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GLOSARIO

Nivel basico de organizacion corporal de una esponja.

Poros que desembocan en la cavidad interior, (el espongocele o atrio), que a su vez se abre
al exterior a través del ésculo, una amplia abertura situada en el extremo superior del tubo
(Cito = célula; foxicum = veneno). Que posee la accion de una citotoxina (sustancia que
produce la disgregacion o disolucién de determinados elementos celulares).

Individuos marinos pertenecientes a los cnidarios clase anthozoa, en los cuales domina la
forma de pélipo (poli= muchos y pos= pies) aislados o grandes colonias, algunos con
exoesqueleto tubiforme de carbonato de calcio, cavidad gastrovascular dividida por septos
radiales.

Animales invertebrados marinos, pertenecen al grupo de los Phylum. Sus células se han
especializado, por lo que disponen ya de células musculares, sensoriales y nerviosas; posee
una cavidad gastro-vascular (digestion extracelular), por ejemplo las hidras, medusas,
corales 0 anémonas (cnidos hace referencia a su poder urticante).

Célula provista de un collar en forma de embudo que rodea la base de un flagelo.

Relacion entre dos organismos que tienen que recurrir a uno 0 mas intermediarios para
poder abordar a sus huéspedes, depredando sus competidores y enemigos.

Esqueleto que sostiene a las esponjas evitando el cierre de canaliculos y las camaras.
Animal invertebrado marino que pertenece al grupo de los cnidarios (phylum), tiene
aspecto de arbusto, cada colonia de p6lipos (poli= muchos y pos= pies) viven sobre una
estructura cérnea flexible de forma arborescente e irregular que ellos mismos segregan y
que, en algunos casos, llega a tener un metro de alto por uno de ancho.

Animales marinos que integran los cnidarios de phylum, su pequefiisimo tamafio (desde
unos pocos milimetros, de los individuos mas pequefios, a poco mas de diez centimetros de
los més grandes), los hace los cnidarios menos conocidos.

Grado mas alto de complejidad estructural de las esponjas, los canales radiales se pliegan
para formar camaras.

Estructura que se encuentra debajo del pinacodermo formado por una matriz gelatinosa de
proteina que contiene material esquelético y células ameboides.

Organismos pluricelulares, méviles y heterétrofos que pasan por un estado de blastula en el
curso de su desarrollo embrionario.

Servicio mutuos entre dos organismos que se pueden separar. Mutuos beneficios para
ambas especies.

Orificios que conduce hacia el exterior el agua que penetra.

Abertura de la pared corporal por la que penetra el agua.

Espiculas con un solo eje de crecimiento dos radios y ambos extremos afilados o
engrosados.

La superficie exterior cubierta por células aplanadas, denominadas pinacocitos, que
segregan el material que fija la esponja al sustrato.

Puntas de las espiculas.

Se usa en zoologia para referirse a un organismo acuatico que crece adherido, agarrado o
arraigado en su sustrato, del que no se separa y sobre el que no se desplaza (del latin
sessilis, apto para sentarse).

Primeras etapas de plegamiento de la pared corporal de las esponjas.

Organismo que al obtener benéficos de otro organismo, ninguno de ellos se perjudica, estos
ya no pueden recuperar su autonomia.


http://www.hydronauta.com/temas/biologia/vertebrados-infe/cnidarios/cnidarios.htm
http://es.wikipedia.org/wiki/Zoolog%C3%ADa
http://es.wikipedia.org/wiki/Lat%C3%ADn

RESUMEN

El estudio alrededor del mundo, de las esponjas marinas permitié conocer las distintas
actividades bioldgicas de los metabolitos secundarios aislados de las mismas, consideradas
actualmente como recurso potencial de compuestos con actividad biologica. Para la esponja
Desmapsamma anchorata no se encontraron estudios sobre la bioactividad de sus
metabolitos, y dado que se encuentra distribuida en México (arrecife de Veracruz), se
propuso como posible fuente de metabolitos citotoxicos. El estudio realizado a esta esponja
describe la caracterizacion quimica de los extractos, por medio de estudios
espectroscopicos, como son RMN, IR y EM; también se realizé la evaluacion citotdxica en
lineas celulares de sistema nervioso, SNC (U251), prostata (PC-3), leucemia (K562), colon
(HCT-15), mama (MCF-7) y pulmé6n (SDLU-1), de los extractos metanolicos aislados.

Se obtuvieron como componentes quimicos organicos esteroles, dcidos grasos, compuestos
oxigenados y nitrogenados; también se encontraron hidrocarburos exdgenos (contaminantes
del hébitat de la esponja, por actividades portuarias); asi como elementos inorganicos (del
cuerpo rigido de la esponja: espiculas). Los compuestos con actividad citotoxica resultaron
ser una mezcla de acidos grasos, tanto saturados, como insaturados. Aunque no se reportan,
en esponjas marinas, acidos grasos con efecto citotoxico en lineas celulares; si se
encuentran estudios de acidos grasos, aislados de algas, contra algunos tipos de cancer,
como la leucemia (ICsy > 25 pg/mL), pero con baja actividad. Ademas, los acidos grasos
han sido evaluados en otras actividades biologicas, entre las que se tiene el efecto
hipoglucemiante, de la mezcla de 4cidos aislados de tubérculos (“wereque”); otra actividad

es la de antibacteriano, en acidos obtenidos de Gorgonias y también de esponjas marinas.



1. INTRODUCCION

Las esponjas son animales invertebrados que pertenecen a los metazoos, grupo Phylum y a
la clase polifer (puros = poro y ferre = para soportar). Son organismos filtradores, que
dependen completamente de la circulacion del agua para abastecerse de nutrientes, para el
intercambio gaseoso y para remover materia organica y metabolitos de desecho. Se
encuentran principalmente en arrecifes, en asociacion con otros invertebrados (gorgonias,
corales, hidrozoos, cnidarios, entre otros), la reproduccion de estos organismos puede ser
sexual o asexual, por fragmentacion.

La complejidad de las esponjas marinas despertd el interés de cientificos alrededor del
mundo; primero, estudiando su composicion quimica, extrayendo metabolitos secundarios;
después, realizando pruebas sobre sus actividad biologica, con resultados importantes.
Desde entonces se han considerado como un recurso potencial de diversos compuestos con
actividad bioldgica, entre los que se encuentran: antifiingico, antimicrobiano, inhibidor de
la sintesis de colesterol, antiinflamatorio, inhibidor de VIH y de citotoxicidad en células
cancerigenas humanas, éste ultimo, de interés en este trabajo.

Sin embargo, no a todas las esponjas se les ha evaluado la actividad bioldgica de sus
componentes quimicos, como es el caso de la esponja marina Desmapsamma anchorata
(Carter, 1882), de la cual se han aislado lipidos en extractos metanolicos y cloroféormicos
(Carballeira, 1988, 1994); esteroles y derivados de glicerol en extractos de metanol y
acetato de etilo (Quijano, 1994). Otro compuesto aislado son los derivados de pirrol
carboxaldehido, cuya evaluacion fue de actividad anti-Leshmania resultando inactiva
(Compagnone, 1999). Los compuestos aislados no han sido evaluados en estudios
bioldgicos de citotoxicidad. Esta esponja se encuentra distribuida en areas subtropicales y
tropicales. En México se localiza, principalmente, en el area arrecifal de Veracruz, Golfo de
Meéxico. La describié morfologicamente Green (1986).

Puesto que el cancer ocupa el tercer lugar de mortandad en México (segin el INEGI), y el
cuarto lugar de acuerdo a la OMS; la busqueda de nuevos agentes terapéuticos con
actividad citotoxica en células cancerigenas ha ido en aumento, sobre todo de origen natural
(por ejemplo en plantas). Ha resultado de particular interés la actividad antitumoral
reportada para algunos de los compuestos aislados de las esponjas marinas, por lo que, en el
presente trabajo se evalla la actividad citotoxica de alguno de los extractos obtenidos de D.
anchorata en células cancerigenas humanas: del sistema nervioso central (U251), prostata
(PC-3), leucemia (K562), colon (HCT-15), mama (MCF-7) y pulmén (SKLU-1).
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2. ANTECEDENTES
2.1. ESPONJAS MARINAS

Las esponjas son animales multicelulares formadas por masas de células encajadas en una
matriz gelatinosa. La matriz estd limitada por la espina, estructurada de espiculas de calcio,
silicona y las fibras organicas esponjosas llamadas espongin. (Dembitsky, 2003)

Las esponjas son animales primitivos que carecen de Organos, pero tienen un tejido
conjuntivo bien desarrollado, en el que las células llevan a cabo un variedad de funciones.
Comparadas con las de otros metazoos, las células de las esponjas muestran un alto grado
de independencia con el cuerpo de las mismas. Las esponjas estdn especializadas en ser
sésiles y en tener un modelo corporal inusual, sin simetria bilateral, ningiin eje anterior /
posterior claro, la diferenciacion limitada de tejidos finos en 6rganos y ningun sistema
nervioso; construido alrededor de un sistema de canales acuiferos. (Barnes, 1995)

2.1.1. Taxonomia

Las esponjas marinas son animales marinos invertebrados, que pertenecen Phylum, Clase
polifer (del latin puros “poro”; y, ferre “para soportar”). Las clasificacion de Polifera se ha
definido en cuatro clases, de acuerdo a su esqueleto interno: Calcérea, Hexactinellida,
Demospongiae, y Sclerospongiae, esta tltima, incluye aquellas especies que producen un
so6lido, calcareo, de matriz rocosa en la cual el animal vivo crece. La clase Sclerospongiae,
desaparecio y fue incluida dentro de las clases Calcarea y Demospongiae. Se utiliza la
anatomia de las espiculas, para su clasificacion taxondémica (Figura 1) asi como el estudio
de su embriologia, bioquimica, histologia y citologia. (Brusca, 2003)

Figura 1. Diferentes tipos de espiculas que se encuentran en las esponjas marinas. (Imagen obtenida de
la pagina web http://www.biblioweb.dgsca.unam.mx/cienciasdelmar/anales_i/ins_inx.htm)
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Actualmente se clasifican en tres clases:

2.1.1.1. Clase Calcarea. Esponjas calcareas. Espiculas del esqueleto mineral integrado
enteramente por el carbonato de calcio colocado como calcita; elementos esqueléticos no
distinguidos a menudo en megascleres y microscleres; los espiculas generalmente son de 1,
3 0 4 puntas; cuerpo ascon, sycon o leucon.; todas son marinas.

2.1.1.2. Clase Hexactinellida. Esponjas de cristal. Espiculas de siliceo y basicamente de 6
puntas; megascleres y microscleres siempre presentes; pared del cuerpo cavernosa, con la
red tubecular; pinacoderma externo ausente y substituido por una membrana cutdnea
unicelular; la capa del coanocito puede ser sincitial; exclusivamente marina; sobre todo de
aguas profundas. Se divide en: subclase Amphidiscophoro y subclase Hexaterophora.

2.1.1.3. Clase Desmospongiae. Demoesponjas. Con espiculas siliceas; los espiculas son de
6 puntas; los espiculas esqueléticos se pueden suplir o sustituir por una red colagenosa
organica (“spongin’); esponjas marinas, salobres, o de agua dulce, se encuentran en todas
las profundidades. Se divide en tres subclases: Homoscleromorpha, Tetractinomorpha y
Ceractinomorpha.

2.1.2. Morfologia y Fisiologia

Estos organismos dependen completamente de la circulacion del agua a través de los 0stios
—canales inhalantes o aferentes—, camaras coanociticas —canales exhalantes o
eferentes—, Osculo (sistema acuifero), para abastecerse de nutrientes, para ¢l intercambio
gaseoso y para remover materia orgdnica y metabolitos de desecho; por lo que existen
diferentes tipos de organizacion (Figura 2), siendo el mas sencillo la organizacioén ascon (2a),
seguido del sicon (2b) (simple y complejo) y por ultimo el leucon (2c). (Vazquez, 1998).

Esponja tipo ASCON Esponja tipo SICON Esponja tipo LEUCON
2a 2b 2c
Figura 2. Estructura de las esponjas, de acuerdo al tipo de organizacion. (Imagen obtenida de la pagina web
http://www.uco.es/dptos/zoologia/zoolobiolo_archivos/practicas/practica_3/poriferos_botton.htm )
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Las esponjas son de tamafio muy variado. Algunas esponjas calcareas tienen las
dimensiones de un grano de arroz, pero hay una especie que excede el metro de altura y
didmetro. Algunas son radialmente simétricas, pero la mayoria son irregulares y exhiben
formas de crecimiento masivas, erectas, incrustantes o ramificadas. La estructura de las
esponjas es unica porque estd construida en torno a un sistema de canales de agua.

La mejor manera de comprender la estructura bésica y la histologia de las esponjas es
comenzar con las formas radiales mas simples. Dichas esponjas se denominan asconoides,
un término estructural y no taxonémico. La superficie de una esponja ascon tiene muchos
orificios pequefios denominados 0stiolos (o poros inhalantes). Dichos poros desembocan en
la cavidad interior; el atrio, que a su vez se abre al exterior a través del 6sculo, una amplia
abertura situada en el extremo superior del tubo. Una corriente constante de agua pasa a
través de los poros inhalentes hacia el espongocele y sale por el dsculo. (Figura 3)

i g espiculas
i

espiculas

T -l
soanocito \? ﬁ}: rmesohila
ﬂmﬁ
gt .41%].
f*lﬁﬁ -

Y ,‘ 1"""""|--..|:||nau:u:|u:harrru:u

Figura 3. Morfologia de la esponja marina, de organlzaci(')n ascon
(Imagen obtenida en la pagina web http://www.naturenotes,org/notes/dbiologia/biologia poliferos.htm ).

La pared del cuerpo es relativamente simple. La superficie exterior estd cubierta por células
aplanadas, denominadas pinacocitos, que constituyen el pinacodermo. Los pinacocitos
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basales segregan el material que fija la esponja al sustrato. El orificio, o luz, del porocito
forma el poro inhalente, u 0stiolo, que se abre o cierra por contraccion.

Los elementos del esqueleto de la esponja es de dos tipos: orgénica e inorgdnica, (Brusca,
2003). El esqueleto es relativamente complejo y proporciona una estructura de soporte a las
células vivas del animal. Puede constar de espiculas calcéreas, espiculas siliceas, fibras de
espongina proténica o una combinacion de estas dos ultimas. Las espiculas, son
importantes para la identificacion y la clasificacion de las especies. El sufijo —axon se
refiere al numero de ejes que tiene una espicula, mientras que —actina denota el niimero de
radios o puntas.

Muchas esponjas también poseen un esqueleto de fibras gruesas que se conectan entre si,
las fibras estan formadas por espongina, una proteina fibrosa parecida al colageno. La
fisiologia de una esponja depende en gran medida de la corriente de agua que fluye a través
del cuerpo, el agua lleva oxigeno y alimento a las células y elimina sus desechos. Incluso

los 6vulos y los espermatozoides entran y salen de las esponjas con las corrientes de agua.
(Barnes, 1995)

Las esponjas son animales filtradores y dependen de la corriente de agua que pasa a través
del cuerpo como fuente de alimento. Estas se alimentan de particulas organicas sumamente
finas. Las excreciones y desechos nitrogenados (amoniaco) salen del cuerpo con las
corrientes de agua. El intercambio gaseoso se realiza por difusion simple entre la corriente
de agua y las células situadas a su paso.

Muchas esponjas tienen un poder de regeneracion destacable. Las células separadas se
reorganizan rapidamente por asociacion progresiva de células similares rodeadas por
pinacocitos, formando asi varias esponjas nuevas (reproduccién asexual). También es
necesario iones de calcio y magnesio y algunas macromoléculas en la superficie celular. En
la reproduccion sexual, de esponjas hermafroditas salen los espermatozoides por medio de
las corrientes de agua exhalante y entran en otras esponjas por la corriente inhalente.
(Barnes, 1995)

Muchas esponjas producen metabolitos capaces de impedir que otros organismos se
establezcan en sus superficies, o de rechazar a algunos depredadores potenciales. Algunas
resultan toxicas para los peces. (Barnes, 1995). Las esponjas marinas y de agua dulce
contienen una variedad amplia de simbiontes microbianos, a menudo con muchos diversos
simbiontes en la misma especie y algunos simbiontes bacterianos. (Dembitsky, 2003)

2.1.3. Distribucién

Abundan en todos los mares y donde quiera que haya rocas, conchas, maderos sumergidos
o corales que les sirvan de sustrato. Incluso algunas especies viven en fondos blandos
arenosos y fangosos. Casi todas las esponjas prefieren las aguas mas bien superficiales,
aunque algunos grupos, incluyendo la mayor parte de las esponjas vitreas, viven en aguas
profundas. (Barnes, 1995)
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2.1.4. Estudios quimicos

De las esponjas marinas se han aislado gran cantidad de metabolitos secundarios, entre los
que se incluyen lipidos, acidos grasos y esteroles, tal y como lo reporta Dembitsky (2003);
en un estudio donde describe el aislamiento de este tipo de compuestos, en 28 esponjas de
la clase Demospongiae (Orden: Haplosclerida, Familia: Spongillidae).

Indica la existencia de 72 4cidos grasos de cadena larga (C,4-Csg); la presencia de estos
compuestos en las esponjas puede deberse a la composicion de la membrana de sus células
(las esponjas son animales multicelulares que poseen biomembranas unicas). Entre los
diferentes acidos grasos se tienen los siguientes:

O
HO
1 ’
Acido 4,8,12-trimetiltridecanoico
(0]
HO
2 e
Acido 12,12-dimetiltridecanoico
(0]
H OJM\/\W
3

Acido (15,19,23-trimetiltetracosan-5,9,17-trienoico

Figura 4. Estructura de algunos 4cidos grasos presentes en las esponjas.

Los lipidos de esponjas, asi como en invertebrados de agua dulce y marinas, consisten en
compuestos saponificables, tales como glicéridos, junto con algunos lipidos
insaponificables, (el autor reporta 20 tipos diferentes de lipidos). Se han encontrado muchos
derivados de glicofosfolipidos (figura 5) importantes en la funcion bioquimica de la esponja.
(Dembitsky, 2003).

H,C——OH
HO—CH OH
CH,——O0——P——CH,CH,NHCH;

O

4 2,3-dihidroxipropil hidrogen-2-(metilamino) etilenfosfanato

Figura 5. Estructura del fosfolipido reportado en las esponjas marinas
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En cuanto a los esteroles reportados que se encuentran en las esponjas, se tiene al menos 21
tipos. Los esteroles se encuentran entre los metabolitos secundarios que producen las
esponjas, teniendo al colesterol (figura 6), como principal esterol. Generalmente las esponjas
que tienen proporcidon media a alta de lipidos, tienen bajo contenido de esteroles.

ol

Ciclopentanoperhidrofenantreno

Y, /
”’//,, r\/\( %, ", r\/\(
wnnnn

[VaVaVaVa)
COLESTEROL 5a 22-DEHIDROCOLESTEROL 5b
/,

Y M, HI\/\(

[VaVaVaVy)

[VaV¥aUaVo)
CAMPESTEROL 5c¢ CLIONASTEROL 5d
NV Va0 [VaUaVWaVa)
PETROSTEROL e DIHIDROCALISTEROL 5f

Figura 6. Estructura de algunos esteroles reportado en esponjas marinas.

Otros esteroles aislados de diferentes esponjas son los siguientes, la polimastiamida B-F
(esterol conjugado a un amino acido) obtenido de la esponja Polymastia boletiformis.
(Kong, 1996); un epoxiesterol de Ircinia fasciculata (Venkateswarlu, 1996); el sulfato de
halistanol (monosulfato de esterol) aislado de la esponja Haliclona (Sperry, 1997); el
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swinhosteroles A-C ( 4-melinenesterol) de Theonella swinhoei (Umeyama, 1997);
Agosterol A, aislado de la esponja Spongia sp. (Aoki, 1998); y, el 24-isopropilcolesterol
obtenido de la esponja Epipolasis sp. (Umeyama, 2000). Las estructuras se encuentran en la
tabla 1 (estructuras 10 a 15), al igual que otros acidos grasos (estructuras 16 a 17)
reportado en las esponjas marinas Calyx podatypa (Nemoto, 1997) y Amphimedon sp.
(Carballeira, 2000).

Las esponjas de agua dulce y marinas de la clase Demospongiae, contienen muchos
compuestos comunes, como son los lipidos, los acidos grasos y los esteroles; es razonable
asumir que los acidos grasos de cadena larga estdn implicados en la estructura de la
membrana, al igual que los esteroles. (Dembitsky, 2003)

También se han encontrado compuestos diferentes a los antes mencionados (estructuras 6 a
9), algunos de ellos se muestran en la tabla siguiente:

Tabla 1. Compuestos aislados de diferentes esponjas.
Esponja Estructura Referencia

////,_

Fupgi "
(Australia) H 1999
OH
Batzella sp. Gunasekara,
(Bahamas) 1999
Geodia exigua Uy,
(Japon) 2003

Exiguamida (8)
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Scalarispongia
scalaris M;)%l;er,
(Croacia)
Hexahidroxantena polibromado (9)
o goch3

>

|

H
Polymastia
boletiformis I}gg%

(Canada)
Polimastianida (10)
Ircinia
fasciculata Vanki‘gegsgvaﬂu’
(India) .
HO é W
z
Epoxi esterol (11)
OH
m,
Haliclona sp. HO,SO Sperry,
(Malasia) 1997
HO g v OH
R S
OH OH

Sulfato de halistanona(12)
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™
Theonella Umevama
swinhoei 19}’97 ’
(Jap6n)
Swenhosterol A (4-metilen secosteroide) (13)
Spongia sp. Aoki,
(Japon) 1997
Agosterol A (14)
X
Epipolasis sp. Umeyama,
(Japon) 2000
HO o
24-isopropil colesterol (15)
(0]
Amphimedon HO)WZV\/A\/W Nemoto,
sp. (Australia) 14 1997
Acido amfimico (16)
HO
Calyx W Carballeira,
podatypa o 2000
(Puerto Rico)

Acido 9,13-dimetiltetradecanoico (17)
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2.1.5. Estudio biologico

Las esponjas han resultado ser una fuente potencial de compuestos bioactivos, y
recientemente el aislamiento de estos ha aumentado; por ejemplo, compuestos
antimicrobianos, antiinflamatorios, antitumorales, citotdxicos, y anti-incrustantes. (Tabla 2).
El descubrimiento de estos productos naturales en esponjas ha conducido un interés
renovado en este grupo. (Brusca, 2003)

Tabla 2. Compuestos con actividad bioldgica, aislados de esponjas marinas.
Esponja Tipo de compuesto Actividad Referencia

Z
///,,,

Pachastrella Inhibidor de la .
sp enzima Patil,
(Sur Africa) Ho endotehpa 1996
(vasoconstrictor)
Ho\\\\\\s‘
Halistanol (18)
0
——O0
12
Spi:ki)zttgalla Ho H o N Inh’ibtid().r ((116 la Shin,
3)3 sintesis de
(Corea) —o—u—o/\/ colesterol 1999
|
1-0-(3’Z-octadecenil)-sn-glicero-3-fosfoclolina (19)
OH
0
HO
Oceanopia Ho .
phillipnsis o o NH Antifingico | N'hoI
(Australia)
HO i 13
NH, OH
Oceanapisida (20)
Plakortis sp. ~ N ity | Gochefeld
(Jamaica) o 2001
o}
Plakortone G (21)
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Clathria
lissosclera .. . Keyzers,
(Nueva Antiinflamatorio 2002
Zelanda)
Clathria sp. . Rudi,
(Sur Africa) Anti-VIH 2001
NH O\\g”o O, NH,
Y P
o = , o o\i/Ho?Ho%OHHo HK
HJ\N/\",N N—;)LN/\I]/N})LN/\[rN\:)LN/\[rN})k| Nﬁ
. H z H B H = H B N
Sidonops ©_ Ao © (l\ © o ° e Rashid
microspinosa Oj\/ﬂm Anti-VIH 2001
(Indonesia) o, = B
Br NH \[O]/
HZN/KNH
Depsipéptido ciclico (24)
H,N o H,N O
o OH O jf
H H j\‘LH
OHH 0O4 HN
Neamphius HO \L l TNTINH,
huxleyi . Oku,
(Nueva HNP N OO \I“ Anti-VIH 2004
Guinea) Ha N'"\‘\
OMe
H,N"S0
Neamfamida A (25)
HO
. N NN . . Rezanka,
Nudospongilla Antibacteriano 2002
sp. . ©

Acido 3,5,15,trimetil-7-metilen haxadeca-2,10,12-trienoico (26)

Ephydatia Ho AN A N
syriaca,

ST

(0]

Acido 6,8,10,13-tetrametil pentadeca-2,4,6,8,12,14 -hexaenoico (27)
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Cortispongilla Ho A x X

barroisi
(o)

Acido 7,9,14-trimetil hexadeca-2,4,8,10-tetraenoico (28)

o CHO o

“antifouling”

Lendenfeldia
. Sera,
chondrodes (anti- 1999
(Jap6n) incrustante)

Esterol sestriterpeno (29)

o
= NH
Geodla} N N NH,* CF,COO" “antifou}ing” Siogren,
berretti (anti-
. . 2004

(Suecia) incrustante)

o NH

Br H

Ciclo (6-bromo triptofan) arginina (30)

N
Br \ / NH
\ Antifingico
HN
A )
Br .. .
Antimicrobiano
Spongosorites Hamacanthin (31) Oh
sp. NH ’
(Corea) / o 2006
V4
\ N
/ Citotoxico
N
H N
H

Deositopsentin (32)

Los compuestos aislados de esponjas marinas, que presentan actividad biologica de
citotoxicidad, se mencionan en el siguiente capitulo.
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2.2. ESPONJAS MARINAS QUE PRESENTAN COMPUESTOS CON ACTIVIDAD
CITOTOXICA.

Compuestos aislados de distintas esponjas presentan citotoxicidad, entre las que se
encuentran la esponja Chondropsis sp (Australia); de la cual se aislo un compuesto que se
denominé chondropsin A (Figura 7, 33a). Realizando extracciones al liofilizado (357 g) con
agua a 4°C, se separé por centrifugacion y el extracto crudo se coloco en CC, fase reversa
(fase movil, MeOH:H,0, 2:1).

El material obtenido se separ6 nuevamente en CC (fase moévil, MeOH:H,0, 7:3), las
fracciones concentradas se purificaron por HPLC fase reversa, con un gradiente de
MeOH:H;0, 65:35-85:15, obteniendo el Chondropsin (2 mg). El bioensayo realizado, fue

el de antiproliferacion en células cancerigenas humanas de ovario (OVCAR-3) y melanoma
(LOX), reporta un Glsy de 2.4x107, en un rango mayor de 1073, (Cantrell, 2000)

OH OH
N
Rj3 =4 X
0 0 Rg OH
R4
33 .
HN
R¢ 7 N j\/K
COOR;

Figura 7. Estructura base del Chondropsin.

O OH

E)J\)\COOH )()J\

. s
33& (ChOIldI’OpSln A) R1: H, R2: 5 R3: H3CO s R4 OH R5 H RG_

O OH

E)J\)\COOH

33b (chondropsin C) R;= H, Ry= ,Rs=H, R,= OH, Rs=H, Re=H
33c (poecillastrins B) R;= H, R,=H, R;=H, R,= H, Rs= CH;, Rs= OCHj.

33d (poecillastrins C) Ry= H, R,=H, R3=H, R,= H, Rs= H, Rg= OCHs.
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Otro derivado es el chondropsin C (figura 7, 33b), también presentan un ICsy de 0.8 y 0.2
ng/mL, en células cancerigenas de leucemia (LOX) y melanoma (MOLT-4). Dichos
compuestos se obtuvieron a partir de extractos acuosos, de las esponjas Autralianas Ircinia
sp. e lrcinia ramosa, 27.5 g y 37.5 g, respectivamente. El fraccionamiento del extracto
acuoso fue por HPLC fase reversa, la fase movil fue CH3;CN en H,O con 0.1% TFA. De
las fracciones se obtuvieron el Chondropsin, 1 mg, (Ircinia sp.) y Chondropsin C (5 mg), de
Ircinia ramosa; de este ultimo se obtiene un derivado con acetonitrilo provisto de éster de
metilo, el Chondropsin C (Rashid, 2001).

Rashid (2001), aislo un derivado del chondropsin, el chondropsin D (figura 8, 34), obtenido
de la esponja Australiana Chondropsis sp. Se realizé una extraccion acuosa a 357 g de
esponja congelada, a dicho extracto se le elimind el material solido por centrifugacion y
posteriormente se liofilizd para obtener 44 g de extracto crudo. El fraccionamiento del
extracto crudo fue por HPLC, fase reversa, asi como su purificacion; utilizando como fase
moévil CH3CN:H,0 gradiente de 45:55 a 100:0 (por mas de 30 min) obteniendo un total de
3.5 mg de Chondropsin D. Presento actividad citotoxica y antiproliferacion con un ICsg de
10 y 250 ng/mL contra células de melanoma (LOX) y leucemia (MOLT-4),

respectivamente.
OH OH
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O OH O o) OH
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Figura 8. Estructura del chondropsin D, donde R es

Un compuesto semejante al chondropsin es el poecillantin A (Figura 9, 35), aislado de la
esponja Poecillastra sp. (Bahamas) a partir de los extractos acuosos (20g extracto crudo) y
purificados por HPLC. Se obtuvieron 800 pg de compuesto puro. Se probd su actividad
citotoxica y antiproliferacion en células cancerigenas humanas de Melanoma (LOX), Pecho
(A-549), Ovario (OVCAR-3) y Pulmén (SNB-19); resultando un potente antitumoral, en
concentraciones entre 25 nM a 10000 nM. (Rashid, 2002).
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OH OH
N
= X
OH O 0 OH
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Figura 9. Estructura del poecillantin A

35

Los derivados, el poecillantin B y C (figura 7, 33c y 33d), se obtuvieron de la misma esponja
Australiana, (Poecillastra) por un método de aislamiento criogénico, a partir de un extracto
acuoso. Resultando potentes agentes citotoxicos en células cancerigenas humanas de
melanoma (LOX), con un ICsp de 1 pg/mL. (Takada, 2007).

Compuestos, con otro tipo de arreglo estructural a los antes mencionados, se han aislado de
otras esponjas; asi, de la esponja marina Mycale cecilia (Golfo de California, México), se
obtuvo un derivado de pirrol carboxaldehido (micalazal-12) (figura 10, 36a), el cual
presentd actividad antitumoral en células humanas cancerigenas de prostata, con un LCsy de
0.2 pg/mL. Asi mismo, se aislaron otros derivados, compuesto 36a con mayor actividad y
derivados 36b, donde n (CH,) varia de 8 (micalazal-3), 10 (micalazal-7) y 12 (micalazal-
10).(figura 10, 36a y 36b).

El compuesto se obtuvo de la extraccion con acetona del liofilizado, se agregd agua y se
realizé una extraccion con éter dietilico. El extracto organico se fraccion6 por CC (fase
moévil hexano:éter dietilico, 8:2; cloroformo:metanol, 8:2; y metanol). De las fracciones
obtenidas se les realiz6 otra separacion por HPLC (fase movil acetonitrilo:metanol, 7:3). La
purificacion final fue por HPLC, fase reversa, usando mezcla de disolventes en varias
proporciones: agua en metanol o agua en acetonitrilo. (Ortega, 2004)

N

=

I

10

36a

36b

Figura 10. Compuesto con actividad citotoxica aislado de M. cecilia.36a (micalazal-12),compuesto
con mayor actividad. 36b derivados de , donde n (CH,) varia de 8 (micalazal-3),
10 (micalazal-7) y 12 (micalazal-10).
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De otra esponja, Spirastrella abata (Corea), se aisld6 un compuesto, 4-sulfato esfingosina

(figura 11), con un EDsy de 0.3 pg/mL, activo sobre células tumorales de pulmon, ovario,
piel, SNC y colon. (Alam, 2002)

La obtencion de los compuestos fue a partir de la extraccion con metanol, al extracto se le
agrego agua, y a la solucidén obtenida, se les realizd extracciones con diclorometano. El
fraccionamiento fue en CC (fase movil metanol:agua, 33-100%), obteniendo siete

fracciones; la fraccion 3 se separ6 y purifico por HPLC, fase reversa (acetonitrilo:agua,
1:1).

aullllo
I

37

\ﬁ

NHz* 0SO5

Figura 11. 4-sulfato esfingosina, aislada de la esponja S. abata.

También se han aislado triterpenos monosacaridos (figura 12), de la esponja Geodia
globstellifer (Reino Unido), los cuales el compuesto 38c (Esteletin B, figura 12) resultd con
mayor efectividad anticancerigena sobre células tumorales de ovario. Mientras que los
compuestos 38a (Esteletin ribosida) y 38b (Esteletin A) resultan de moderada actividad.
(Tabudravu, 2001)

Se obtuvieron a partir de la extraccion con metanol:diclorometano, seguida de una
extraccion de particion (agua, diclorometano), el extracto obtenido de la fase organica
(diclorometano), se le realizd otra extraccion con hexano en metanol acuoso (10%). Al
residuo organico se le realizé una ultima extraccion con dicloromentano; la purificacion de
los tres compuestos obtenidos fue por HPLC, fase reversa (metanol:diclorometano, 1:1).

Ac O\\\\\\\

38a
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38b

38c

Figura 12. Compuestos Triterpenos monosacaridos (Stellettins).

De las esponjas, del género Geodia, se han aislado otro tipo de terpenos (Figura 13), como
por ejemplo la exiguamida (39) extraida de la esponja G. exigua (Japoén), a partir de una
extraccion con metanol; al residuo se agregd agua y se extrajo con hexano. La parte
organica se fracciono en CC, usando gradientes de metanol:agua; la purificacion también
fue por CC, usando como fase movil acetato de etilo: hexano. (Uy, 2003)

39

Figura 13. Exiguamida (donde R= -NHCHO, -NHCO,CH;, -NHCO,CH,N(CH;)CH,COOCH;, NC).

Los terpenos son sin duda importantes agentes citotoxicos, como es el caso del 12-O-
deacetilnorscalaral B (figura 14), con un Glso de 4.9, 45 y 4.2 pg/mL, contra
adenocarcinomas de pecho, pulmoén y colon, respectivamente.

OH

CHO

oy
"oH

40

Figura 14. Estructura del 12-O-deacetilnorscalaral B.
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Se obtuvo 40 de la esponja marina Hyatella intestinalis (México) a partir de una extraccion
del liofilizado con acetona:metanol (1:1). El residuo obtenido se le adicion6 agua y se
realizaron extracciones con éter dietilico; el fraccionamiento se llevo a cabo en CC, usando
diferentes disolventes (en orden de polaridad creciente), hexano, éter dietilico,
cloroformo:metanol (80:20) y metanol. El 12-O-deacetilnorscalaral B, se obtuvo de la
fraccion de cloroformo:metanol (99:1); purificado en HPLC, fase movil metanol:agua
(90:10); acetonitrilo:agua (80:20). Se obtuvieron otros derivados de las otras fracciones,
pero con baja actividad citotoxica. (Hernandez, 2006).

Un terpeno diferente 41, se aislo de la esponja Diacarnus levii (Nueva Guinea), a partir de
un extracto con diclorometano:metanol (1:1), el fraccionamiento se realizé por CC, usando
un gradiente de acetato de etilo en hexano (15:85, 50:50, 100:0). Se obtuvieron cuatro
fracciones, las dos primeras tuvieron una inhibiciéon de 80% y 91%, respectivamente. La
purificaron se realizé pasando las fracciones por otra CC, con acetato de etilo en hexano
(1:15 v/v). La estructura del compuesto aislado se muestra en la figura 15, la evaluacién
citotoxica permitid conocer la actividad en células cancerigenas de prostata y mama
(DU145, PC-3 de prostata y MCF-7, MDA-MB-231, T47D de mama), con un ICsy de 17.8
uM (MDA-MB-231) y 14.7 uM (T47D). (Dai, 2007)

41

Figura 15. estructura del norsesterterpeno.

De otra esponja del género Haliclona sp. (Filipinas) se extrajo un compuesto con actividad
citotoxica de 10 pg/mL, en células cancerigenas de ovario. Dicho compuesto llamado
mimosamycin (figura 16, 42) se obtuvo con la extraccion acuosa a la esponja, el extracto se
centrifugo y se fracciond por CC (fase mévil metanol:agua, en diferentes proporciones). El
extracto de la fraccion obtenida de la mezcla 9:1 se purifico por HPLC, fase moévil
acetonitrilo:agua con 0.1% de TFA. (Rashid, 2001). La estructura del mimosamycin, es la
que se muestra en la figura 16

42

HyCO

Figura 16. Estructura del mimosamycin
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Una serie de compuestos denominados topsentolidas, se aislaron de la esponja Topsentia
sp. (Corea) a partir del extracto metandlico, seguido de una extraccion de particion con
agua diclorometano. El extracto obtenido se fraccion6 por HPLC, fase movil metanol:agua,
obteniendo 23 fracciones, la fraccion 11 se purifico por HPLC. Dicho compuesto tuvo
actividad citotoxica en células humanas de cancer de colon (HCT-15), SCN (XF-498),
ovario (SK-OV-3), pulmon (A549) y de piel (SK-MEL-2). (Luo, 2006).

43

Figura 17. Estructura del topsentolida.

De la esponja Ectyoplasia ferox (Bahamas) se aislo un compuesto, feroxosidos A y B
(figura 18, 44a y 44b respectivamente) con actividad citotoxica en células macréfagos
monocitos murinos (J-774). ICsy fue de 19 pg/mL. La extraccion se realizé con metanol, al
residuo se le adicion6 agua; se realizaron extracciones con tetracloruro de carbono,
cloroformo y n-butanol. Las fracciones obtenidas, se purificaron por HPLC (fase reversa,
metanol:agua, 7:3 v/v). (Campagnuolo, 2001)

2
2,
“,

44

/\SH/\( feroxosido A (44a)
w para feroxosido B (44b).
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Tres compuestos (isoquinolinas) aislados de la esponja Cribrochalina sp. (Tailandia)
presentaron actividad citotoxica en células humanas cancerigenas de mama (MCF-7) y
cervical (HeLa). Se obtuvieron 45a, 45b y 45c a partir de una extraccion con metanol al
liofilizado, seguida de una extraccion con diclorometano, el residuo se fraccion6 por CC
utilizando como fase moévil metanol:diclorometano, en diferentes proporciones. La

purificacion se realizé por HPLC fase reversa, fase movil acetonitrilo:agua. (Plubrokarn,
2003).

(¢}

0
\
=N N
H,CO \]/ HO N
0 H,CO I

(6]
H/K N o

45a 45b 45c¢
Figura 19. Estructura de isoquinolinas (44a N-formil-1,2-dihidrorenierona,
44b O-demetilrenierona, 45¢ mimosamicin.

O

El ciclonellin (46) (octapéptido ciclico), figura 20, se aislo de la esponja Axinella canteri
(Indonesia), a partir de una extraccion con agua, la separacion y la purificacion fue por
HPLC. La fase movil para la separacion fue agua:metanol (1:0, 2:1, 1:2, 0:1), y para la
purificacion fue acetonitrilo en agua con 0.1% de TFA. La prueba de citotoxicidad fue
contra células humanas de cancer de colon (COLO-205) y ovario (OVCAR-3), resultando
inactiva a 50 pg/mL. (Milanowski, 2004).

OH

HO/ g:o Oa'/

Figura 20. Estructura del ciclonellin
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El compuesto 47 (psammaplin A, la estructura se muestra en la figura 21) se aisl6 de la
esponja Pseudoceratina rhax (Indonesia).

OH OH
Br Br
47 o o
s—s
N N
HO/ \OH

Figura 21. Estructura de psammaplin A.

El aislamiento de 47 fue a partir de una extraccion con diclorometano:metanol (1:1) a la
esponja liofilizada, la separacion fue por HPLC (gradiente de disolventes hexano, acetato
de etilo y metanol). Se purificé igual por HPLC fase reversa, usando un sistema de
disolventes: acetonitrilo, metanol y agua (3:3:4). La prueba bioldgica se realizd contra
células cancerigenas humanas de mama a nivel de hormonas receptoras. (Mora, 2006).

Otro compuesto citotoxico contra células cancerigenas de leucemia (L 1210) ICsp 1 pg/mL,
y un carcinoma de origen epidérmico (KB) ICsy 3 ug/mL, es el que se muestra en la figura
22.

! N/ N\

Figura 22. Estructura del hyrtinadina A.

Se obtuvo 48 de la esponja Hyrtios sp. (Japon), a partir de la esponja liofilizada, a la cual
se le realiz6 una extraccion con metanol. Se le adicion6 agua al residuo obtenido y se llevo
a cabo una extraccion con acetato de etilo; el residuo se fraccion6 por HPLC (fase movil
cloroformo:metanol, 45:55), la purificaciéon también fue por HPLC, misma fase movil,
diferente proporcion (40:60). (Endo, 2007).
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2.3. Desmapsamma anchorata

La esponja marina Desmapsamma anchorata la describid, por primera vez, Carter (1882)
con el nombre de Fibularis anchorata y posteriormente se reclasifico como Desmapsamma
anchorata por Burton, (1934).

2.3.1. Taxonomia

Significa etimologicamente: Desmapsamma del griego. "Desmo" la encuadernacion, como
un amarradero o una tendencia para encarcelar y ""sama" pertenece a un signo, a una marca,
a una muestra, a un indicador, o a una tumba. Y del latin "Anchorata" significando para
lanzar el ancla, para soltar o apagar; el "anchor" es también un simbolo de la seguridad, el
refugio y el apoyo.

Pertenece a la Clase Demospongiae, el Orden Poecilosclerida, Sub orden
Ceractinomorpha, la Familia Esperiopsidae y Género Desmapsamma. (Layli, 2006).
Calcinai (2004), la clasifica como: Orden Poecilosclerida, Familia Desmacididae, Género
Desmapsamma y nombre comiin Desmapsamma anchorata.

2.3.2. Morfologia

El color de D. anchorata es rosa palido por fuera y anaranjado ladrillo en el interior con los
cambios estacionales leves que pueden ser atribuidos a cambios en la quimica del agua, la

superficie externa es lisa con dobleces dispersos y sobre ello mucosidad resbaladiza. (figura
23)

Esponja ramosa con una base lobulada, las ramas miden de 0.8 a 1.5 cm de didmetro con
algunas partes de 2.5 cm, de largo miden de 5 a 15 cm. El désculo es escaso, de manera
irregular distribuido y rodeado por una membrana que tiene un espesor de 0.5 a 1 mm. tiene
un esqueleto de ectosomal hecho del bidxido de silicio que es reforzado con oxeas, los
centros de fibras y espiculas e inclusive, granos de arena. (Layli, 2006).

La reticulacion que se forma en el ectosoma es renieroide modificado, los tractos
ascendentes miden de 15 a 60 um de didmetro y los transversales de 9 a 40 um, con 5 a 6
espiculas en el interior de los primeros y 3 a 4 en el interior de los segundos. Se identifica
principalmente por las espiculas, aunque esta tarea se dificulta por la cantidad de particulas
adheridas, ya sea por la misma arena o los organismos con los que se encuentra en
asociacion (Green, 1985).

Normalmente se encuentra en substratos duros en arrecifes asociados con corales,
gorgonias, hidrozoos, cnidarios y otras esponjas, estas asociaciones bioldgicas pueden ser
positivas  (mutualisticas), negativas (competitivas) y sin efecto, dependiendo
especificamente de cada organismos. Debido a las asociaciones, las esponjas se pueden
sujetar a la alteracion morfoldgica, mientras que, en otros casos, la esponja fuerza al
anfitrion a modificar su organizacion morfoldgica.
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Figura 23. Desmapsamma anchorata (Fotos obtenidas en 1988 y 1989, pagina web
http://acd.ufrj.br/labpor/5-Imagens/Bahia/Pgsa02eh.htm)

La mortalidad de la esponja es dependiente del tamafo, la cual aumenta en colonias de
tamafio medio, es una esponja muy fragil y puede fragmentarse facilmente con el
movimiento del agua. Se encuentra entre 2 y hasta mas de 20 metros de profundidad en
sistemas de arrecifes, asi como en otros hdbitats; su reproduccion se reporta no sélo por
fragmentacion asexuada, sino también por reproduccion sexual. (Layli, 2006).

2.3.3. Distribucién

D. anchorata se encuentra distribuida en 4reas subtropicales y tropicales, como, Africa,
centro y sur América, y el Pacifico sur. Se ha colectado en Puerto Rico: arrecife de Media
Luna (McLean, 2006), La Parquera (Carballeira, 1988, 1994); también en Venezuela: Aves
de Sotavento, La Cienega de Ocumare (Compagnone, 1999) y al Norte de Sulawesi,
Indonesia (Calcinai, 2004).

En México se encuentra, principalmente, en el Golfo de México y el Mar Caribe: parte
occidental del Arrecife La Blanquilla, a profundidades entre los 2 y los 15 m (Green, 1986),
también en el arrecife de la Anegada de Afuera (Quijano, 1994), ambas arrecifes
pertenecientes a Veracruz.

2.3.4. Estudio quimico

El estudio de los componentes quimicos de la esponja marina D. anchorata fue realizado
por Carballeira et. al. (1988), realiz6 una extraccion con cloroformo:metanol (1:1 v/v) de la
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cual obtuvo una mezcla de lipidos. Los lipidos, los glicolipidos y los fosfolipidos fueron
separados por CC (fase estacionaria gel de silice).

Los componentes grasos y los fosfolipidos fueron identificados con la obtencion de sus
ésteres metilicos por la reaccion de los fosfolipidos con el HCl/metandlico seguido por la
purificacion en CC, fase movil hexano:éter (9: 1 v/v). Los ésteres metilicos obtenidos por
este método fueron analizados por CG/EM.

Se describe la presencia de los siguientes esteroles: desmosterol, colesterol, sitosterol,
estigmasterol, 24-metilcolesterol, 24(S)-metilcoleste-5,22-dienol, 24(R)-metilcoleste-5,22-
dienol, 24-metilencolesterol, coleste-5,22-dienol. Identificados con HPLC, "H-RMN y EM.

Entre los 4cidos grasos, mas abundantes, se encuentran: acido tetradecanoico,
pentadecanoico, 14-metil pentadecanoico, hexadecanoico, 7-metil-8-hexadecenoico (49a),
14-metil-8-hexadecenoico (49b), heptadecanoico, 3-metilheptadecanoico (49c), 11-
octadecanoico, octadecanoico, nonadecanoico, metildocosanoico,  docosanoico,
henaicosanoico,  behenic, tricosanoico, tetracosanoico,  pentacosanoico,  5.,9-
hexacosadienoico y 5,9-octacosadienoico (el porcentaje de abundancia oscila entre 11% y

3%).

Hooc/\/\/w
49a
49b

/\/\/\/\/\/\/Y\COOH
49c

Figura 24. Estructura de acidos grasos reportados por Carballeira, 1988.

Posteriormente Carballeira et. al. (Puerto Rico) en 1994, trabajo con extractos de
cloroformo:metanol (1:1 v/v) obteniendo lipidos totales (6 g); los lipidos, los glicolipidos y
fosfolipidos los separd con CC (silica gel). Los fosfolipidos fueron fraccionados por TLC
(CPP) usando Silica gel y metanol:cloroformo:hidroxido de amonio (65:35:5) como
disolvente. Identifico los siguientes fosfolipidos (fosfohetidiletanolamina, fosmotidilcolina,
fosfatidilserina y fosfatidilicositol) realizando una transesterificacion con HCl/MeOH al 1.0
N. Fueron obtenidos como sus ésteres metilicos, seguida por la purificacion del CC, fase
movil hexano:éter etilico (9:1).

Los acidos grasos los identific6 por CG/EM, los mas abundantes: acido 5, 13-
eicosadienoico (50a); hexadecanoico, 7-metil-6(E)-hexadecenoico (50b); 7-metil-6(Z)-
hexadecenoico  (50c);  14-metilhexadecanoico;  11-octadecenoico;  octadecanoico;
eicosanoico; heneicosanoico; tetracosanoico; y, 5, 9-hexacosadienoico.
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Figura 25. Estructura de acidos grasos reportado por Carballeira, 1994.

En otro estudio, Quijano, et. al. (México) en 1994, exprimid la esponja obteniendo una fase
acuosa (filtré el agua que contenia), a la cual realiz6é una extraccion con acetato de etilo; el
material insoluble se lavo con éter de petroleo y después con metanol. Asi se obtuvieron
tres extractos, de acetato de etilo, de éter de petrdleo y de metanol. Los residuos fueron
similares por CCF, (fase mévil diclorometano: acetona (9:1 v/v) por lo que se combinaron
entre si. Al material restante se le agregd metanol, la mezcla fue filtrada y concentrada.

La fase acuosa fue extraida con diclorometano y acetato de etilo; ya concentrados, se
obtuvo un aceite rojizo, el cual se coloco en CC, mientras que el extracto metandlico se
fracciond en otra CC. La fase movil fue éter de petrdleo, éter de petrdleo: acetato de etilo
(en diferentes proporciones) y metanol, para ambas columnas. Los compuestos encontrados
fueron los siguientes:

- La fraccion del éter de petroleo dio una mezcla (135mg) de ésteres metilicos de los
acido grasos. Analizados por CG, la mezcla indica la presencia del C14 a C21.
(extraccion del metanol).

- De la fraccion de éter de petrdleo: acetato de etilo se obtuvd una mezcla de esteroles
(4.2 g, 134-140°C). Identificados con una reaccion de acetilacion seguida de una
CG/EM. Los esteroles descritos son: desmosterol, colesta-5,22-dienol, 24-
metilcolesta-5-22-dienol, 24-metilcolesterol, colesterol, estigmasterol y sitosterol.

- En las fracciones de éter de petroleo: acetato de etilo (4:1 y 3:1) se observo la
presencia de una mezcla de monoéteres alquil de glicerol (sélido amorfo). Se
obtuvo 10 mg de la fase acuosa y 300mg del residuo.

Se obtuvieron ocho compuestos del tipo de monoéteres alquil de glicerol, donde s6lo varia
la cadena de metilenos (n=—CH,— , n varia de 13 a 20). Figura 26.

H, OH
HO\)’\\/O
51
n

Figura 26. Estructura del monoéter alquil de glicerol, donde n = CH,
varia desde 13 hasta 20 (Quijano, 1994).
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Por su parte, Compagnone et. al. (1999) aislé compuestos del tipo de alquil pirrol
carboxaldehidos (Figura 52a y 52b) de D. anchorata (Venezuela). A los compuestos les
probaron su actividad anti-leshmania, como mezclas de los derivados. Los compuestos
aislados de D. anchorata, presentaron menos actividad (LDsy 25ug/mL) que otro
compuesto (figura 52c) que presentd un LDsy = 12 pg/mL, aislado de otra esponja analizada
en el mismo estudio y por el mismo autor, Mycale microsignatosa.

Los derivados los obtuvo a partir del liofilizado de la esponja (320g), se realizd una
extraccion con cloroformo:metanol (1:1 v/v), los disolventes se evaporaron. Al residuo se le
adiciond agua, a la solucion obtenida se le realiz6 una extraccion con heptano, evaporado el
disolvente se obtuvo un residuo; el cual se separd por CC (silica gel) usando como fase
movil cloroformo:metanol, para dar una mezcla de los acidos grasos (observados en TLC
como un punto) y una fraccion, la C se analizé por CG/EM y RMN (‘H y °C) para su
identificacion, obteniendo los derivados de pirrol carboxaldehidos.
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Figura 27. 5-(13-metil tetradecil)-1-pirrol-2-carbaldehido (5a),
5- (heneicos-12-en-il)-1-pirrol-2-carbaldehido (5b) D. anchorata.
5-(alquil nitrilo)-1-pirrol-2-carboldehido (5¢) M. microsignatosa.

No se han descrito estudios de actividad citotdxica a los compuestos aislados de la esponja
D. anchorata, s6lo han demostrado la presencia de esteroles, acidos grasos, fosfolipidos,
derivados del monoéteres alquinos de glicerol y derivados del pirrol carboxaldehido, este
ultimo probado para actividad anti-leshmania, presentando baja actividad.
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2.4. CROMATOGRAFIA
2.4.1. Definicién

La cromatografia (del griego chroma que significa “color”, y graphein que significa
“escribir”), se define como una técnica que separa una mezcla de solutos basada en la
velocidad de desplazamiento diferencial de los mismos que se establece al ser arrastrados
por una fase movil (liquida o gaseosa) a través de un lecho cromatografico que contiene la
fase estacionaria, la cual puede ser liquida o solida. (Skoog, 1992 y Varcancel, 1988).

También puede definirse de la siguiente manera: La cromatografia es un método fisico de
separacion en el cual los componentes que se separaran se distribuyen entre dos fases, una
de las cuales es inmovil, mientras que la otra se mueve en una direcciéon definida.
(Braithwaite, 1999)

2.4.2. Fundamento

En las diversas técnicas cromatograficas, la separacion de mezclas (de dos o varios
componentes) se logra por la exposicion de la mezcla en un sistema bifasico que se deja
llegar a equilibrio. Las dos fases que intervienen en la separacion pueden ser dos liquidos
inmiscibles (cromatografia liquido-liquido), un gas y una fase liquida (cromatografia gas-
liquido), un gas y una fase sélida (cromatografia gas-s6lido) o un liquido y un fase so6lida
(cromatografia liquido-so6lido). (Durst, 1985)

En todas las separaciones cromatograficas, la muestra se desplaza en una fase movil, que
puede ser un gas, un liquido o un fluido supercritico. Esta fase movil se hace pasar a través
de una fase estacionaria con la que es inmiscible, y que se fija a una columna o una
superficie sélida.

Las dos fases se eligen de tal forma, que los componentes de la muestra se distribuyen de
modo distinto entre la fase movil y la fase estacionaria. Aquellos componentes que son
fuertemente retenidos por la fase estacionaria se mueven lentamente con el flujo de la fase
movil; por el contrario, los componentes que se unen débilmente a la fase estacionaria, se
mueven con rapidez. Dada la distinta movilidad, los componentes de la muestra se separan
en bandas o zonas discretas que pueden analizarse cualitativa y/o cuantitativamente.
(Skoog, 1992)

2.4.3. Clasificacion

Los métodos cromatograficos se pueden clasificar de tres modos distintos (Varcancel,
1988); el primero de ellos se basa en la naturaleza de la fase estacionaria, y pueden ser:

- Adsorcion. El so6lido adsorbe al componente que inicialmente estaba en fase

movil (liquida o gaseosa) (fuerzas de Van der Waals).
- Cambio i6nico. El s6lido es un cambiador de iones (fuerzas electrostaticas).
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- Exclusion (o de geles). El solido es un gel formado por polimeros no i6nicos
porosos que retienen a las moléculas del soluto, segun su tamafio.

- Afinidad. Es un tipo especial de cromatografia de adsorcion, utilizada
especialmente en bioquimica, en la que un so6lido tiene enlazado a un llamado
ligando de afinidad que puede ser por ejemplo, un inhibidor enzimatico o un
anticuerpo.

Una segunda clasificacion se basa en la naturaleza de la fase movil, y son:

- Liquido. Cromatografia liquido-liquido (particiéon) y cromatografia liquido-
solido (adsorcidon, cambio i6nico, exclusion, afinidad).

- Gas. Cromatografia de gas-liquido (particiéon) y cromatografia de gas-solido
(adsorcion).

- Fluido supercritico. Fluido calentado a una temperatura superior a su
temperatura critica, simultineamente comprimido a una presion mayor que su
presion critica (particion y adsorcion).

Otra clasificacion se basa en forma en que las fases estacionaria y movil se ponen en
contacto, y se dividen segun la técnica utilizada en:

- Cromatografia en columna. En un tubo estrecho, que contiene la fase
estacionaria, se hace pasar la fase movil por presion.

- Cromatografia plana. La fase estacionaria se fija sobre una placa o a los
intersticios de un papel, en este caso la fase movil se desplaza a través de la fase
estacionaria por capilaridad o por gravedad.

Los métodos que existen en cromatografia son:

- Cromatografia en papel, CP.(1850)

- Cromatografia en capa fina, CCF. (1889-1898)

- Cromatografia de intercambio i6nico, CII. (1939-1945) (IEC en ingles lon exchange
chomatography)

- Cromatografia de impregnacion de gel (exclusion del tamafio), CIG. (1958) (GPC
en ingles Gel permeation chromatography, size exclusion)

- Cromatografia de afinidad, CA. (1967)

- Cromatografia de gas, CG. (1950)

- Cromatografia de fluidos supercritico, CFS. (1930)

- Cromatografia de liquidos de alta resolucion, CLAR. (1963) (HPLC en ingles High
performance liquid chromatography)

- Electroforesis capilar de zona, ECZ. (1937) (CZE en ingles Capillary zone
electrophoresis)

La electroforesis capilar de la zona es una técnica relativamente reciente (1974) la

separacion estd basada en los indices diferenciados de la migracion de especies idnicas en
un campo eléctrico aplicado a través de una columna capilar. (Braithwaite, 1999)
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- Cromatografia de adsorcion.

La adsorcion, es un fenomeno de superficie que se manifiesta por un aumento de la
concentracion del soluto en la interfase que rodea el medio estacionario. La separacion esta
basada en las diferencias de comportamiento, adsorcion (desorcion, de sustancias
contenidas en la fase movil sobre un solido estacionario, y pueden ser sistemas liquido-
solido y gas-solido. En cualquier fendmeno de adsorcion influyen tres variables,
adsorbente, eluente y solutos; la polaridad de las tres anteriores es importante, ya que
influye en el comportamiento de una sustancia en disolucion y en el poder adsorbente de la
fase estacionaria. A mayor polaridad del soluto aumenta la adsorcion, por lo cual se separan
sustancias de media o baja polaridad. Lo ideal es elegir la polaridad del eluente analoga a la
de la muestra, en la mayoria de los casos adsorbentes activos para sustancias no polares y
menos activos para las mas polares. (Watty, 1982).

- Cromatografia de particion

La cromatografia de reparto o particion se lleva a cabo sobre tiras de papel filtro, en
columnas o en capas finas de polvo de celulosa, gel de silice himeda o polvo de diatomeas.
En cada uno de estos casos, el medio poroso sirve unicamente como soporte de una fase
estacionaria liquida. La separacion en este tipo de cromatografia se logra mediante la
tendencia diferencial que tienen los compuestos a residir disueltos en la fase estacionaria
liquida que cubre los granos del soporte s6lido o a migrar disueltos en la fase mévil liquida
que se desplaza. Se define el coeficiente de reparto o particion como el cociente entre
concentracion de la sustancia en la fase estacionaria y en la fase movil.

- Pares de iones

La cromatografia de pares de iones, que puede considerarse un subconjunto de la
cromatografia de fase inversa, puede tratar con especies ionizadas o ionizables en columnas
de fase inversa. El método de supresion de iones también est4 limitado a un intervalo de pH
de 2.0-7.5, por la inestabilidad de las fases estacionarias enlazadas fuera de este intervalo
de pH.

- Intercambio idnico

Se lleva a cabo con empaques de columna que tienen grupos funcionales cargados unidos a
una matriz polimétrica. Los grupos funcionales son grupos i6nicos enlazados
permanentemente y asociados con contrapones de carga opuesta.

- Exclusion

También llamada cromatografia de permeacion en gel, en un modo de separacion no
interactivo. Las particulas del empaque de la columna tienen varios tamafios y estructuras

de poro, de forma de las moléculas son retenidas o excluidas con base en un volumen
molecular hidrodindmico. La separacion no se basa en el peso molecular. (Willard, 1991)
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Se clasifica de acuerdo al tipo de fase movil y estacionaria, y en la clase de equilibrios
implicados en la transferencia de los solutos entre las fases, como se muestra en la siguiente

tabla:

Tabla 3. Clasificacion de los métodos cromatograficos en columna.

Clasificacion
Cromatografia de
liquidos (CL). Fase
movil: liquida.

Meétodo especifico
Liquido-liquido, 0
reparto

Liquido-fase unida
quimicamente
Liquido-solido, 0
adsorcion

Intercambio i6nico

Fase estacionaria

Liquido adsorbido
sobre un sélido

Especies organicas
enlazadas a  una
superficie solida

Solido

Resina de intercambio

Tipo de equilibrio
Distribucion entre
liquidos inmiscibles

Distribucion entre el
liquido y la superficie
enlazada

Adsorcion

Intercambio i6nico

16nico
Exclusion por tamafio | Liquido en los | Distribucion/exclusion
intersticios de un
solido polimérico
Cromatografia de | Gas-liquido Liquido adsorbido | Distribucion entre un
gases (CG). Fase sobre un sélido gas y un liquido
movil: gas. Gas-fase unida | Especies  organicas | Distribucion entre el
quimicamente enlazadas a una |liquido y la superficie
superficie solida enlazada
Gas-solido Solido Adsorcion
Cromatografia de Especies organicas | Distribucion entre el
fluidos  supercriticos enlazadas a  una | fluido supercritico y la
(CFS). Fase movil: superficie solida superficie enlazada.

fluido supercritico.

En la cromatografia en columna, la elucion implica el transporte de una especie a través de
una columna por la adiciéon continuada de nueva fase movil. Una tnica porcién de la
muestra se introduce en la parte superior de la columna, después de lo cual, los
componentes de la muestra se distribuyen entre las dos fases.

La introduccion de fase movil adicional (eluyente) hace que la fase movil que contiene una
parte de la muestra avance por la columna, donde tiene lugar un posterior reparto entre la
fase movil y las porciones frescas de fase estacionaria a las que accede. Al mismo tiempo,
tiene lugar una distribucion entre el disolvente nuevo y la fase estacionaria en el lugar en el
que inicialmente se ubicaba la muestra. Las sucesivas adiciones de la fase movil hacen
avanzar las moléculas de soluto por la columna en una serie de continuas transferencias
entre las fases estacionaria y movil.

31




CROMATOGRAFIA

- Cromatografia Liquida en Columna.

En la cromatografia en columna el adsorbente se introduce en un tubo o columna
(generalmente de vidrio), como adsorbente se emplea alumina (Al,O3) o gel de silice (acido
silicico, Si0,:XH,0) y como fase movil disolventes organicos, la cual se hace caer a través
de la columna, es decir, la fuerza motriz es la gravedad. (Skoog, 1992)

Los distintos componentes de la mezcla se adsorberdn en la superficie del solido con
afinidades diferentes (fuerzas de unidn). La fase moévil desplazara y disolvera los
componentes de acuerdo con su afinidad por la superficie solida y la solubilidad de las
sustancias en ella. El factor unitario mas importante es el establecimiento del equilibrio.
Presenta algunos inconvenientes, desde el punto de vista practico: es lenta, es poco eficaz
tanto en la capacidad de discriminacion entre solutos como en el niimero de solutos que
pueden separarse, es tediosa por la necesidad de la intervencion casi constante del operador.

- Cromatografia Liquida de Alta Resolucion, CLAR.

La cromatografia liquida de alta resolucion (CLAR) es una cromatografia en columna en la
cual una bomba fuerza el solvente a través del embalaje de la columna, consecuentemente,
se aumenta el caudal del solvente y mejora la separacion. Tiene categoria de instrumento,
ya que proporciona informacion sobre la composicion de la materia al tener un detector
continuo integrado en el sistema hidrodindmico.

Se consideran cuatro tipos mas importantes de columnas. Estos son: a) fase normal (la fase
movil es de naturaleza no polar, mientras que la fase estacionaria es polar, como la silicona
o alimina). b) Fase inversa (la fase mdvil es polar y la estacionaria no polar (como C18). ¢)
de intercambio idnico (puede ser una resina del intercambio anidnico o una resina de
intercambio cationico). d) exclusion del tamafio (de la filtracion de gel).

El diametro estrecho de la columna, el tamafio de particula muy pequena y el empaque de
la columna requieren que los solventes estén particularmente puros y libres de residuo
insoluble. En la mayoria de los casos, los solventes se deben filtrar a través de los filtros
ultra finos y desgasificarlos (han disuelto los gases quitados) antes de utilizarse.

Entre los componentes de un cromatografo de liquidos se tienen los siguientes: a) los
indispensables para la modalidad isocratica simple (deposito de disolvente, bomba de alta
presion, sistema de inyeccion, columna, detector continuo y registrador); b) los precisos
para llevar a cabo una elucioén con variacion de la composicion de la fase movil (depdsito
con varios disolventes, sistema electronico de programacion de gradiente, con o sin cdmara
de mezcla); c¢) los que mejoran el funcionamiento (supresor de pulsos, control de
temperatura de la columna, regulador de caudal de la bomba, indicador de presion de la
bomba); d) los que mejoran el sistema de toma y tratamiento de datos (integrador
electrébnico o microprocesador, pantalla, impresora), que ofrecen resultados segun
requerimientos, aplicando programas de discriminacion matematica entre picos; y €) los
que estan orientados a fines preparativos (colector de fracciones). (Skoog, 1992)
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Cuando el detector que responde a la concentracion del soluto y se registra la sefial en
funcién del tiempo (o del volumen de fase mévil anadido), se obtienen una serie de picos;
este grafico se denomina cromatograma, es util para el andlisis cualitativo como
cuantitativo. La posicion de los picos en el eje del tiempo puede servir para identificar los
componentes de la muestra, las areas bajo los picos proporcionan una medida cuantitativa
de la cantidad de cada componente. (Skoog, 1992).

En un sistema cromatografico estable el tiempo de retencion de un soluto particular es
constante y, por lo tanto, puede utilizarse para identificar ese soluto. Asi, aunque la
cromatografia es primordialmente una técnica de separacion, es posible identificar los
componentes separados de una mezcla compleja por medio de sus tiempos de retencion. El
grado de separacion o resolucion de las bandas adyacentes se define como la distancia entre
los picos de las bandas (o centros) dividida entre el ancho promedio de las bandas.
(Willard, 1991)

2.4.3.2. Cromatografia plana

La cromatografia plana es un tipo de cromatografia liquida en la que la fase estacionaria
esta extendida sobre la superficie de un plano y la fase moévil fluye a través de ella. La fase
movil siempre es un liquido, mientras que la fase estacionaria puede ser un liquido
soportado en un sélido (cromatografia de particiéon) o un adsorbente (cromatografia de
adsorcion, intercambi6 i6nico o exclusion.

En la cromatografia plana, la disolucion de la muestra a separar se sitia sobre el plano que
contiene la fase estacionaria en forma de mancha (CCF), a veces en forma de banda (CPP),
a corta distancia de uno de los extremos de dicho plano. Una vez seca la mancha o banda, el
extremo del plano préoximo a la misma se pone en contacto con la fase mévil, manteniendo
todo el sistema cromatografico en una cdmara cerrada. La separacion se produce por la
migracion diferencial de los componentes de la muestra en la direccion en que se mueve la
fase movil.

- Cromatografia en Capa Fina (CCF).

En la cromatografia en capa fina, la fase estacionaria (que puede ser de particion,
adsorcion, cambio i6nico o exclusidon) se deposita en forma de capa delgada sobre una
placa de vidrio, de pléstico o metalica; la accion capilar del adsorbente hace subir el
disolvente desde una depdsito situado en la parte inferior de la placa.

En cromatografia plana, la posicion de los solutos se mide mediante los valores de Ry
(factor de retraso), este factor se define como la relaciéon entre la velocidad de

desplazamiento del soluto y la velocidad de desplazamiento de la fase mévil a un tiempo:

_ distancia recorrida por la zona de soluto (Zs)

ditancia recorrida por la fase mévil (Zf)
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También se puede determinar el Rx, cuando se compara con un estandar. En donde se
sustituye la distancia recorrida por la fase movil por la distancia recorrida por el estandar.

La cromatografia de capa delgada tiene varias aplicaciones importantes en quimica
organica (Pavia, 1995), puede ser utilizada en los usos siguientes:

- Establecer si dos componentes son idénticos

- Para determinar el nimero de componentes en una mezcla

- Para determinar el solvente apropiado para una separacion cromatografica de la
columna

- Para supervisar una separacion cromatografica de la columna

- Para comprobar la eficacia de una separacion alcanzada en una columna, por la
cristalizacion o por el extraccion

- Para supervisar el progreso de una reaccion

- Cromatografia en Placa Preparativa (CPP).

Este tipo de cromatografia no es mas que una extension de la CCF, con los mismos
fundamentos, ventajas y desventajas; pero con fines preparativos, existe el riesgo de
descomposicion de las sustancias separadas, debido a su exposicion al ambiente. En la
cromatografia de placa preparatativa se usan capas gruesas (que oscila entre 1 y 2 mm),
para separar cantidades de sustancias del orden de 100mg; la disolucion de la muestra debe
ser lo mas concentrada posible (hasta 10%) pudiendo utilizar hasta 10 mL de disolucion. A
diferencia de la CCF, la muestra se coloca en banda, ademas, en una placa preparativa no se
pueden usarse reveladores destructivos o si se los usa hacerlo en el extremo de la placa.
(Varcancel, 1988).
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Figura 28. Técnica de cromatografia en placa preparativa, CPP.
Luego se raspa el adsorbente del soporte y se extrae las sustancias con el solvente

adecuado. Se centrifuga tomando el sobrenadante o bien se filtra, se evapora el solvente y
obtenemos asi compuestos puros. (figura 28).
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- Cromatografia en Capa Fina Centrifuga (CCFC)

Este tipo de cromatografia se realiza en un Chromatotron (Figura 29), es una cromatografia
de capa fina circular, con aceleracién centrifuga radial. (disefiado por los autores del
compendio de métodos sintéticos organicos), substituye las placas de CCF preparativas, las
columnas pequenias y CLAR. Las dimensiones totales son 30x35x30 centimetro.

Embudo (Modelo 7924T)

Chromatotron
Modelo 7924T

Figura 29. Chromatotron (Imagen obtenida de la pagina web
http://www.harrisonresearch.com/chromatotron/specs.html.)

La muestra que se separara se aplica, como solucion, cerca del centro de un disco que esta
cubierto con una capa delgada del adsorbente. Por el disolvente de elucion forma bandas,
circulares al girar, de los componentes separados, a los cuales se hacen girar junto al borde
del rotor junto con el disolvente (Figura 30). Un novedoso sistema de recoleccion trae la
fase movil a un solo tubo de la salida.

Separacion de los
componentes de la Muestra en
muestra & solucion

Capa de adsorbente

Figura 30. Teoria de operacion de la cromatografia de capa fina centrifuga.
(Imagen obtenida de la pagina web http://www.harrisonresearch.com/chromatotron/specs.html.)

Tiene la capacidad de hasta 500 mg por el componente, cerca de 1 g total. Como
cromatografia de capa fina, puede utilizarse los siguientes adsorbentes: Gel de silicona y
alimina; asi como también la fase movil, compatible con todos los solventes comunes de la
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cromatografia, incluyendo el acido acético. No es conveniente para el uso con los acidos
minerales. Es una técnica sencilla la cual tiene las siguientes advertencias especiales:

- Las separaciones se terminan rapidamente, tipicamente en el plazo de 20 Min.

- Una tapa transparente permite la observacion directa de compuestos absorbentes
o coloreados por UV durante la separacion.

- El grueso de la capa de 1, 2 o 4 milimetros da alta capacidad. La capa del
adsorbente se regenera facilmente in situ para la reutilizacion.

- Los solventes se utilizan en minima cantidad. El gradiente de elucion es facil.
Una atmosfera del nitrogeno previene la oxidacion de muestras.

- Manejable (facilmente transportado desde un laboratorio hasta otro laboratorio),
pocos controles, no maneja altas presiones.

El monitoreo de las fracciones se pueden realizar por CCF convencional. La conexion al
indice de refraccion y los monitoreos con UV no se recomiendan. Puede ser utilizado con
un colector de fracciones, aunque la coleccion a mano es adecuada.’

' La informacién de la Cromatografia en Capa Fina Centrifuga, se obtuvo del proveedor Harrison (2007), en
la pagina web http://www.harrisonresearch.com/chromatotron/specs.html.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los compuestos aislados, purificados y caracterizados de las esponjas marinas, han
presentado efectos potenciales como agentes antifungicos, antimicrobianos,
antiinflamatorios, inhibidores de VIH y anticancerigenos.

No obstante, no a todas las esponjas se les ha evaluado la actividad biologica de sus
componentes quimicos, como es el caso de la esponja marina Desmapsamma anchorata, de
la cual, se han aislado lipidos en extractos metanolicos y cloroformicos (Carballeira, 1988,
1994); esteroles y derivados de glicerol de extractos de metanol y acetato de etilo (Quijano,
1994). Otro tipo de compuesto aislados son los derivados de pirrol carboxaldehido, cuya
evaluacion fue la de anti-Leshmania (Compagnone, 1999). Sin embargo, no todos los
compuestos caracterizados de esta esponja, han sido evaluados en estudios de actividad
bioldgica.

De particular interés es la actividad antitumoral reportada para algunos de los compuestos
aislados de las esponjas marinas, (algunos poseen una estructura semejante entre si). Puesto
que el cancer ocupa el tercer lugar de mortandad en México?, segtin datos del INEGI, y el
cuarto lugar de acuerdo a la OMS?®; resulta importante la bisqueda de nuevos agentes
terapéuticos con actividad citotoxica en células cancerigenas.

Las esponjas marinas se han considerado como un recurso potencial de diversos
compuestos con actividad biolégica. A pesar de que México posee litorales marinos (es de
los paises con mayor extension de litorales en el mundo) y una gran diversidad de esponjas
(Green, 1985, 1985), la evaluacion de la actividad bioldgica de los compuestos aislados es
un campo poco explorado. En la presente investigacion se propone realizar extracciones
con diferentes disolventes, obtener sus extractos y realizar con ellos la evaluacion
bioldgica, que permitira conocer si presentan actividad citotoxica.

2 Fuente INEGI, 2007. www.inegi.gob.mx
% Fuente OMS, 2007. www.who.int/es/
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4. OBJETIVOS

4.1 General

Realizar el estudio quimico de la esponja marina Desmapsamma anchorata, y probar su
actividad bioldgica (citotoxicidad).

4.2 Particulares

- Extraer la materia organica de la esponja, utilizando distintos disolventes (hexano,
diclorometano, metanol, etanol:agua y agua).

- Aislar (en cantidad suficiente), y caracterizar los componentes de cada extracto, mediante
estudios espectroscopicos.

- Determinar la posible actividad citotdxica de alguno de los extractos obtenidos.

5. HIPOTESIS

Diversos estudios realizados a diferentes esponjas marinas, han permitido el aislamiento de
metabolitos secundarios que presentan una gran variedad de actividades bioldgicas, entre
las que destaca la actividad citotoxica; por lo que, de los extractos crudos obtenidos en la
esponja marina D. anchorata, es probable encontrar alguno con ésta actividad bioldgica.
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6. METODOLOGIA

Para obtener los extractos crudos, se emplearon disolventes grado analitico, (GA. J.T.
Baker) a excepcion del agua, que es destilada por fraccionamiento. Los disolventes
utilizados para la recuperacion de los extracto, las pruebas de solubilidad y la fase mévil de
cromatografia, fueron destilados por fraccionamiento; excepto el cloroformo, que es grado
analitico.

La eliminacion de los disolventes fue con nitrogeno, N, (gas) (para cantidades pequefias) y
destilacion al vacio (para cantidades mayores); para este ultimo se utilizd un rotavapor
BUCHI —bafio: a 40°C Hesting Bath B-490, Rotavapor: R-205 (rotacién en rpm), vacio:
Vacuum Controller V-805, controles: Vac V-500, recirculador: ECO 20 (temperatura entre
2-5°C) —; y de acuerdo al disolvente se trabajo a las siguientes presiones (en mbar), agua:
72, cloroformo: 474, diclorometano: atmosférica, etanol: 175, hexano: 335, y metanol: 337.

Se utiliz6 hielo seco, CO; (s6lido), para el traslado de la esponja. La liofilizacion se llevo a
cabo en un liofilizador LABCONCO/FREEZONE G, a -40°C con 330x10” mbar de
presion.

El fraccionamiento de los extractos fue por solubilidad en diferentes disolventes y por los
siguientes métodos: cromatografia en capa fina (CCF), la cromatografia en columna (CC),
y cromatografia en capa fina centrifuga (CCFC) —para fines practicos es abreviada, en este
trabajo, como CCen (cromatografia centrifuga)—, el monitoreo fue por CCF. Para
cromatografia en capa fina (CCF), se utilizaron placas 20x20 de Silica Gel 60,
MACHEREY-NAGEL (ALUGRAM® SIL G/UVjs4). La placas para la cromatografia
preparativa (CPP), fueron de 20x10 ALUMGRAM® SIL 100 G/UVs4.

La cromatografia en columna (CC), se usaron columnas de diferentes longitudes y
didmetros con gel de silice (SiO;) 230/400 y 70/230. En la cromatografia centrifuga
(CCen), se emple6 un Chromatotron modelo 7924T y un multicolector, Super Fraction
Collector, Advantec SF-2120.

Las placas de CCF y CPP primero se visualizaron, con una lampara UV (Spectroline®.
Model Enf-260C) a 254 y 365 nm, posteriormente se revelaron con yodo (exponiendo
directamente la cromatoplaca en una camara de yodo) y/o con sulfato cérico al 1% en
acido sulfarico 2N.* (La fase movil esta expresada en v/v).

La caracterizacién de las muestras se llevo a cabo por CCF, usando colesterol (estandar
secundario Aldrich, 95%, p.f.: 147-149) como referencia; punto de fusion, en grados
Celsius,°C (Fisher Scientific); ademas de RMN ('H y "°C), IR (transformada de Fourier),
EM (impacto electrénico)’ y CLAR/EM.

* Modo de preparacion: Poner sobre el hielo los 12 g del Ce(SQ,),, agregar los 22.2 mL de H,SO,
concentrado, agitar con una varilla de vidrio, calentar hasta disolucion —si la disolucioén no es completa,
filtrar a través de papel— y guardar en recipiente ambar.

> Experimentos realizados en el Instituto de Quimica, UNAM, CLAR realizado en el laboratorio de
Cromatografia, por Carmen Marquez y Erendira.
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Los espectros de RMN 'H y RMN "°C se registraron en un equipo Varian a 300MHz,
Varian-Gemini 200 MHz y Eclipse 300 MHz JEOL; utilizando en todo los casos
disolventes deuterados y tetrametilsilano (TMS) como referencia interna. Los
desplazamientos quimicos estan expresados en partes por millon (3) en relacion al
tetrametilsilano. Las abreviaturas utilizadas son: s=singulete, d=doblete, dd=doble de doble,
t= triplete, c= cuadruplete, g= quintuplete y m=multiplete.

Los espectros de infrarrojo (IR), se registraron en los instrumentos Perkin-Elmer 283B y
Nicolet Magna IR TM 750. Los datos de espectrometria de masas (EM) fueron registrados
con un espectrometro por la técnica de impacto electronico JEOL JMS-AX 5505 HA y
fueron obtenidos a 70 eV

La cromatografia de liquidos de alta resolucién (CLAR), se registrdé en un Cromatografo
Waters 1525, acoplado a un espectrometro de masas Bruker Esquire 6000 con trampa de
iones y ESI. Todos los disolventes utilizados fueron grado HPLC (J.T. Baker).

Para el tratamiento acido, se utilizé acido sulfurico concentrado, Aldrich.
6.1 Obtencion de extractos
6.1.1 Colecta de la esponja.

Se confirmé en la NOM-059-ECOL-2001°, que la esponja en estudio no se encontraba en
peligro o riesgo. Posteriormente, se solicité el permiso ante CONAPESCA’, dependencia
de SAGARPA, bajo la asesoria del M. en C. Simén Sanchez Garcia.®

La colecta se llevo a cabo en el sistema arrecifal Veracruzano, arrecife de Santiaguillo
(Figura 31), en Enero del 2004. Se realizd por buceo, con la colaboracion de la Biologa
Patricia Gomez’, quien fue la encargada de identificar la esponja. La esponja fue localizada
a 4.7 m de profundidad (29°C) y a 14.6 m (27°C), se realiz6 el corte dejando la parte unida
al sustrato para su regeneracion. La esponja se mantuvo en hielo seco durante su transporte
y se conservo en congelacion hasta su andlisis.

6.1.2 Liofilizacion
Aproximadamente 2 Kg de esponja se cortaron en fragmentos pequefios; se colocaron en

matraces bola de 250 mL, a bafo frio (hielo seco en acetona); enseguida se situaron en el
liofilizador, hasta sequedad de las muestras.

% Norma Oficial Mexicana NOM-059-ECOL-2001, Proteccion ambiental — especies nativas de México de
flora y fauna silvestres — categorias de riesgo y especificaciones para su inclusién o cambio — Lista de
especies en riesgo. Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales.

7 CONAPESCA-01-014: Solicitud de permiso de coleccion de ejemplares vivos en aguas de jurisdiccion
federal, para el mantenimiento y reposicion de colecciones cientificas y culturales, asi como los destinados al
ornato, espectaculos publicos, acuarios y zooldgicas.

8 Instituto de Quimica de la UNAM.

? Instituto de Ciencias del Mar y Limnologia.
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6.1.3 Extracciones

La muestra liofilizada se tratd con los disolventes en orden de polaridad creciente, en cada
caso se realizaron 3 extracciones consecutivas de 1L cada una; como se muestra en la
figura 32 y de la manera en que se describe a continuacion:

En un matraz bola de 5 L, se juntdé toda la muestra liofilizada y se adicionaron los
disolventes consecutivamente (Hex, CH,Cl,, MeOH, EtOH:H,0, H,0), cada uno se dejo en
reposo por 24 horas, a temperatura ambiente; transcurrido el tiempo, se filtré con papel
Whatman No. 2 a un matraz bola de 250 mL. El extracto se concentrd en rotavapor,
después de eliminar el disolvente, el residuo se recuperé con CH,Cl, (para el extracto de
Hex y CH,Cl,), con CH,Cl,, MeOH y H,O (para el extracto de MeOH), y MeOH (para el
extracto de EtOH:H,0). Estos dos ultimos, al tratarlos con los disolventes mencionados, se
observé un precipitado, el cual se elimind a través de papel Whatman No. 2.

A los extractos crudos se les realizd una prueba de solubilidad, asi como también CCF,
buscando el sistema de elucion que permitiera observar la separacion de compuestos con la
mayor resolucion posible.

6.1.4 Fracciones

El fraccionamiento por solubilidad se llevo a cabo agregando el disolvente a la muestra y
separando la parte soluble (solucion) de la parte insoluble (precipitado), mediante
decantacion.

En la cromatografia de placa preparativa (CPP), la cromatoplaca se eluye con la fase mévil
que presenta mayor resolucion; se evaporan los disolventes y se revela con UVjsa 365, s6lo
una franja en el extremo derecho se revela con sulfato cerico y/o lodo, marcando los
componentes separados (fraccion 1: frente de disolvente, fraccion 10: punto de aplicacion
de la muestra).

La cromatografia en columna (CC), se realizd usando silica como fase estacionaria (30g de
silica por cada gramo de muestra). Los disolventes se adicionaron de manera consecutiva,
del menos polar al de mayor polaridad; el cambio de fase movil se realizd cuando ya no se
observo coloracion en la fraccion colectada.

En cuanto a la cromatografia centrifuga (CCen), se colocaron los disolventes de acuerdo a
la solubilidad de la muestra, del menos polar al més polar, cambiando el disolvente, o
mezcla de disolventes, hasta que no se observo coloracion en la fraccidon colectada.

El tratamiento 4cido se llevo a cabo en la siguiente forma: se adiciond a 200 mg de muestra,
0.2 mL de H,SO4 y 1.0 mL de H,O. Dicha mezcla se coloc6 en un embudo de separacion,
adicionando AcOEt, se registré el pH inicial y enseguida se lavo con H,O hasta pH neutro.
Se separ6 la fase orgéanica (AcOEt), de la inorganica, a la fase orgénica se le elimino el
disolvente en rotavapor; al residuo se le realiz6é una CCF.
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Figura 32. Obtencion de extractos crudos y fracciones de la esponja D. anchorata.

Desmapsamma anchorata
Liofilizada

Extracciones (3 consecutivas)

Hex (1) CH,CL (2) MeOH (3) EtOH:H,0 H,0 (5)
80:20 (4)
Solubilidad en MeOH
Solubilidad en MeOH
Fraccionamiento CC
Insoluble Soluble (2-1)
(1a) (1b) Insoluble(4a) Soluble (4b)
Separacién por Precipitado
Fraccionamiento CPP precipitado (4b-pp)
la-1, 1a-3, 1a-4, 1a-5 CH,Cl, MeOH H-O
(3a) (3b) :
(3¢)
Liquido . . .
(1b-1) Solidos Fraccionamiento CPP Precipitado
(1b-2 2 10-8) Figura33 | (3b-VI, 3b-VII, 3b-1X) (3b-pp)

43



FRACCIONAMIENTO

6.1.4.1 Fraccionamiento del extracto crudo de Hexano, 1. (Figura 32)

El fraccionamiento del extracto crudo de hexano 1, se realizé agregando metanol,
separando la parte insoluble (1a) de la soluble (1b); el solido suave insoluble (1a) se
fracciono a su vez, por CPP utilizando como fase moévil AcOEt:Hex (1:1). A las fracciones
mas abundantes se les realizo pruebas espectroscopicas (1la-1 RMN de 'Hy °C, IR, EM y
la-4y 1a-5 RMN de 'Hy °C) vy a los solidos punto de fusion. (ver Pag. 52)

En la parte soluble 1b (solucion amarilla) se observo un precipitado, el cual se separd por
decantacion, cada vez que se separaba el solido de la solucidon se observaba nuevamente
precipitado, se separd cada vez. Al liquido amarillo muy viscoso, 1b-1, se obtuvo el
espectro de RMN. Los solidos 1b-2 al 1b-8 (precipitado de la solucion) se compararon con
colesterol por CCF y se les determino el p. f. (ver Pag. 52)

6.1.4.2 Fraccionamiento del extracto crudo de Diclorometano, 2. (Figura 32)

El fraccionamiento del extracto crudo de diclorometano (2) se realizo por cromatografia en
columna, CC. Se colocaron 615 mg del extracto crudo en la columna, enseguida y de
manera consecutiva se adiciondé Hex (100%), AcOEt:Hex (50:50), AcOEt (100%),
AcOEt:MeOH (50:50) y por ultimo MeOH (100%). Se colectaron fracciones de 50 mL,
cada una. El disolvente se elimin6 en rotavapor, se recuperd el semisélido con CH,Cl, y se
dej6 a temperatura ambiente hasta sequedad. (Resultados Pag.54).

A la fraccién mas abundante (2-1) se le realizaron pruebas espectroscopicas de RMN de 'H,
IR y EM. (ver Pag. 53)

6.1.4.3 Fraccionamiento de los extractos crudos del Metanol, 3.

Del extracto crudo de metanol (3) se obtuvieron inicialmente tres fracciones de acuerdo al
disolvente con el que se recupero el residuo: CH,Cl, (3a), MeOH (3b) y H,O (3c) (como se
muestra en la Figura 32). Solo las muestras 3a y 3b se fraccionaron.

6.1.4.3.1 Fraccion de diclorometano, 3a. (Figura 33)

A la fraccion de diclorometano 3a se observo un precipitado, 3a-pp, el cual se separ6 de la
solucion dmbar, estd solucion se dejo a temperatura ambiente hasta sequedad. El solido
ambar obtenido 3a, se fracciond de acuerdo a la solubilidad, primero se le agregé CH,Cl,
(3a-1), enseguida se adiciond AcOEt al solido insoluble, se separ6 la parte soluble (3a-11)
de la insoluble; al sé6lido insoluble en AcOEt se extrajo con MeOH, y de igual manera, se
separa la parte soluble (3a-111) de la insoluble (3a-1V).

La fraccion metanolica (3a-111) se le realizo pruebas de citotoxicidad, RMN, IR y EM, y al
precipitado (3a-pp) se obtuvo el espectro de IR y se realizé tratamiento acido.

Al realizar la prueba de citotoxicidad a 3a-111 se observo actividad, por lo que una parte del
solido inicial 3a (fraccion de diclorometano) se fraccioné por CCen, usando como fase
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moévil AcOEt (100%), AcOEt:MeOH (50:50) y MeOH (100%); para cada uno de los
disolventes y mezcla de disolventes se colectaron 40 fracciones, el monitoreo fue por CCF.

Muestras con similitud cromatografica (Rf semejante) se unieron en una sola, teniendo al
final fracciones de la 3a-A a la 3a-X, las mas abundantes (3a-C, 3a-L, 3a-K y 3a-P) se les
realizaron pruebas espectroscopicas de IR, EM, RMN, CLAR vy la prueba de citotoxicidad.
El fraccionamiento de 3a se muestra en forma esquematizada en la figura 33 (pag. 46).

6.1.4.3.2 Fraccion de metanol, 3b. (Figura 32)

En la fraccion de metanol (3b) también se observo precipitado, 3b-pp, el cual se separd de
la solucion 3b (se dejo a temperatura ambiente hasta sequedad), se realizo RMN de 'H a

3b.

El fraccionamiento de 3b fue por CPP, colocando 200 mg de muestra en la placa, como
fase movil se utilizo AcOEt:MeOH (2:8). Revelando en UV y Yodo. Se separan las
fracciones desde 3b-l hasta 3b-X. Las mas abundantes (3b-VI y 3b-1X) se les realizo
pruebas espectroscopicas de RMN de 'H, IR y EM. Mientras que el precipitado (3b-pp) se
obtuvo el espectro de IR y se realizé tratamiento acido.

6.1.4.3.3 Fraccion de agua, 3c. (Figura 32)

El solido obtenido de la fraccion de agua (3c) se analiz6 por IR y p.f.

6.1.4.4 Extracto crudo de EtOH:H,O (80:20) (4).
Al extracto crudo de EtOH:H,O se traté con MeOH, y se obtuvo un precipitado 4a, el cual
se separd de la solucion 4b. La solucion se dejo a temperatura ambiente hasta sequedad,

formandose solidos cristalinos (4b-pp), los cuales se separaron de 4b.

El s6lido insoluble en metanol (4a) se sometio a tratamiento acido y se obtuvo el espectro
de IR.

De la fraccion 4b se obtuvo el espectro de RMN de 'H; mientras que a 4b-pp se le realiz6
la prueba espectroscopica de IR y tratamiento 4cido.

6.1.4.5 Extracto crudo de H,O (5).

Se obtuvo un so6lido café (5) de esta fraccion, el cual se analizé por IR y se determind p. f.
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Figura 33. Fraccionamiento de extracto de metanol 3a.

Extracto crudo de metanol (3)

3a-pp IR
Fraccionamiento por solubilidad tratamiento acido
CH,CI,
(3a) Fraccionamiento
A por cromatografia
centrifuga, CCen
y y
CH,CI, AcOEt MeOH Insoluble AcOEt AcOEt:MeOH MeOH
(3a-1) (3a-11) (3a-111) (3a-1V) (100%) (50:50) (100%)
40 fracciones c/u
v
RMN, IR, RMN. _
Sin caracterizar Monitoreo nor CCF
y
y
CCF 3a- A —3a-G 3a-H — 3a-0 3a- P—3a-X
AcOEt:MeOH (7:3)
y y
“ 3a-C | 3a-L —3a-K 3a-P
y
Figura36 «— CLAR .
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6.2 Prueba biolégica: Citotoxicidad™.
Las células humanas de céancer, utilizadas, fueron las siguientes:

U251 : sistema nervioso central (SNC)
PC-3 : prostata

K562 : leucemia

HCT-15 : colon

MCF-7 : mama

SKLU-1 : pulmén

Las lineas celulares pertenecen al panel del NCI (National Cancer Institute), las cuales se
adaptaron al medio de cultivo RPMI-1640 (medio 1640 del Roswell Park Memorial
Institute), adicionado con suero fetal bovino al 5%, una mezcla de antibidticos al 10% y 2
mM de glutamina. Las lineas celulares se adhieren a las botellas de cultivo y para
cosecharlas se adicion6 1mL de tripsina-EDTA. La tripsina actua produciendo la digestion
de las proteinas de adherencia y el EDTA se encarga de quelar los cationes divalentes Ca”"
y Mg®", necesarios para que actiien las proteinas de adherencia.

Una vez que las células se desprendieron del sustrato plastico de la botella de cultivo, se les
adicion6 5-10 mL de medio de cultivo para inactivar la tripsina. Las células en suspension
se depositaron en tubos conicos y se centrifugaron por 3 minutos; ya formado el paquete
celular se le adiciond medio de cultivo para resuspender las células. De la suspension se
tomod 0.05 mL del inoculo y se resuspendié en 0.45 mL de azul de tripano, colorante que
permite contar a las células vivas; ya que €ste no penetra en el citoplasma de las células
viables, mientras que las células que no presentan una membrana integra aparecen de color
azul.

El recuento de células se llevo a cabo utilizando una camara de Neubauer, para lo cual la
camara se limpi6d con etanol al 70%, se secd y se coloco en una superficie horizontal.
Posteriormente, se tomod una alicuota de 10 puL de la suspension celular y se coloco en la
camara de Neubauer. Con la ayuda de un microscopio se contaron las células viables,
localizadas en los cuatro cuadrantes correspondientes a la cuenta de linfocitos.

El nimero de células por mililitro de suspension se obtuvieron de acuerdo con la siguiente
ecuacion:

c =(rRc)10™)
donde:

C = numero de células en un mililitro de suspension.
RC = promedio de células obtenido de la cuenta de los cuatro cuadrantes de la camara.

' Estudio realizado en el Instituto de Quimica, UNAM, en el Departamento de Pruebas Biolégicas por la M.
en C. Ma. Teresa Ramirez Apan.
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Una vez determinado el numero de células por mL, se realizaron los ajustes necesarios para
depositar el inoculo en un volumen de 100 pL/pozo a la densidad indicada. Para realizar los
ensayos se utilizaron microplacas de pléstico con 96 pozos. Cada placa se inoculé con dos
lineas celulares por triplicado y se preincub6 por 24 horas a 37°C con una atmosfera de 5%
de CO; y 100% de humedad relativa, para permitir que las células alcanzaran la fase
exponencial de crecimiento antes de adicionar las muestras a probar.

Para realizar un crecimiento primario de los compuestos se utiliz6 la concentracion mas alta
permitida 100 uM; todas las muestras se disolvieron en metanol. Inmediatamente
después de la preparacion de las muestras en solucidon, se agregaron 100uL, siendo el
volumen final del pozo de 200 uL.. Nuevamente la microplaca se incubd por 48 horas bajo
las condiciones antes mencionadas.

Al finalizar el periodo de incubacion de los compuestos con las células, éstas se fijaron in
situ anadiendo 50puL de una solucion de acido tricloroacético (TCA) frio al 50% para
células adheridas o al 80% para células en suspension y se incubaron a 4°C por 60 minutos.
La ventaja que presenta el TCA es la de fijar rapidamente las células y no crear artefactos
morfoldgicos que puedan interferir con la lectura.

Posteriormente, el sobrenadante se desechd y las placas se lavaron 5 veces con agua
desionizada y se secaron al ambiente. El tefiido de las células fijadas el sustrato del pozo, se
realizé con 100puL de una solucion al 0.4% de sulforodamina B (SRB) y se incubaron por
30 minutos a temperatura ambiente. La SRB no unida se removié por 3 lavados con acido
acético al 1% y la placa se dejo secar al ambiente.

La sulforodamina B es un colorante anionico, el cual reacciona con los grupos sulfonicos y
sulthidricos de las proteinas, formando un complejo que solubiliza en soluciones basicas
débiles. Este colorante ofrece importantes ventajas, tales como linealidad de 1.5-2.0
unidades de densidad Optica, estable al ambiente, independiente del metabolismo
intermediario y presenta mayor sensibilidad que otros bioensayos.

Una vez realizada la tincion, a las placas se les agregd 100puL de un buffer de tris y se
agitaron por 10 minutos para favorecer la solubilizacion del complejo. Transcurrido este
tiempo se solubilizd el colorante SRB con tris-base, se agitaron las placas por 30 min y
finalmente se tomo lectura en un lector de microplacas Bio Kenetics (EL 340 de BIO-
TEC™ ) a 515 nm. A continuacion se midi6 la densidad 6ptica (DOt). Adicionalmente se
manejan 3 pozos tratados con MeOH (DOc) y 2 pozos testigos, que corresponden a
aquellos que no contienen células pero si compuesto (DOD).

El porcentaje de inhibicion del crecimiento se calcula con la siguiente ecuacion:

%IC:IOO—(DOt_DObj*lOO

DOc —-DOb
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7. RESULTADOS
7.1. Estudio quimico

7.1.1. El extracto crudo obtenido de la extraccion con hexano (1), presentd las siguientes
caracteristicas fisicas:

Tabla 4 .Caracteristicas fisicas del extracto (1).

Peso (g) 3.9944
Color Rojizo
Consistencia Soélido suave
Fase movil AcOEt:Hex
en CCF (v/v) (1:1)

Soluble en Hex, CH,Cl, y CHCls.

Solubilidad Parcialmente soluble en MeOH

La solubilidad en metanol permitioé separar el extracto hexanico (1) en dos fracciones, una
insoluble (1a) y otra soluble (1b). El fraccionamiento de la parte insoluble (1a) fue por
CPP, en la cual se obtuvieron 10 fracciones (fraccion 1= frente de disolvente, fraccion 10=
punto de aplicacion de la muestra). Las fracciones que se obtuvieron en cantidad suficiente
para su analisis fueron 1a-1, 1a-3, 1a-4, 1a-5.

A continuacion se presentan las caracteristicas fisicas de la muestra 1a-1.

Tabla 5. Caracteristicas fisicas de la muestra 1a-1.

Peso (mg) 19.4
Color Amarillo
Consistencia Liquido muy viscoso

No. de componentes | Al menos 6
por CCF Fase movil AcOEt:Hex (1:1)

Los resultados espectroscopicos de RMN e IR, fueron los que se muestran a continuacion:

RMN de 'H (CDCI3) 6 (ppm) 300 MHz, de la fraccién 1a-1.
1.25 (s) (CHz)y—, 5.36 (m) —-HC=CH-, 0.93, 0.92, .090, 0.88, 0.85, 0.82, 0.80 (septeto)
CH;—-CH-CH;.

RMN de *C (CDClL) & (ppm) 300 MHz, de la fraccion 1a-1.

173.34, 173.30 (C=0), 139.74 (C=), 130.53 (C=), 129.90 (HC=), 128.93 (HC=), 122.59
(C-CO), 73.67, 62.09, 56.69, 62.09 (C-O 6 C-NH), varias sefiales entre 42.30-35.78-
29.36-25.07-21.02-11.84 (~CH,—, —CHj).
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IR (cm™), pelicula, de la fraccion 1a-1.
2924-2853 (—CHs, —CHy—), 1463 (—CH3), 1377 (—CHs), 722 (—CH—)n>4 donde n es mayor
que 4, 972 (HC=CH), 801, 842 (C=CH), 1738 (C=0), 1243 (-O—C=0), 3453 (—OH).

EM (IE"), de la fraccion 1a-1
m/z=17 (HO") 18 (HOH), 43 (CHO,), 213 (Ci3H250,) y 607, 579, 551, 523,

En la tabla 6 se muestran las Caracteristicas fisicas de las fracciones 1a-3, 1a-4 y 1a-5,

Tabla 6. Caracteristicas fisicas de las muestras 1a-3, 1a-4 y 1a-5.

Muestras 1a-3 la-4 1a-5
Peso (mg) 3.2 40.0 33.6
Color Blanco Blanco Blanco
Consistencia | Soélido amorfo Solido amorfo Solido amorfo
p.f. (°C) 119 125-126 125-126

Los espectros de RMN de 'H, presentan similitud en las fracciones 1a-4 y 1a-5, y en el
punto de fusion, lo que puede indicar que son muestras semejantes. Enseguida se muestran
los datos de 1a-4.

RMN de 'H (CDCl;, 300 MHz) § (ppm), de la fraccion 1a-4.

5.35-5.34 (d) (H-C=C-H), 3.47-3.57 (m) (H-C-OH), 2.28-2.25 (dd) (H-O-C), 1.01 (s)
(CHs—C), 0.878-0.873 (d) (CHs~C-H), 0.69 (d) (CHs~C—C—H), 0.78-0.90 (m) (~CH,—
aromaticos), 1.55-1.02 (m) (—-CH,— alifaticos).

RMN de "*C (CDCl;, 300 MHz) 6 (ppm), de la fraccion 1a-4.

140.76 (C5), 121.70 (C6), 71.81 (C3), 56.88 (C14), 56.16 (C17), 50.15 (C9), 42.31 (C4,
C13), 39.79 (C16), 39.69 (C24), 37.27 (C1), 36.51 (C10), 36.19 (C22), 35.78 (C8, C20),
31.92 (C7), 31.68 (C2), 28.24 (C12), 28.02 (C25), 24.30 (C23), 23.02 (C15), 22.82 (C26),
22.56 (C27),21.08 (C11), 19.39 (C19), 18.72 (C21), 11.86 (C18).

Los resultados de RMN de 'H y de "°C, permitieron determinar que la muestra 1a-4 se trata
de colesterol, por lo que se compararon los datos obtenidos de "*C con datos obtenidos en la
literatura (tabla 7, pag. 51); finalmente para confirmar, se compar6 por CCF con un
estandar de colesterol (figura 34, pag. 52).
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Tabla 7. Comparacién de datos de RMN de "°C obtenidos de la muestra 1a-4,
con reportados en el catalogo SADTLER (1985).

Posicion

Cl
C2
C3
C4
C5
C6
C7
C8
C9
C10
Cl1
Ci12
C13
C14

SADTLER*
37.3
31.6
71.7
423
140.8
121.6
31.9
35.8
50.2
36.5
21.1
28.2
423
56.8

la-4
37.27
31.68
71.81
42.31
140.76
121.70
31.92
35.78
50.15
36.51
21.08
28.24
42.31
56.88

Posicion

C15
Cl16
C17
CI18
C19
C20
C21
C22
C23
C24
C25
C26
C27

SADTLER*

23.8
39.8
56.2
11.9
19.4
35.8
18.7
36.2
24.3
39.5
28.0
22.8
22.6

la-4
23.02
39.79
56.16
11.86
19.39
35.78
18.72
36.19
24.30
39.69
28.02
22.82
22.56

*SADTLER STANDARD, Collection Carbon-13 NMR. Sadtler Research Laboratories in: 1985.

El fraccionamiento de la parte soluble en metanol (1b) del extracto hexanico (1) se realiz6
por decantacion (al colocar metanol se formaba un precipitado el cual se separd cada vez
que se formaba), obteniendo un total de 8 fracciones (de la 1b-1 a la 1b-8). La fraccion 1b-
1 presenta las siguientes caracteristicas fisicas y espectroscopicas:

Tabla 8. Caracteristicas de la muestra 1b-1.

Peso (mg)

Color

Consistencia

No. de componentes

por CCF

Fase moévil AcOEt:Hex

(1:1)

118.6
Amarillo

Liquido muy viscoso

Al menos 5

RMN de 'H (CDCl;, 200 MHz) & (ppm), de la fraccion 1b-1. (Fig. 39, C, pag. 66)
6.54, 6.50 (dd) =CH-CH=; 6.27, 6.22 (dd) =CH-CH=; 5.40-5.31 (m) -HC=CH—; 3.76-
3.64 (m) -CH,—CO—; 2.31-2.29, 2.27-2.26, 2.23-2.22 (td) -HC=CH—HC=CH-; 2.09-2.01
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(m) CHz— CH,—CO; 1.67-1.49 (m) CH,-HC=CH- CHp; 1.28 (s) — (CHy),-; 1.04, 1.01, 0.99
(t) CH, — CHpy; 0.83 (s) — (CHy)y-; 0.85 (s) — (CHy),-; 0.72 y 0.71 (s) -C—CH;.

RMN de C (CDCls, 200 MHz) 6 (ppm), de la fraccion 1b-1. (Fig. 40, D, pag. 67)

178.40 (C=0), 140.34 (C=), 130.23 (C=), 129.23 (HC=), 128.60 (HC=), 128.34 (HC=),
121.45 (HC=), 72.30, 71.66, 70.28, 66.32, 64.07, 55.98, 49.99 (C—O 6 C-NH), 39.43,
37.15, 33.90, 31.88, 31.50, 29.66, 29.43 (—CH,-), 29.33 intensa (—CHy—),, 29.26, 23.78,
22.68,22.54 (—CHs).

IR (cm™), pelicula, de la fraccion 1b-1. (Fig. 41, E, pag. 68)
2926, 2854 (—-CHs, —CH,-), 1461 (=CHs), 1377 (=CHs), 722 —(CHa)ps4, 1413 (C=C), 971
(C=C), 3393 (—OH), 1049 (~OH primario), 1713 (C=0).

EM (EI'), de la fraccion 1b-1. (Fig. 42, F, pag. 69)
m/z 17 (HO") 18 (HOH), 43 (CHO,), y de la cadena alifatica en: 185 (C;;H;,0,), 213
(C13Hp50,) y 255 (C16H310y).

De acuerdo a los resultados de citotoxicidad, seccion 7.2. resultados de citotoxicidad tabla
23 (pag. 62), la muestra 1b-1 present6 actividad citotoxica.

Las muestras 1b-2 a la 1b-8 resultaron ser solidos, por lo que se determin6 el punto de
fusion (tabla 9), ademds se compararon con un estandar de colesterol por CCF (figura 34).

Figura 34. Comparacion de un estandar de colesterol (Col) con los solidos obtenidos del fraccionamiento del
extracto de hexano. Fase mévil = AcOEt:Hex (1:1). Rx= 1 (colesterol).
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Tabla 9. Punto de fusion de los solidos precipitados de 1b.

Muestra Peso (mg) p-f. (°O) Aspecto

Colesterol referencia Soélido amorfo color blanco
1b-2 24.1 95-97 S6lido amorfo color blanco
1b-3 10.2 117-120 Sélido amorfo color blanco
1b-4 22.9 76-79 Soélido suave ligeramente amarillo
1b-5 9.0 71-73 Soélido amorfo ligeramente amarillo
1b-6 1.2 * Sélido amorfo ligeramente amarillo
1b-7 10.0 92-95 Soélido suave ligeramente blanco
1b-8 15.4 64-65 S6lido amorfo color blanco

*a 300 °C no funde, s6lo se descompone (se oscurece).

7.1.2. El extracto crudo obtenido de la extraccion con CH,Cl, (2) presenta las siguientes
caracteristicas fisicas:

Tabla 10. Caracteristicas fisicas del extracto con CH,Cl, (2).

Peso (g) 0.6458
Color Ambar
Consistencia Semisolido muy aromatico
Fase movil en AcOEt:Hex y AcOEt: CH,Cl,
CCF (v/v) (1:1)
Soluble en Hex, CH,Cl, y CHCls.
Solubilidad Parcialmente soluble en AcOEt
Insoluble en MeOH

El fraccionamiento del extracto crudo de CH,Cl, (2) se llevé a cabo por CC, obteniendo 23
fracciones. La fraccion mas abundante resultdo la 2-1; en la tabla 11 se observan las
caracteristicas fisicas de la muestra y enseguida los resultados espectroscopicos.

Tabla 11. Caracteristicas de la muestra 2-1.

Peso (mg) 205.8
Color Ambar
Consistencia Semisolido translucido

No. de componentes | 1 componente
por CCF Fase moévil AcOEt: CH,Cl, (1:1)

RMN de 'H (CDCl3, 200 MHz) 6 (ppm), de la fraccion 2-1. (Anexos Fig. 53, K, pag. 92)
5.36-5.32 (t) H-C=C-H, 2.06-2.00 (t) -CH,—C=C, 1.25 (s) —-CH,, 0.90-0.84 (t) -CHj.

IR (cm™), pelicula, de la fraccion 2-1. (Anexos Fig. 54, L, pag. 93)
3006 (C=C), 2925-2853 (-CH,—, —CH3) 721 — (CH2)n>4—,

EM (EI"), de la fraccion 2-1. (Anexos Fig. 55, M, pag. 94)
m/z (M+1) 449. Cs5,Hgs PM 448.5
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Las fracciones 2-3 a la 2-5 se obtuvo una minima cantidad por lo que no se analizaron por
espectroscopia, mientras que las fracciones 2-6 a la 2-10 no se observod separacion por CCF
(mezclas complejas de mas de tres componentes), en las fracciones 2-11 a la 2-23 se obtuvo
una minima cantidad, ademas de que no se observa separacion por CCF (figura 35). Todas
estas fracciones (2-1 a la 2-28) presentan la caracteristica de ser liquidos muy viscosos
color amarillo, en diferentes tonalidades.

Figura 35. Fracciones (2-1 a la 2-16) obtenidas del fraccionamiento del extracto crudo
de CH,Cl, (2) por CC. Fase mévil AcOEt:Hex (1:1)

7.1.3. Extracto crudo de metanol (3)

Del extracto crudo metandlico (3) se obtuvieron 3 fracciones, de acuerdo al disolvente
utilizado al recuperar el residuo inicial (como se indica en la seccion 6.1.3., Fig. 32, pag.
43), las fracciones son las del CH,Cl; (3a), la del MeOH (3b) y la del H,O (3c¢).

7.1.3.1. La fraccion de CH,Cl, (3a) presenta las siguientes caracteristicas fisicas:

Tabla 12. Caracteristicas de la muestra de la fraccion de CH,Cl, (3a)
obtenida del extracto crudo de metanol (3).

| Peso (g) 115872
| Color ' Ambar
Aspecto Solido de apariencia cristalina,

flexible, muy aromatico.
| Fase movil en CCF | AcOEt:Hex (1:1y 2:8).

Soluble en CH,Cl, y CHCl;.
Solubilidad Ligeramente soluble en AcOEt
Parcialmente soluble en MeOH
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El fraccionamiento de la fraccion de CH,Cl, (3a), fue por solubilidad en diclorometano
(3a-I), en acetato de etilo (3a-1I) y metanol (3a-III). Las caracteristicas de la fraccion mas
abundante 3a-II1, son las que se encuentran en la tabla 13.

Tabla 13. Caracteristicas fisicas de la fraccion 3a-III (obtenida de la
fraccion de CH,Cl, (3a)).

Peso (mg) 573.2
Color Amarillo
Consistencia Semisoélido suave, ceroso
No. de compuestos 18 por CLAR*

* Eluyente ACN/agua: 10/90 (inicial), 80/20 (20 minutos) 100/0 (30 minutos).
[ntens.
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Figura 36. Cromatograma de CLAR, de la fraccion del metanol 3a-II1.

Los resultados de citotoxicidad se muestran en la tabla 21 de la seccion 7.2. (resultados de
citotoxicidad., pag. 61), obteniendo un %IC de 51.52 en células HCT-15 (colon).

La muestra 3a-III, se trata de una mezcla compleja (por el nimero de componentes). Por lo
que se realizd nuevamente un fraccionamiento de la muestra original 3a (fraccion de
CH,Cl,, Fig. 33, pag. 46) se fraccion6 por otro método, CCen, obteniendo 25 fracciones. Las
fracciones mas abundantes son las que se muestran en la siguiente tabla.

Tabla 14. Caracteristicas fisicas de las muestras obtenidas
del fraccionamiento de 3a por CCen.

Muestras 3a-C 3a-L 3a-K 3a-P
Peso (mg) 42.6 60.8 40.5 13.4
A Liquido muy Liquido muy A
Aspecto Liguido muy viscoso con viscoso con Liquido muy
Viscoso . . Viscoso
precipitado blanco | precipitado blanco
Color Amarillo Amarillo Amarillo Amarillo
No. de
componentes 5 4 13 13
por CLAR*

* Eluyente ACN/Agua: 10/90 (inicial), 80/20 (20 minutos) 100/0 (30 minutos).
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Los datos espectroscopicos de las fracciones menos compleja 3a-L se muestra a
continuacion.

RMN de 'H (CD;0D, 300 MHz) & (ppm), de la fraccion 3a-L.

4.16 (m); 3.68, 3.62 (c); 3.56, 3.53 (d) -CH-CO—; 3.51 (t) -CH>—CO—; 3.11 (m); 3.06 (t);
varias sefiales en: 2.92 (s); 2.56 (m); 2.31 (m); 2.24 (m) —CH,—OH 6 —CH,—NHj,; 2.16, 2.14
(d) -CH-CO-H; 1.55 (t) -CH,—CH3; 1.28 (s) —CHy—; 0.86-0.91 (m) —CHj3, no simétricos,
no equivalentes.

Los resultados de citotoxicidad de 3a-K y 3a-P, se presentan en la seccion 7.2. de
resultados de citotoxicidad (Tabla 22, pag. 61), resultando sin actividad.

La fraccion que resultd con actividad citotoxica fue la mezcla (figura37) 3a-C. Los
resultados de RMN, IR, EM son los que se muestran enseguida..

Intens.]
X10%]
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5 10 15 20 % 3 B Timemil

Figura 37. Cromatograma de CLAR, de la fraccion 3a-C.

RMN de 'H (CDCl;, 300 MHz) 6 (ppm), de la fracciéon 3a-C. (Fig. 44, G. pag. 73)
0.64, 0.80, 0.84, 0.96 (c) -CH>—CH3; 1.21 (s) (CHz)s—; 1.55, 1.51 (m) -CH>—CH,—COOH;
2.34,2.30, 2.26 (m) -CH,—COOH.

RMN de *C (CDCl;, 100 MHz) & (ppm), de la fraccion 3a-C. (Fig. 45, H, pag. 74)

178.29 ( HO—CO-), 55.97, 49.96, 42.10, 39.98, 39.65, 39.37, 38.59, 37.13, 36.07, 35.70,
33.82, 31.85, 30.88, 29.64 (—CHy—),, 29.39 (-CH,—CH,—CH,—CH3), 29.18 (—CH,— CHx—
CH,—COOR), 24.66 (—CH,—CH>—COOH), 22.66 (-CH,—CH3), 14.10 (—-CH3) .

IR (cm™), pelicula, de la fraccion 3a-C. (Fig. 46, L, pag. 75)
2926, 2854 (—CH3, —CH,—), 1462 (—CH3), 1378 (—CH3), 722 «(CHa)n>4—, 3397 (—OH), 1055

EM(EI"), de la fraccion 3a-C. (Fig. 47, J, pag. 76)
m/z 17 (HO") 18 (HOH), 43 (CHO,), 129 (C7H;30,), 185 (C11H,,0,), 213 (C13H,50,), 256
(C16H320,), 270 (C17H3403), 353 (C23H4602), 369 (Ca4Hag0,).
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Conforme a los resultados de citotoxicidad de 3a-C presentados en la tabla 22 (pag. 61)
(seccion 7.2. resultados de citotoxicidad), resulto activa.

7.1.3.2. La fracciéon de MeOH (3b) tiene las caracteristicas fisicas que se muestran en la
tabla siguiente.

Tabla 15. Caracteristicas de la fraccion de metanol 3b,
obtenida del extracto crudo de metanol (3).

Peso 8.1932 g
Color Café
Aspecto Liquido muy viscoso
Fase movil en CCF | AcOEt:MeOH (1:1).
Insoluble en AcOEt
Solubilidad Parcialmente soluble en MeOH
Soluble en H,O

Las pruebas de citotoxicidad de esta fraccion, resultaron negativas. Se presentan en la seccion
7.2. en resultados de citotoxicidad (Tabla 19, pag. 60),

El fraccionamiento de 3b se realiz6 por CPP (se obtuvieron 10 fracciones en total
—fraccion 1= frente de disolvente, fraccion 10= punto de aplicacion de la muestra—, se
obtuvieron tres fracciones abundantes: 3b-VI, 3b-VIII y 3b-IX, tienen las caracteristicas
que se muestran a continuacion:

Tabla 16. Caracteristicas fisicas de las muestras (3b-VI, 3b-VIII y 3b-IX) obtenidas
del fraccionamiento de 3b por CPP.

Muestras 3b-VI 3b-VIII 3b-IX
Peso (mg) 58.1 96.4 99.1
.. .. . Liquido muy
Aspecto qugldo muy L1qu1d0.rr.1uy ViSCOSO con Viscoso con
Viscoso precipitado blanco .
precipitado blanco
Color Amarillo
No. de 2 2 3
componentes
por CCF Fase mévil AcOEt:MeOH (2:8) (4:6)

Los resultados de RMN y IR de la fraccion 3b-VI son los que se muestran enseguida:

RMN de 'H (D,0, 300MHz) 6 (ppm), de la fraccion 3b-VI.

3.74,3.72, 3.70, 3.69 (q) -CH,—~CH-CHy—; 3.47 (s) -C—-CH-C—; 3.62-3.52 (m), 3.41-3.32
(m), 3.23-3.10 (m), 3.08-3.04 (m) —-CH-CO; 2.71 (s) -C-CH,—C—; 2.41, 2.39, 2.36 (t) —
CH,—CH,—; 1.41, 1.38 (d) -CH-CH3; 1.27, 1.26, 1.23, 1.19 (c) -CH-CHj3; 0.97, 0.95 (dd),
0.92, 0.89 (dd), 0.95, 0.94 (dd), 0.89, 0.88 (dd) CH;—CH-CH3.
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RMN de *C (CD;OD, 75MHZz) & (ppm), de la fraccion 3b-VI.
73.49, 62.21 (-O-C 6 -NH-C), 37.23 (-CH,-), 30.72 (-CHp-).

IR (cm™), pelicula, de la fraccion 3b-VL.
2966, 2927 (—-CH;, —CH»-), 1416, 1334 (—CH>-), 3379 (—OH), 1508 (-O-H), 1043 (-OH
primario), 1627 (-NH;) 3379 (-NH), 923 (—NH,).

Los resultados de citotoxicidad de la fraccion 3b-VI resultaron negativos, tal y como se
presentan en la seccion 7.2. de resultados de citotoxicidad, (Tabla 20 , pag. 60),.

Los resultados de RMN de la fraccion 3b-VIII son los que se muestran a continuacion:

RMN de 'H (CD;0D, 300MHz) 6 (ppm), de la fraccion 3b-VIII.

8.53 (s), 8.11 (s), 8.02 (s) -CO-NH—; 3.77 (s), 3.75 (s), 3.73 (t) -CH,—CHy—; 3.65 (m) —
CH,-0; 2.41, 2.39, 2.37 (t) -CH,—CH,—; 1.89 (s) CH3—C—; 1.27 (s) CHs—C—; 1.02, 1.06 (d)
—CH-CHs3; 1.04, 1.03 (dd), 1.01, 1.00 (dd) CH;—CH—CH3s; 0.98, 0.96 (d) CH;—CH-.

RMN de *C (CD;0D, 300MHz) 6 (ppm), de la fraccion 3b-VIIL.
105.32 (-CH-), 60.33 (-CH,—N— 6 —CH,-0), 41.01 (-CH,-), 40.97 (-C-), 30.73 (—CHa).

Los resultados de RMN y IR de la fraccion 3b-IX son los que se muestran a continuacion:

RMN de 'H (CD;0D+CDCl3+DMSO, 300MHz) & (ppm), de la fraccion 3b- IX.

8.53 (s) —-NH—; 3.77, 3.75, 3.73 (t) —-CH,—CH,—; 3.66 (s) —CH,—N—; 2.42, 2.34, 2.38 (t) —
CHz—CHz—; 1.29 (S) —CH—CH3.

RMN de *C (CD;0D+CDCl;+DMSO, 300MHz) 6 (ppm), de la fraccion 3b- IX.

179.04 (-CO-0-), 104.52 (-CH-NH), 70.86 (-C-NH 6 —C-0), 59.95 (-CH,~0-), 40.54
(—CH,-), 30.63 (—-CH,-), 23.64, 20.36 (—CHj3).

IR (cm™), pelicula, de la fraccion 3b- IX.
2959, 2959, 2855 (-CH3, —CH,-), 1463 (—CH3), 3383 (—OH), 1041 (—OH primario), 1569
(—NH>).

7.1.4. El extracto crudo obtenido de la extraccion con EtOH:H,O (4) presentd un
precipitado (4a) al tratarlo con metanol, por lo que se separd de la parte soluble 4b, fraccion

que se describe a continuacion:

Tabla 17. Caracteristicas de la muestra soluble en metanol, 4b.

Peso (g) 4.7376
Color Café
Aspecto Liquido muy viscoso
No. de componentes Al menos 3.
por CCF Fase movil (v/v) AcOEt:MeOH (1:9).
Solubilidad gﬁﬁfﬁ?jﬁtﬁ 2sgluble en EtOH
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Los resultados espectroscopicos de 4b son los que se muestran a continuacion:

RMN de 'H (D0, 300MHz) § (ppm), de la fraccién 4b.

8.27 (s) -C—N-H 6 —OH; 3.63, 3.46, 3.18 (s) -CH,—OH; 3.04, 3.02 (d) -CH,—CH, —CH-
NHy; 2.62, 2.43, 2.24 (s) -C-CH,—C—; 1.75 (s) -C—CHy; 1.35, 1.32, 1.30 (t) -CH-CH,—;
1.17, 1.15 (d) -CH-CH—; 0.88 (s) -C—CHs; 0.86, 0.85 (d) -CH-CH—; 0.83 (s) -C—CH3;
0.81 (s) -C—CHs; 0.75, 0.74 (d) -CH—CH3; 0.73 (s) -C—CHs.

IR (cm™), pelicula, de la fraccion 4b.
3381 (-OH), 1339 (—O-H), 1048 (—OH primario), 1640 (—NH), 1453 (-NH).

La muestra 4b no se caracterizd por RMN de 'H, debido a que no se observan sefales
complementarias que permitan proponer una estructura (por ejemplo: no se observa la sefal
como cuadruplete de -CH—CHj3, aunque se encuentra una sefial en 0.75, 0.74 -CH-CH3
como doblete, ambas en el area caracteristica de los metilos).

Los resultados de todos los so6lidos obtenidos de las fracciones 3, 4 y 5 se muestran en la
siguiente tabla:

Tabla 18. Caracteristicas fisicas de las muestras solidas de las
fracciones 3,4 y S.

Muestras 3a-pp 3b-pp 3¢ 4a 4b-pp 5
Peso (g) 1.5017 0.7218 0.1399 7.7956 6.8332 1.0209
Sélido Soélido Soélido Sélido

Cristales Sélido

Aspecto amorfo amorfo cristalino amorfo .
; . translucidos | amorfo
(granulos) (polvo) | translucido (polvo)

Color café claro crema incoloro blanco café café

p.f. a 300 °C no funde
IR (pastilla, ~ .

KBr) No se observan sefiales para ninguna muestra.
Tra:ii?(;l:nto No se obtuvo ningun residuo organico, por CCF.
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7.2 Citotoxicidad
En la literatura se reporta la presencia de metabolitos con actividad citotdxica, en extractos
metanolicos o a partir de extractos con metanol, por lo que solo se les realiz6 prueba de

citotoxicidad a extractos o fracciones metanolicas.

En la siguiente tabla se muestran los resultados de citotoxicidad de la fraccion 3b. Obtenida
del fraccionamiento del extracto crudo metandlico 3.

Tabla 19. Citotoxicidad del extracto de metanol (3b) expresado en %IC.

Lineas celulares %IC
HCT-15 6.30
K562 15.24
MCE-7 27.03
PC-3 20.30
U251 S.A.
SKLU-1 S.A.

HCT-15 = colon, K562 = leucemia, MCF-7 = mama, PC-3 = prostata,
U251 = SNC, SKLU-1 = pulmén. S.A. = sin actividad

Como se observa en la tabla 19, el extracto presenta bajo %IC, y s6lo en células de cancer
de mama y prostata. Para observar si existe mayor actividad al fraccionar el extracto, se le
realizo la prueba bioldgica a la fraccion 3b-VI, obteniendo los siguientes resultados:

Tabla 20. Citotoxicidad de la fraccion 3b-VI expresado en %IC.

Lineas celulares %IC

HCT-15 28.85

K562 21.38
MCE-7 S.A.
PC-3 2.8

U251 S.A.

SKLU-1 11.71

HCT-15 = colon, K562 = leucemia, MCF-7 = mama, PC-3 = prostata,
U251 = SNC, SKLU-1 = pulmon. S.A. = sin actividad

La fraccion 3b-VI permanece la baja actividad, por lo que se descarta como posible agente
citotoxico.

Otra fraccién soluble en metanol fue la 3a-III, del fraccionamiento del extracto de
diclorometano (3a), el cual se presentan los resultados a continuacion en la siguiente tabla:
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Tabla 21. Citotoxicidad del extracto 3a-III.

Lineas celulares %IC
HCT-15 51.52
K562 36.38
MCF-7 S.A.
PC-3 23.39
U251 S.A.
SKLU-1 3.0

HCT-15 = colon, K562 = leucemia, MCF-7 = mama, PC-3 = prostata,
U251 = SNC, SKLU-1 = pulmén. S.A. = sin actividad

De acuerdo a los datos presentados, el extracto demuestra un porcentaje importante de
inhibicion en células de cancer de colon (HCT-15), un poco mas del 50%, por lo que se
decidio trabajar como posible agente citotdxico. Para obtener y caracterizar los compuestos
responsables de la actividad, se realiz6 un fraccionamiento por CCen a una muestra original
de la fraccion 3a (figura 33 pag. 46).

Los resultados de citotoxicidad de las muestras del extracto 3a (fraccionado por CCen) son
los siguientes:

Tabla 22. Citotoxicidad de las fracciones 3a-C, 3a-K y 3a-P.

Lineas celulares elC

3a-C | 3a-K | 3a-P

HCT-15 100 53.06 | 31.53

K562 88.38 | 36.30 | 37.92

MCEF-7 100 16.39 24.32

PC-3 65.02 28.40 10.21

U251 322 42.47 | 19.46

SKLU-1 100 10.35 7.89

HCT-15 = colon, K562 = leucemia, MCF-7 = mama,
PC-3 = prostata, U251 = SNC, SKLU-1 = pulmén.

La muestra 3a-P no presenta actividad citotoxica, como se observa, el %IC es menor del
50% en cada linea celular. Para la muestra 3a-K , s6lo destaca una baja citotoxicidad en
células de cancer de colon (HCT-15); sin embargo, en la muestra 3a-C se observa mayor
actividad en células de cancer de colén (HCT-15), de mama (MCF-7) y en células de
cancer de pulmon (SKLU-1); en células de leucemia (K562) y de prostata (PC-3) se
observa también actividad, aunque menor que las anteriores. Donde no se tiene actividad
citotdxica, es en las células del sistema nervioso central, SNC, con apenas un %IC del 32.2.
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Del extracto hexanico, también se obtuvo una fraccion soluble en metanol por lo que se
realizo el ensayo de citotoxicidad a la muestra 1b-1, obteniendo los resultados siguientes:

Tabla 23. Citotoxicidad del extracto 1b-1.

Lineas celulares %IC
HCT-15 78.88
K562 100

MCF-7 79.13
PC-3 93.90
U251 99.87
SKLU-1 100

HCT-15 = colon, K562 = leucemia, MCF-7 = mama, PC-3 = prostata,
U251 = SNC, SKLU-1 = pulmén.

A diferencia de la fraccion 3a-C, la fraccion 1b-1 presenta actividad en todas las lineas
celulares; se advierte actividad importante en células de leucemia (K562), pulmoéon (SKLU-
1), sistema nervioso central (SNC) y prostata (PC-3).
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8. ANALISIS DE RESULTADOS
8.1. Estudio Quimico
8.1.1. Fraccién de hexano

Del extracto hexanico se obtuvieron diferentes fracciones, las mas abundantes y
caracterizadas fueron la-1, 1a-4 y 1b-1, mientras que las fracciones 1a-3, 1a-5y 1b-2 a la
1b-8 s6lo se compararon con un estandar secundario. La tnica fraccion con actividad
citotoxica del extracto de hexano fue la 1b-1.

La fraccion la-1 es una mezcla de compuestos que presentan al menos seis componentes
(por CCF); el estudio de RMN de 'H muestra una sefial en & 1.25, en forma de singulete
posiblemente de una cadena alifatica; la sefial en & 5.36 en forma de multiplete indica la
presencia de hidrogenos vinilicos; el septeto entre 6 0.93-0.80 indica un protén propilico.

En tanto que, en el estudio de RMN de "°C, muestra la presencia de carbonilos en & 173.34
y 6 173.30; carbonos cuaternarios en & 139.74 y 130.53; también se observan carbonos
vinilicos en § 122.90, 128.93; los carbonos vecinos a carbonilo se observaron en § 122.59;
entre 6 73.67 y 62.09 se observan los carbonos unidos a heterodtomos; se observaron varias
sefales entre 6 42.30-11.83, que caracterizan a los metilos y metilenos.

La espectroscopia de infrarrojo confirma la presencia de grupos metilo y metileno con las
sefiales presentes en 2924-2853 cm™' con sus sobretonos en 1463, 1377 cm™ y la sefial en
722 cm” indica la presencia de una cadena alquilica con mas de cuatro metilenos; en 972,
801 y 842 cm™ son sefiales de grupos vinilicos. Se confirma la presencia de grupo carbonilo
en 1738 cm™ y en 3453 cm™ la presencia de un hidroxilo, que posiblemente esté unido a un
carbonilo, por las sefiales en 1243 cm™ (sobretonos de un 4cido carboxilico).

Para la espectroscopia de masas, se tienen fragmentos caracteristicos de un &cido
carboxilico en m/z 17 y 18 que indican HO"y HOH , respectivamente. Asi como en m/z 43
es el fragmento de CHO,; en m/z 213 el fragmento es de C;3H,50..

La evaluacion de los estudios espectroscopicos de la muestra 1a-1 indican que se trata de
una mezcla de compuestos de tipo acidos carboxilicos, de cadenas largas con una o varias
instauraciones, o por lo menos el compuesto mayoritario presenta esta naturaleza.

Mientras que los so6lidos obtenidos fueron (1a-3, 1a-4, 1a-5, 1b-2 al 1b-8) comparados con
un estandar de colesterol, resultaron semejantes, o por lo menos una mancha con Rx igual
al estandar. Sin embargo, en la CCF (figura 34, pag. 52) se observan varias manchas, por lo
que se trata de mezcla de compuestos o bien impurezas; predomina la mancha caracteristica
del colesterol. Sin embargo, el punto de fusion es diferente para cada muestra, lo que indica
que se tratan de diferentes esteroles, excepto la muestra la-4 y la-5, en cuyo p.f. es
semejante, asi como los espectros de RMN de 'H.
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La espectroscopia de RMN de "°C de la muestra 1a-4 se comparo con resultados reportados
para colesterol, en el catalogo SADTLER (figura 38), por lo que se trata de colesterol
(aunque no puro, ya que por CCF se observan otras manchas de impurezas).

Scanned On: Varian CFT-20
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Figura 38. Espectros de colesterol, 38a: catalogo SADTLER, 38b: muestra 1a-4.
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Los esteroles que se han encontrado en D. anchorata son: demosterol, colesterol, sitosterol,
estigmasterol, 24-metilcolesterol, 24-metilcoleste-5,22-dienol, coleste-5,22-dienol, 24-
metilencolesterol, (Carballeira, 1994 y Quijano, 1994).

En la muestra 1b-1 se observa, por CCF, al menos cinco componentes, que conjuntamente
dan un espectro de RMN de "H con sefiales en & 6.54, 6.50, 6.27 y 6.22 en forma de doble
de dobles, lo que indica la presencia de protones unidos a carbonos sp” conjugados (H—
C=CH—CH=C—H). La sefial multiple entre & 5.40 y 5.31 indica la presencia de protones
vinilicos. (—CH,—CH=CH— CH,—).

Las sefales entre 6 3.76-3.64 y & 3.57-3.35 en forma de multipletes, demuestra la presencia
de protones vecinos a dos o tres enlaces de heteroatomos. Mientras que en 6 2.31-2.29,
2.27-2.26, 2.23-2.22 con forma de triple de dobles, se observan los protones vecinos a los
protones sp° conjugados (H—C=CH—CH=C—H). En tanto, que en & 2.09-2.01
(multiplete) se tienen los protones vecinos a cuatro enlaces de un heterodtomo; senales
presentes entre 6 1.67 y 1.49 representan los protones vecinos a dobles enlaces (—CH—
CH=CH— CH,—). Las sefales en forma de singulete intensas, presentes en 6 1.28, 0.83 y
0.85 son caracteristicas de cadenas alifaticas. En 6 0.72 y 0.71 se tienen la senal de metilos
sin protones vecinos. (figura 39, C, pag. 66)

El espectro de RMN de ">C muestra una sefial en 8 178.40 caracteristica de un carbonilo,
mientras en 6 140.34 y 130.23 se observan dos carbonos cuaternarios; en 6 129.23, 128.60,
128.34 y 121.45 se tienen los carbonos de configuracion sp®, como se encuentran en pares
entonces se trata de dos instauraciones. Las sefiales que se observan en 6 72.30, 71.66,
70.66, 70.28, 66.32, 64.07, 55.98 y 49.99 indican la presencia de carbonos unidos a
heterodtomos como el oxigeno o nitrégeno. Los carbonos de tipo metileno se observan
entre & 39.43-29.43, en & 29.33 se observa una sefial mas intensa que las otras sefales, y
mas grande (alta) que otras, dicha sefial indica la presencia de una cadena alifatica. En 6
29.26, 23.78, 22.68 y 22.54 se tienen las sefales de metilos. (figura 40, D, pag. 67)

Como se observa en los espectros de RMN de 'H y de "°C se trata de una mezcla compleja,
en la cual el compuesto (o compuestos) mayoritario(s) tienen la caracteristica estructural de
cadena alifatica con mas de dos insaturaciones (por las sefiales en 6.54-6.22 y 5.40-5.31) la
cadena alifética se encuentra unida al 4cido carboxilico.

La espectroscopia de IR confirma la presencia de una cadena alifatica en 722 cm™, en 2926,
2854 cm™' se tienen los grupos metilo y metileno, y los sobretonos en 1461 y 1377 cm™; se
confirma también el grupo vinilico en 1413 y 971 ecm™; asi como del carbonilo en 1713
cm” e hidroxilo en 1049 cm™. (figura 41, E, pag. 68)

La espectroscopia de Masas muestra fracciones caracteristicas de acidos carboxilicos, como

son: m/z 17 (HO") 18 (HOH), 43 (CHO,), y de la cadena alifatica en: 185 (C;;H;,0,), 213
(C13H2502) y 255 (C16H3102). (figura 42, F, pag 69)
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No es extraio encontrar acido grasos en D. anchorata, dado que, ya ha sido reportado la
presencia de 4cidos grasos, como son dacido tetradecanoico, pentadecanoico, 14-metil
pentadecanoico, hexadecanoico, 7-metil-8-hexadecenoico (49a), 14-metil-8-hexadecenoico
(49b), heptadecanoico, 3-metilheptadecanoico (49c), 11-octadecanoico, octadecanoico,
nonadecanoico, metildocosanoico, docosanoico, henaicosanoico, behenic, tricosanoico,
tetracosanoico, pentacosanoico, 5,9-hexacosadienoico y 5,9-octacosadienoico (Carballeira,
1988)

En 1994, Carballeira, en un estudio confirmé la presencia de acidos grasos como son: acido
5, 13- eicosadienoico (50a); hexadecanoico, 7-metil-6(E)-hexadecenoico (50b); 7-metil-
6(Z)-hexadecenoico (50c); 14-metilhexadecanoico; 11-octadecenoico; octadecanoico;
eicosanoico; heneicosanoico; tetracosanoico; y, 5, 9-hexacosadienoico. Quijano, 1994,
también reporta la presencia de acidos grasos del C14 al C21.

Cabe senalar que los acidos grasos forman parte de la composicion de la membrana celular
de las esponjas, asi como los esteroles; condicién que tienen en comun las esponjas de
agua dulce y marinas de la clase Desmospongiae. La composicion de las células con una
biomembrana Unica permite el transporte al interior o exterior; (Dembitsky, 2003)

8.1.2. Fraccion de diclorometano

El fraccionamiento del extracto crudo de diclorometano fue por CC, lo que permitid
obtener 23 fracciones; solo se caracterizo la 2-1, las fracciones 2-2 a la 2-23 no se observa
separacion de componentes (por CCF).

Los espectros de RMN, de 2-1, presenta una sefial en o 1.25 en forma de singulete, muy
intensa de grupos metileno (-CH,-), otra sefial en 6 0.90-0.84 en forma de triplete indica la
presencia de un grupo metilo (-CH3) terminal; también se observa una sefial en 6 5.36-5.32
caracteristica de una instauracion (-C=C-). La senales en 6 2.06-2.00 en forma de triplete
son de dos protones vecinos a un proton vinilico. (Anexos Fig. 53, K, pag. 92)

En el espectro de IR se observan sefiales de grupo -CH,- (2898 cm™), asi como una sefial en
728 cm'l, lo que indica una cadena de mas de cuatro -CH,-. En 3006 cm’! se observa el
grupo vinilico. No se observan otras sefales con otro tipo de componente, como carbonilo

(C=0), nitrogenados (aminas), ni de otra naturaleza. (Anexos Fig. 54, L, pag. 93)

El espectro de Masas muestra m/z 449 (M'+1) lo que permitié conocer el peso molecular
del compuesto, Cs,Hegs (PM=448.5). (Anexos Fig. 55, M, pag. 94)

Por estas caracteristicas espectroscopicas permite proponer una molécula lineal simétrica,
con una insaturacion, se propuso la estructura que se muestra enseguida,

\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\

53

Figura 43. Estructura del dotriacont-16-eno
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Este tipo de compuesto (hidrocarburo insaturado) sélo se reporta en el estudio realizado a la
esponja Xentospongia subtriangularis, en donde, se obtuvieron tanto hidrocarburos
saturados como insaturados (Vazquez, 1998).

Dichos compuesto son, posiblemente, de origen exdgeno puesto que las esponjas son
organismos filtradores de agua de mar, en forma constante, por lo que es probable
obtenerlos del medio. Y dado que el area en donde fue colectada la esponja (tanto
Xentospongia como D. anchorata), el puerto de Veracruz —en donde se llevan a cabo
diversas actividades portuarias—, tiene como fuente contaminante el petroleo e
hidrocarburos que son desechados al medio en donde las esponjas marinas crecen y se
desarrollan, éstas pueden ser bioacumuladores, no sélo de nutrientes, sino también de
contaminantes, como los hidrocarburos.

Cabe mencionar que todos los hidrocarburos reportados en la esponja marina X.
subtriangularis por Vazquez (1998), presentan las mismas caracteristicas fisicas que las
fracciones 2-3 a 2-23 (liquidos viscosos de tonalidades amarillas); por que posiblemente
sean también hidrocarburos, ademas de que se obtuvieron de la extraccion de un disolvente
no polar, CH,Cl,; y los hidrocarburos al ser cadenas largas presentan baja polaridad, se
disuelven en disolventes semejantes.

8.1.3. Fraccién de metanol

De las fracciones primarias (3a diclorometano, 3b metanol, y 3c agua) obtenidas del
extracto metanolico solo se encontré una con actividad citotdéxica la 3a-C. Las mas
abundantes y caracterizadas fueron 3a-C, 3a-L, 3b-VI, 3b-VIII y 3b-1X; la fraccion 3¢ no
se caracterizo.

8.1.3.1. Fraccion de diclorometano, 3a.

La complejidad de la muestra 3a-11l1 (mas abundante de esta fracciéon) no permitid
caracterizarla (por la cantidad de componentes, 18 por CLAR (Fig. 36, pag. 55)); pero, por
los resultados favorecedores obtenidos de citotoxicidad de apenas un 51.52 % de IC en
células HCT-15 (colon), se fracciond por CCen (25 fracciones en total). Obteniendo s6lo
cuatro mas abundantes (3a-C, 3a-L, 3a-K, y 3a-P), las cuales se les realiz6 la prueba de
citotoxicidad a 3a-C, 3a-K, y 3a-P.

Las muestras 3a-K, y 3a-P resultaron ser mas complejas con 13 componentes cada uno
(por CLAR) por lo que no se caracterizaron, ademds de que resultaron sin actividad
citotoxica. La muestra 3a-L fue la menos compleja con 4 componentes; en el espectro de
RMN de 'H (pag. 56), se observan sefiales en & 4.16 en forma de multipletes, en 6 3.68-3.62
cuadruplete, en & 3.56-3.53 doblete, & 3.51 triplete, 6 3.11 multiplete, 6 3.06 triplete, que
indican la presencia de multiples protones vecinos a dos y tres enlaces de un grupo
hidroxilo.

Las sefiales entre 6 2.92 singulete, & 2.56 multiplete, 6 2.31 multiplete, & 2.24 multiplete,
son caracteristicas de protones del hidroxilo. Entre tanto, las sefiales que se encuentran en o

71




ANALISIS DE RESULTADOS: QUIMICOS

2.16, 2.14 doblete, se trata de un proton vecino a hidroxilo. La sefial en 6 1.55 en forma de
triplete indica dos protones vecinos a metilo; la sefial en 6 1.28 en forma de singulete indica
un grupo metilo sin protones vecinos. En & 0.86-0.91 como multiplete indica la presencia
de metilos.

El espectro de RMN de 'H no permite caracterizar la muestra, ya que no se observan
sefales definidas, sélo la presencia de grupos hidroxilo y, posiblemente, de grupos éter. En
D. anchorata si se ha reportado compuestos oxigenados, como son los reportados por
Quijano et. all. en 1994, que indica la presencia de glicerol monoéteres.

La muestra 3a-C result6 activa en el estudio de citotoxicidad, la espectroscopia de RMN de
'"H muestra sefiales en & 0.64-0.96 en forma de cuadruplete indica la presencia protones de
metileno vecinos a un metilo terminal. La sefal intensa en & 1.21 en forma de singulete
muestra una cadena alifatica; las sefiales en 6 1.55-1.51, multiplete, se les asignd a los
protones de un metileno vecino a tres enlaces de un carbonilo; mientras que, los protones
vecinos al carbonilo se encuentran en 6 2.34-2.26 como multiplete. (figura 44, G, pag. 73)

La espectroscopia de RMN de "*C muestra el carbonilo en & 178.29, entre & 55.97-29.64 se
observan catorce sefiales en total, los carbonos de metileno posiblemente de la cadena
alifatica; en 0 29.39, se encuentra la sefial del carbono vecino a cinco enlaces; en 6 29.18 y
0 24.66 se le asigno a los metilenos a tres y dos enlaces, respectivamente, del carbonilo.
Mientras que la senal del metilo estd en 614.10, y la del metileno vecino al metilo la sefial
se encuentra en o 22.66. (figura 45, H, pag. 74)

La espectroscopia de infrarrojo corrobora los grupos metilos y metilenos en 2926 y 2854
cm'l, en 1462 y 1378 cm’ estan los sobretonos; en 722 cm’! se observa la sefial
caracteristica de una cadena alifatica. El grupo hidroxilo se encuentra en 3397 cm™ y el
grupo carboxilo en 1713 cm™; mientras que en 1412 se observa un sobretono de acido
carboxilico (debido al puente de hidrégeno). (figura 46, I, pag. 75)

En la espectroscopia de masas presenta fragmentos particulares de un acido carboxilico;
m/z 17 (HO") 18 (HOH), 43 (CHO,) del grupo carbonilo, y de la cadena alifatica 129
(C7H1302), 185 (C11H2102), 213 (C13H2502) y 256 (C16H3102'). También se observan en
m/z 256, 270, 353 y 369. (figura 47, J, pag. 76)
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Figura 44. Espectro de RMN-'H de la muestra 3a-C. (G)
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Figura 45. Espectro de RMN-"C de la muestra 3a-C. (H)



ANALISIS DE RESULTADOS: QUIMICOS

(1)'D-eg ensonwi e ap Y[ op onoadsy "9t vanbi4

75

|- JAGLUNUSABAA
0001 00sL 0002 0052 oooe 00se 000F
| r y

T T — L2'9262

% -
g
3 ||
_
] 1
3 ) S
: i
g® |
.ma_. ., | 8 wwm
28 o
¢ 55| ] |
§ | __m_ 3
m * W 2

Vel
=—
—
T
09

= — PL'EEL
=
T—
‘-\--‘_‘—‘—-_.
-
T
08

A

0ot

eldooscijoedsy ap ollojelode] WYNN "B21UIND 8p ojnjisu]



ANALISIS DE RESULTADOS: QUIMICOS

Zyul

#Sk Byt B2k BBy @BE BSE &vm -mm &m_m &mm &mm m_vm @mm s&m 28!

H ' { s L L | L : bt

(r) "D-eg ensonw ] op NF op onoadsy /¢ vAnbi4

962

’

£28

__ : ___ T ___

£lz

1

B!

232!

Py B21

_‘ ____w

Bel

881

@8

§9

ag

£

B#

I

el

81

&2

T

B

- 8

~— 081

g1esey

76



ANALISIS DE RESULTADOS: QUIMICOS

El estudio espectroscopico indica que la muestra se trata de una mezcla (al menos 5
componentes por CLAR) de &cidos carboxilicos lineales, y de acuerdo a EM, podrian ser
acido palmitico m/z 256 (C;6H3,0, PM 256.24), 4cido heptadecanoico m/z 270 (C,7H340;
PM 270.25), acido tricosanoico 353 ( C3H46O2 PM 354.34) y 4cido tetracosanoico m/z 369
(C24H430, PM 368.35). Las estructuras son las que se muestran a continuacion en la figura
48 .

O

WVMOH

54

48a Acido tetracosanoico, Co4Hss0> PM 368.36

(0]
\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/U\OH
55 )
48b Acido tricosanoico, C,3H4cO, PM 354.34
O
\/\/\/\/\/\/\/\)J\ OH

56 )

48c Acido heptadecanoico, C17H340, PM 270.25

O

57

48d Acido palmitico, C;cH3,0, PM 256.24

Figura 48. Estructura de 4cidos carboxilicos lineales aislados de D. anchorata.
Como ya se ha mencionado, los 4cidos carboxilicos presentes en esta esponja, ya se han
reportado, y son componentes importantes de la membrana celular.
8.1.3.2. Fraccion de metanol, 3b.
A la fraccion de metanol (3b), se le realiz6 el ensayo de citotoxicidad, resultando con baja
actividad; al fraccionar la muestra (3b) por CPP, a la fraccion 3b-VI se le efecttio la prueba

de citotoxicidad, permaneciendo la baja actividad. Las fracciones caracterizadas solo fueron
tres, 3b-VI, 3b-VIIl y 3b-1X.
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Las caracteristicas espectroscopicas de 3b-VI (RMN de 'H) muestra sefiales en & 3.74-3.69
en forma de quintuplete, forma que indica un protéon con cuatro protones vecinos (—CH,—
CH-CH;-); la sefial en 6 3.47, como singulete, revela un proton de metileno sin protones
vecinos. En tanto que, las senales en 6 3.62, 3.41, 3.23 y 3.08 cada una a manera de
multiplete, muestra la presencia de protones vecinos a un grupo oxigenado (—OH, -O—, 6 —
CO-). Las senales en 6 2.71 en forma de singulete muestra un metileno sin protones

vecinos, y la sefial triple en 6 2.41-2.36 muestra otro metileno vecino a dos protones. (pag.
57)

En 6 1.41 se observa un doblete indicando la presencia de un metilo con un protén vecino
(CH—CH3), en & 1.27 y 1.19 se observa el cuadruplete del proton vecino al metilo (-CH—
CH3). Entre 6 0.97, 0.92, 0.95, 0.88 en forma de dobles cada una, lo que indicaria la
presencia de protones del caso anterior ((CH—CHj3), sin embargo, en el espectro no se
observan las sefnales con forma de cuadruplete, caracteristicas del metilo; posiblemente se
trate de sefiales doble de dobles, lo que muestra la presencia de varias estructuras (al menos
cuatro) con un proton vecino a dos metilos equivalentes (CH;—CH—CH3). (pag. 57)

En RMN de °C solo se observan cuatro sefiales dos de ellas en & 73.49 y 62.21, lo que
indica la presencia de carbonos unidos a heterodtomos como oxigeno o nitrogeno; las
sefiales en & 37.238 y 30.720 representan a los carbonos sp” de tipo metileno. (pag. 58)

El espectro de IR corrobora la presencia de grupo metileno y metilo (observados en RMN)
en 2966 y 2927 cm’', en 1416 y 1334 cm™ observan los sobretonos. En 3379 cm™ como
banda muy ancha, se tiene los grupo alcohol, con sobretonos en 1508 y 1045 cm™ como
bandas pequefias. Se observa un grupo amino (-NH) en 1627 cm™, los sobretonos se
muestran en 3379 y 923 cm™. (pag. 58)

La fraccion 3b-VI es una mezcla (al menos dos componentes por CCF) de compuestos
amino, con grupo alcohol, no se trata de una cadena alifatica (como en las fracciones
anteriores) ya que en IR no se observan bandas por 700 cm™, asi que tal vez sean moléculas
pequenas.

Por otra parte, la fraccion 3b-VIII en su analisis espectroscopico de RMN muestra las
siguientes caracteristicas: en el estudio de RMN-'H se observan sefiales en & 8.53, 8.11 y
8.02 correspondientes a un proton unido a nitrogeno perteneciente a un grupo amido (—CO—
NH-); se tiene un doblete en 6 3.77 indicando la presencia de protones vecinos a un proton
y por el desplazamiento hasta 6 3.7, posiblemente se encuentre unido a un oxigeno (O—CH-
CH»>-), el grupo metileno se observa en o 3.73 en forma de triplete.

Las sefiales en o 3.65 multiplete, 6 2.418 triplete son protones vecinos a uno y dos enlaces
de oxigeno. Mientras que en 6 1.89 y 1.27 con forma de singuletes, representa protones de
metilo sin hidrégenos cercanos. Con forma de dobletes se encuentran unas sefiales en
1.02 indicando un metileno (por la zona) vecino a otro hidrégeno. El doble de dobles que se
observa en 0 0.97 y 0.92 indica la presencia de un hidrégeno vecino a otro hidrogeno.
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Se observa otro doblete en & 0.96 lo que indica un protéon vecino a un metilo (por la
posicion en la zona de metilos), sin embargo la sefiales de metileno (triplete) y el metilo
(cuadruplete) no se observan, entonces posiblemente los protones que se observan, no estan
unidos a estos grupos (metilo y metileno) sino a un grupo con un protoén que los protege, y
tal efecto hace que las sefiales salgan a campo alto. (pag. 58)

La resonancia de carbono 13, se observan solo cinco sefiales, una de ellas en 6 105.32
(carbono con un proton); en 6 60.33 se observan los carbonos unidos a heteroatomo, como
nitrogeno o oxigeno. En 6 41.01, 40.97 y 30.73 son sefales caracteristicas de metilenos;
empero, no se observan los de metilos, confirmando que en RMN de 'H las sefales de los
protones entre 6 1.02-0.96 no estan unidos a metilos. (pag. 58)

La ultima fraccion metandlica caracterizada es la 3b-1X la cual tienen las particularidades
siguientes: en su estudio de RMN de 'H, se tiene una sefial en & 8.53 indicando (al igual
que 3b-VIII) un protoén unido a nitrogeno. La sefial en & 3.77, en forma de triplete, indica la
presencia de un metileno con dos protones vecinos (N-CH,—CH,— 6 CO-CH,-CH,-), y
por el desplazamiento es probable que se encuentren junto a un heterodtomo. En tanto que,
en d 3.66 se observa un singulete, asignado a un metileno sin protones vecinos; se observa
otro triplete en & 2.42 sefal asignada a un metileno con dos protones vecinos (N—CHx—
CHy— 6 CO-CH,—CHy-). El singulete en & 1.29 indica la presencia de un metilo sin
protones vecinos. (pag. 58)

La RMN de ">C muestra un carbonilo en & 179.04, mientras que en & 104.52 se tiene un
carbono con un protén. Los carbonos unidos a heterodtomos estan en 6 70.86 y 59.95; los
metilenos se encuentran en 6 40.54 y 30.63; también se observan dos metilos en & 23.64 y
20.36. (pag. 58)

Las bandas observadas en espectroscopia de IR indican la presencia de grupos metilo y
metileno en 2959, 2959 y 2855 cm’™, cuyos sobretonos se observan en 1463 cm’'; 1a banda
en 3383 cm'l, muestra la presencia de un —OH, el sobretono se encuentra en 1041 cem’. Se
observa un grupo amino en 1569 cm™ (—NH) como lo indican los espectros de RMN de 'H
y de "°C, empero, no se observan grupos carbonilo. (pag. 58)

Posiblemente, las muestra de la fraccion 3b son sustancias de desecho de proteinas, por la
presencia de nitrégeno y carbonilo en ellas. Las proteinas, en las esponjas marinas, forma
parte del esqueleto en forma de fibras gruesas, dicha proteina (semejante al colageno) es la
espongina. Las excreciones y desechos nitrogenados salen del cuerpo con las corrientes de
agua. (Barnes, 1995)

8.1.4. Extracto de etanol:agua (80:20), 4.
El extracto de etanol:agua (4) se obtuvieron tres fracciones, dos de las cuales resultaron
solidos insolubles (4a y 4b-pp), solo la fraccion 4b resultd soluble (agua), por lo que es la

unica que se le realizo6 RMN e IR.

La espectroscopia de RMN de 'H de la fraccién 4b muestra sefiales en & 8.27 como
singulete, indica la presencia de un proton unido a heterodtomo como es nitrogeno u
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oxigeno (O—H 6 N-H); en tanto que, en 0 3.63, 3.46 y 3.18 se observan los protones
vecinos a €stos. Las sefales en 6 3.04 (doblete) muestra un metileno con un protén vecino
(-CH-CHy-). En 6 2.62, 2.43, 2.24 y 1.75 como singuletes, se tienen metilenos sin
protones vecinos (—C—CH,—). Se observa un protéon con dos protones vecinos en 6 1.35
como triplete ((CH-CH,-). Una sefal en forma de doblete se encuentra en & 1.17, el
doblete indica que existe un proton con solo proton vecino (-CH-CH-). La otra sefial
complementaria, se observa en 6 0.86, como doblete (—-CH—CH-). Metilos sin protones
vecinos se caracterizan por presentar sefiales en forma de singuletes, en el espectro se
observan en 6 0.88, 0.83, 0.81 y 0.73. (pag. 59)

En tanto que, en la espectroscopia de IR, se tiene una banda ancha en 3381 cm™ particular
del grupo hidroxilo, con una banda de sobretono en 1339 cm™ (~O-H) y 1048 cm™ (-OH
primario). Se confirma la presencia de grupos nitrogenados en 1640 cm™ (-NH), en 1453
cm’ se observa su sobretono. (pag. 59)

Tanto la fraccion 3b, como la de 4b presentan compuestos nitrogenados en sus
componentes, posiblemente, formaron parte organica del esqueleto de la esponja y los
solidos (precipitados en estas fracciones) parte del esqueleto inorganico (Brusca, 2003). El
esqueleto organico, formado de fibras de espongina, y el esqueleto inorganico formado,
principalmente, de espiculas.

Los soélidos obtenidos en D. anchorata se obtuvieron de disolventes polares, metanol (3a,
3b-pp, 3c), etanol:agua (4a, 4b-pp) y agua (5); son de caracteristica inorganica ya que en el
estudio de IR no se observan bandas para ninguna muestra (la espectroscopia de infrarrojo
es una técnica para analizar compuestos organicos, cada banda observada es propia de un
grupo funcional orgénico).

También se realizo un tratamiento con acido sulfurico, para separar la parte organica de la
inorganica (si es que se encontraba unida a ésta); tampoco se observo residuo organico (por
CCF). Al determinar el punto de fusion, ningun sélido funde a 300°C. (Tabla 18, pag. 59)

Si, efectivamente, los s6lidos son componentes del esqueleto inorganico de la esponja,
posiblemente se trate, entre otros, de carbonato de calcio (p.f. 825°C) y silice (p.f. 1600°C).
Componentes que forman las espiculas (Vazquez, 1998 y Brusca, 2003) y que sirven para
la regeneracion, asi como de iones calcio y magnesio (Barnes, 1995).

Sin embargo, no solo puede tratarse de los componentes antes mencionados, también
componentes del medio ambiente, en este caso, el agua de mar. Dado que las esponjas
filtran grandes volimenes de agua de mar a través de sus poros, pasando a través de los
poros inhalantes hacia el espongocele y saliendo por el 6sculo (Dembitky, 2003), estos
pueden bioacumularse dentro de la estructura de la esponja. Lo que justifica el p. f. tan alto,
que no se registra con el instrumento Fisher (méximo 300°C). Tales componentes'' son:
cloruro de sodio (mayoritario) con un p. f. de 801°C, cloruro de magnesio (714°C), sulfato
de sodio (884°C), cloruro de calcio (772) y cloruro de potasio (770°C), entre otros

componentes minoritarios.

" Pontes, Miguel. La composicion del agua de mar. 2008. http:/marenostrum.org
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8.2. Estudio de citotoxicidad

De las fracciones metandlicas que se les realizo estudio de citotoxicidad (3b, 3b-VI, 3a-11l,
3a-C y 1b-1), solo la 3a-C y la 1b-1 reflejaron resultados favorables. El extracto 3b resultd
con baja actividad en algunas lineas celulares (mama y prostata), al fraccionarlo, la muestra
3b-VI no presentd aumento en la citotoxicidad, permanecié el bajo %IC en las lineas
celulares de colon y leucemia. Los estudios espectroscopicos de esta Gltima determinan que
se trata de una mezcla tanto de componentes oxigenados (—OH), por RMN de 'H y de *C
(pég. 78), como de componentes como nitrogenados (—NH) observado por IR.

En tanto que las fracciones activas se tratan de, la fraccion 1b-1, una mezcla de acido
grasos insaturado (fraccionado sélo por precipitacion), mientras que la fraccion 3a-C es una
mezcla de acidos grasos, pero lineales. Si se observd el aumento de la citotoxicidad al
fraccionar (por CCen) la muestra 3a-I11, que inicialmente era de un 51.52, 36.38 y 23.39
%IC en lineas celulares de colon, leucemia y prostata, respectivamente.

No se han reportado acidos grasos con actividad citotoxica, aislados de esponjas marinas;
se ha reportado la actividad antileucémica de dos acidos grasos el acido palmitico (57) y el
acido estearico (59 E), resultando sin actividad (con un ICsy mayor a 25 ug/mL), aislados
del alga Didemnum psammatodes. (Takeara, 2007)

En este estudio, los compuestos que presentan actividad antileucémica son unos derivados
de glicerol (figura 26, pag. 26, estructura 51 donde n= 10 1,2-propenediol-3-(heptadeciloxi), n=
11 alcohol batil, n=12 1,2-propanediol-3-((metiloctadeciil)oxi) ) con un ICsy entre 12.10 y 32.56
pug/mL. (Takeara, 2007)

Se han realizado estudios de la influencia de estos, en las enzimas que (directa o
indirectamente) influyen en el crecimiento de células cancerigenas. Como es el estudio
realizado a los 4acidos: miristico, pentadecanoico, palmitico, estearico, oleico, linoleico,
araquidonico, eicosapentaenoico, docosepentaenoico y docosahexaenoico, que inhiben la
accion de la enzima Aromatasa (enzima encargada de catalizar el paso final en la
biosintesis de estrogenos —estrona y estradiol—, de los andrégenos —testosterona y
androstenediona—). La inhibicion de la Aromatasa demostrdé reducir la produccion de
estrogeno en el cuerpo en niveles casi indetectables, y tiene efecto significativo en el
desarrollo y progresion de la hormona sensible de cancer de mama. (Balulas, 2006).

En otro estudio, con acido palmitico, inhiben la accion de la enzima soraphen A (enzima
inhibitoria de CAC —enzima acetil CoA carboxilasa—). La enzima soraphen A bloquea la
sintesis de acidos grasos y estimula la oxidacién de acidos grasos en células de cancer de
prostata (LNCaP y PC-3M) disminuyendo la proliferacion de las células cancerosas,
inclusive matarlas. (Beckers, 2007).

Los acidos grasos influyen indirectamente en la proliferaciéon de células cancerosas, en

estos dos estudios. No obstante, se reportan estudios de acidos grasos con diferentes
bioactividades, se describen a continuacion.
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Los acidos grasos aislados del tubérculo, Ibervillea sonarea (nombre comun “wereque”),
planta endémica de Sinaloa y Baja California. Presenta actividad hipoglucemiante:
resultando activa a dosis de 300 y 600 mg/Kg, glicemia de 30.1% y 70.1%,
respectivamente, a los 360 min.

Tal actividad se le atribuye al grupo de compuestos administrados conjuntamente: mezcla
de 11 monoglicéridos (figura 49) donde sélo varia la cadena alifatica. (n = CH,) n= 15, 16,
17,18, 21, 22, 23, 24, 25, 27. (Hernandez, 2007)

@)

H2C_O n
HC—OH
H,C——OH

58

Figura 49. Estructura base del mono glicérido, aislado de Ibervillea sonarae.

Y los siguientes acidos grasos: acido laurico A (n = 9), acido miristico B (n = 11), acido
pentadecanoico C (n = 12), acido palmitico D (n = 13), y acido estearico E (n = 15). Figura
50. donde n = CH,. (Hernandez, 2007)

HO

59

Figura 50. Estructura base de acido graso, aislado de Ibervillea sonarae.

Otro estudio, reporta la actividad antibacteriana en algunos acidos grasos, uno de ellos
aislados de la Gorgonia Eunicea succinea (phylium Coelentarata, clase: Anthoza, subclase:
Octocorallia, orden: Gorgonacea), el acido en cuestion es el (5Z,97)-14-metil-5,9-
pentadecadienoico (figura 51)

O

HO

60
Figura 51. Estructura del 4cido graso aislado, (5Z,9Z)-14-metil-5,9-pentadecadienoico
de Eunicea succinea.

La actividad bioldgica fue evaluada en bacterias gram positivas: Staphylococcus aureus y

Streptococcus faecalis, con una concentracion minima inhibitoria (CMI) de 0.24 umol/mL
y 0.16 umol/mL, respectivamente. (Carballeira, 1997)
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Distintos acidos grasos (figura 52, metil-3,5,15-trimetil-7-metilen hexadeca-2,10,12-
tienoico 26, metil-6,8,10,13-tetrametilpentadeca-2,4,6,8,12,14-hexaenoico 27; metil —
7,9,14-trimetilhexadeca-2,4,8,10-tetraecnoico 28; (tabla 2, pag. 12); metil-6,9,12-
trimetiltetradeca-2,4,8,10-tetraenoico 61; y metil-4,6-dimetilhexadeca-2,4-dienoico 62) que
presentan la actividad antimicrobiana, son los aislados de las esponjas marinas Ephydatia
syriaca, Nudospongilla sp. y Cortispongilla barroisi (clase Demospongia, familia:
Spongillidae). (Rezanka, 2002)
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Figura 52. Estructura de acidos grasos, aislados de las esponjas Nudospongilla sp.
Ephydatia syriaca, Cortispongilla barroisi.
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Probado contra Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis, a una concentracion de 10 pg,
reporta el diametro del halo de inhibicidn.. Los resultados del diametro de inhibicion (mm)
a una concentracion de 10ug, probados en Staphylocuccus aureus y Bacillus subtilis, son
los siguientes:

Tabla 24. Diametro de inhibicion de los compuestos 1 a 5, en S. aureus y B. subtilis.

Didmetro de inhibicion (mm)

Compuesto -
S. aureus B. subtilis
26 84.1 74.9
61 49.0 117.6
27 62.4 89.0
62 56.7 81.0
28 148.4 78.1

Como se observa en la tabla 24 no todos los acidos aislados presentan una buena actividad
antibacteriana, sobresalen los compuestos 26 con una inhibicion en ambas bacterias, el 61
s6lo presenta inhibicion en B. subtilis, asi como 28 que so6lo presenta inhibicién en S.
aureus. (Rezanka, 2002)

Aunque no hay estudios reportando acidos grasos con citotoxicidad (aislados de esponjas
marinas), en este trabajo se encontrd que la mezcla de éstos, tienen actividad citotoxica. Las
esponjas al ser organismos sésiles, no se desplazan (crecen adheridos a su sustrato); por lo
tanto, su mecanismo de defensa es quimico, se debe a metabolitos que son capaces de
impedir que otros organismos se establezcan en sus superficies, o de rechazar a algunos
depredadores potenciales, muchas resultan toxicas para los peces. (Barnes, 1995).
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9. CONCLUSIONES

0 La esponja marina D. anchorata presenta componentes con actividad citotdxica que
pueden ser evaluados en ensayos anticancerigenos mas especificos.

0 El estudio quimico de la esponja permitid determinar la presencia de esteroles,
acidos grasos, compuestos oxigenados y nitrogenados. Asi como la de compuestos
alifaticos lineales; y por ultimo, la existencia de sales minerales del cuerpo caucéseo
y de lo acumulado por la filtracion del agua de mar.

0 En el extracto hexanico, se encontré la presencia de esteroles y una fraccion
bioactiva, la cual resultd ser una mezcla de acidos grasos.

0 El extracto de diclorometano presenté compuestos lineales alifaticos, exodgenos de la
esponja.

0 La fraccion de diclorometano del extracto metandlico, también se obtuvo una

fraccion bioactiva. Tratandose de una mezcla de acidos grasos.

0 Mientras que, la fraccion de metanol del extracto metandlico, no presento fracciones
con bioactividad. Las muestras no se caracterizaron, sélo se observo la presencia de
componentes oxigenados (—OH).

0 El analisis de la fraccion de etanol:agua, determind que se trata de compuestos tanto
oxigenados (—OH) como nitrogenados (—NH).

0 De los extractos hexdnicos y metandlicos se obtuvieron dos mezclas de compuestos
con actividad citotoxica. Los estudios espectroscopicos permitieron caracterizarlas y
establecer que se tratan de mezclas de acidos grasos saturados e insaturados,

respectivamente.

0 La complejidad de las mezclas de compuestos que forman las esponjas hace que se
obtengan minimas cantidades de componentes activos, lo que dificulta su estudio e
identificacion.

0 El estudio de productos naturales es una actividad interdisciplinaria, en la que se

incluyen diferentes areas, para una investigacion completa y veraz.
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RECOMENDACIONES

10. RECOMENDACIONES

=  Es necesario trabajar inicialmente con una mayor cantidad de esponja marina, para
asi obtener mayor cantidad de compuestos finales.

= Se necesita un estudio real de biodiversidad y abundancia de la esponja marina D.
anchorata, para poder colectar una gran cantidad de material bioldgico, sin poner en
riesgo la supervivencia de la esponja.

=  Es recomendable realizar un estudio biodirigido, para ubicar todos los componentes
bioactivos.

= Realizar la purificacion de los extractos bioactivos por otros métodos de separacion,
como CLAR. Para comprobar si, dicha actividad bioldgica, es responsable de un
compuesto o del grupo de compuestos.

= Una vez separados determinar, ademas del por ciento de inhibicion de crecimiento
(%IC), también la inhibicion de crecimiento al 50% (1Csy).

= Realizar estudios biologicos en diferentes bioactividades, ademas de la citotdxica, la
de antiflngica, antimicrobiana, antiinflamatoria, entre otras.
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