMIZU, 1975. Marine Drugs: Chemical
and Pharmacological Aspects. pp. 269-317. En: Chemical Oceano-—
graphy, J. P. Riley y G. Skirrow (Eds.) . vol. 4, cap. 23

2a. Edici6n. Academic Press Londres.

BARTON, R., 1380. The Ocecan as a New Drug Source. pp. 190-191.
En: The Oceans. Facts on File. Nueva York.

THOMPSON. J. E., R. P. WALKER y D. J. FAULKNER, 1985. Screening
and Bioassays for Biologically—-Active Substances from Forty
Marine Sponges Species from San Diego, Cal. USA. Mar. Biol.
88: 11-21. —_ =



7h.

84. WALKER, R. P.; J. E. THOMPSON y D. J. FAULKNER, 1985. Exuda-—
tion of Biologically-Active Metabolites of the Sponge
Agl§sina fistularis. IXI. Chemical Evidence. Mar. Biol. 88:

85. THOMPSON, J. E., 1985. Exudation of Biclogically-—-Active Me-
tabolites of the Sponge Aplysina fistularis. I. Biological
Evidence. Mar. Biol. 88: Z3-— -



	Portada
	Contenido
	Resumen
	Abstract
	Introducción
	Generalidades
	Antecedentes
	Área de Estudio
	Material y Método
	Resultados y Discusión
	Conclusiones
	Literatura Citada



