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RESUMEN 

Son muy pocos los estudios de! Phylum Poritera en México, en cualquier area de 

investigacién. Xestospongia subtriangularis es una esponja endémica del Atlantico 

Tropical Oeste, y éste es el primer registro de la especie en el arrecife Isla Verde, 

Veracruz, México. La redescripcién de la especie permitio confirmar inequivocamente 

la identidad de la misma. Este trabajo representa el primer estudio quimico de la 

especie; los resultados obtenidos permiten establecer la existencia de diferencias en la 

composicién quimica tanto de caracter cualitativo como cuantitativo, entre el material 

recolectado en junio de 1995 (primera recolecta) y en junio de 1996 (segunda 

recolecta); ademas estas diferencias son acentuadas dependiendo del método de 

extraccién (humedo vs. seco) y la eficiencia del mismo. 

De la esponja procesada humeda (extraccién con MeOH) se aisiaron hidrocarburos, 

ésteres metilicos de acidos grasos, acidos grasos y esteroles (clionasterol, 7- 

oxoclionasterol, 7a y 7b-hidroxiclionasterol); en tanto, que de la esponja seca, se 

aislaron hidrocarburos, ésteres de esteroles con acidos grasos, acidos grasos y 

esteroles (1a. recolecta: petrosterol, 7-oxopetrosterol, 7a- y 7b-hidroxipetrosterol; 2a. 

recolecta: clionasterol y 7-oxoclionasterol). Las estructuras de los compuestos 

aislados, asi como de algunos derivados, se establecié de acuerdo al analisis de sus 

espectros en el IR, RMN 'H y “C, EME, CG/EM, entre otras. Las estructuras que 

presentaron mayor dificultad fueron las det clionasterol (vs. B-sitosterol) y la del 

petrosterol (posicién del ciclopropano en la cadena lateral). Tanto los 7-oxoesteroles 

como los 7-hidroxiesteroles resultaron ser “artefactos” provenientes de la oxidacién de 

los esteroles mayoritarios (clionasterol y petrosterol); de los cuales, los derivados del 

petrosterol son nuevos compuestos dentro de la quimica organica. 

Se registra por primera vez la asignacion completa de RMN ‘Hy c para el petrosterol, 

7-oxopetrosterol, 7a- y 7b-hidroxipetrosterol y el acetato del 7-oxoclionasterol y de 

RMN 'H para el clionasterol, 7a- y 7b-hidroxiclionasterol. Siendo también, este el 

primer registro del clionasterol y del petrosterol como componentes mayoritarios en el 

Género Xestospongia. 

Se desarrollé una serie de bioensayos de actividad antimicrobiana, los cuales 

resultaron negativos para todos los extractos y/o tracciones obtenidas, asi como, para 

el clionasterol. Sin embargo, esto no quiere decir que no existan compuestos en éstos 

que posean alguna actividad biolégica y/o farmacoldgica de interés. 

 



  

ABSTRACT 

  

In Mexico there are few information about Phyllum Porifera. The marine sponge, 

Xestospongia subtriangularis is an endemic species of the Tropical Western Atlantic. 

This is the first record of the species in Isla Verde Reef, Veracruz, Mexico and this is 

the first research about its chemical composition. Redescription of the collected 

material confirm the identify of the species. 

Qualitative and quantitative diffences in the chemical composition were found 

between samples collected on June, 1995 (first collect) and one year fatter on june, 

1996 (second collect);these differences also depending on the extraction method of the 

samples (fresh vs. dry samples). 

Hydrocarbons, fatty acids methyl esters, fatty acids and sterols (clionasterol, 7- 

oxoclionasterol, 7a- y 7b-hydroxyclionasterol) were isolated from the fresh sponge. 

‘ Hydrocarbons, fatty acids steryls esters, fatty acids and sterols (petrosterol, 7- 

oxopetrosterol, 7a- y 7b-hydroxypetrostero!  - 1" collect; clionasterol and 7- 

oxoclionasterol - 2" collect) were isolated from the dry sponge. The structure of the 

isolated compunds (including some derivatives) were established based on 

spectroscopic methods (IR, NMR 'H and ‘86, El, GC/MS and others). The major 

difficulties were on the elucidation of clionasterol (vs. B-sitosterol) and petrosterol 

(cyclopropane in the side chain) structures. Both of 7-oxosterols and 7-hydroxysterols 

were “artefacts” due to the auto-oxydation of the mayor sterols (clionasterol and 

petrosterol). Petrosterol’s derivatives are new compounds into the organic chemistry. 

This is the first record of clionasterol and petrosterol as mayor compounds in the 

Xestospongia genera. . 

All extracts, fractions and pure clionasterol were submited to antimicrobial bioassays, 

howerver all were inactive. Although we should not discard the possibility that these 

could have some biological and pharmacological activity.  
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EP- Eter de petrdleo 
EteNH - Dietitamina 
EtzO - Eter etilico 
EtOH - Etanol o alcohol etilico 
eV - Electrovolts 
F - Filtrado 
FAB" - Bombardeo rapido de atomos 

F.M. - Férmula molecular 

g - Gramo o gramos 
h - hora u horas 
HCI - Acido clorhidrico 
Hept. - Heptano 

Hex. - Hexano 
HL-60 - Leucemia 
HMBC - Experimento de correlaci6n 

heteronuclear 'H-'°C a un enlace 
HMQC - Experimento de correlacién 
heteronuclear 'H-"°C a larga distancia 
H20 - Agua (destilada) 
HPLC - High performance liquid 

cromatography 
HTC - Células tumorales del higado 
Hz - Hertz 
ICso - Concentracién inhibitoria media 

50. 
ICMyL - Instituto de Ciencias del Mar 

y Limnologia 
MProoNH - Di-isopropil amina 

IQ - Instituto de Quimica 
IR - Infrarrojo 

J - Constante de acoplamiento



KB - Carcinoma nasofaringeo 
KCI - Cloruro de potasio 

Kg - Kilogramo o kilogramos 
km - Kilémetros 

KOH - Hidrdxide de sodio 

kV - Kilovolts 
Liato - Leuceria murina 
m - Metro o metros 
m- Sefial multiple o multiplete 
m* - Metro o metros cuadrados 
M - Molaridad 
{M]’ - lon molecular 
Me - Metilo 

MEB - Microscopio Electrénico de 
Barrido 

MeCN -Cianuro de metilo 

Me2CO - Acetona 

MeOH - Metanol 0 alcohol metilico 

mg - Miligramos 

MHz - Megahertz 
MIC - Concentracién minima 

inhibitoria 
min. - Minuto o minutos 

mL - Mililitros 

HL - Microlitros 
mm - Milimetros 

pum - Micras 0 micrémetros 
uM - Micromolar 
m/z - masa/carga 

n- Tamafio de la muestra (num. 
de mezclas consideradas en el 

andlisis). Tabla 24 
N - Normalidad (concentracién) 
Ne - Nitrégeno 
NaOH - Hidréxido de sodio 
NazSQO, - Sulfato de sodio (anhidro) 

ng - Nanogramos 
NH,OH - Hidréxido de amonio 
nm - Nanémetros 
-OH - Grupo hidroxilo u oxhidrito 
pf. - Punto de fusién 
Ph - Peso himedo 
pH - Potencial de hidrégeno 
P.M. - Peso molecular 
Pm - Peso muestra 

Pp - Precipitado 
ppm - partes por millén 

Prof. - Profundidad 

Ps - Peso seco 
PS - Leucemia linfocitica 
RMN - Resonancia Magnética Nuclear 
RMN 'H- Resonancia Magnética 

Nuclear proténica 

RMN °C - Resonancia Magnética 
Nuclear de carbono 13. 

s - Sefial simple o singulete 
SAV - Sistema Arrecifal Veracruzano 
SiOz - Didxido de silice 
Sol. - Solucién 
t - Sefial triple o triplete 
TMS - Tetrametil-silano 
TR - Tiempo de retencién 
TRx - Valor medio de los tiempos de 

retencién 

tt- Sefial triple de triple 

UADY - Universidad Auténoma de 
Yucatan 

UAM - Universidad Aut6énoma 
Metropolitana 

UBIPRO - Unidad de Biotecnologia y 
Prototipos 

UNAM - Universidad Nacional 

Auténoma de México 
uv - Ultravioleta 
VIH - Virus de inmuno-deficiencia 

Xe - Xenén 
§ - Frecuencia de incidencia 

(Abundancia relativa) 
6 - Desplazamientos quimicos 

&c- Desplazamientos quimicos en 8¢ 
> - Mayor que 
< - Menor que 

[a]o - indice de rotacin éptica 

V max. - Frecuencia maxima (IR) 

A - Insaturaci6n (enlace doble) 

 



    

ESTUDIO QUIMICO-BIOLOGICO DE LA ESPONJA MARINA 
Xestospongia subtriangularis (Duchassaing 1850) 

INTRODUCCION 

En las ultimas décadas, el océano ha adquirido mayor relevancia por constituir 
un componente importante en el desarrollo socioeconémico de diversos paises, tales 

como Japén, Estados Unidos, Francia, Alemania, Canada y Australia, cuya economia 
esta basada en gran parte en recursos de origen marino y han adoptado una actitud 

prioritaria en su estudio. 

México, a pesar de contar con una gran extensién de litorales, ha desarrollado 

el conocimiento y estudio de sus recursos bidticos mucho mas lentamente, comparado 
con los paises anteriormente citados; esta situacién genera un reto verdadero para el 

investigador mexicano que quiera trabajar sobre este campo. 

Entre fos recursos de relevancia econémica y ecolégica de los ambientes 
tropicales encontramos al Phylum Porifera (mds comtinmente llamado “esponjas”) 
(Bakus ef a/., 1986). En lo que respecta a este phylum existen en México muy pocos 
estudios publicados, enfocados mas a estudios sobre taxonomia y sistematica (Green, 
1977; Green y Gomez, 1984; 1986; Green et al., 1986 y Gomez y Bakus, 1992), 
estudios sobre valoracién y utilizaci6n como recurso explotable y potencial (Green, 
1977), estudios sobre ecologia quimica (Green, 1977 y Green et al. 1985) y sobre 
bioquimica (Arreguin et a/., 1993 y 1995); sin embargo, no se han llevado a cabo otros 
estudios sobre genética, reproduccidn, fisiologia, ecologia, zoogeografia, entre otros, 
por to que es urgente realizar en México este tipo de estudios. 

Como recurso explotable, las esponjas sdlo han entrado en esta categoria por 
la presencia de especies conocidas como “esponjas de bafo” que pertenecen a los 
géneros Spongia, Hippiospongia, Fusiospongia y Halichondria (Osorio, 1945 y Kinne, 
1977). Estas esponjas pueden ser utilizadas e industrializadas de diferente manera de 
acuerdo con sus diferentes caracteristicas: 

Por su consistencia fibrosa, las esponjas pueden esterilizarse y ser utilizadas 
como fibra de limpieza de uso doméstico, asi como para limpiar maquinaria de 
precision y cristales. 

Por su dureza, se han llegado ha utilizar como cubiertas de las calles, 

eDebido a que su fibra noes combustible, estas esponjas pueden utilizarse en la 
construccion de! esqueleto de armas, cohetes y barcos de guerra (Gémbz; com.pers.). 

Las esponjas también se han considerado como un recurso potencial por la 
presencia de diversos compuestos con actividad biolégica y/o farmacolégica que han 
sido aislados, purificados y caracterizados en estos organismos y que constituyen un 
rubro importante dentro de las llamadas “drogas marinas” (Faulkner, 1984; 1986; 1987; 
1990; 1991 y Youngken y Shimizu, 1974).  
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En|México se han realizado algunos estudios, en un esfuerzo regional desde 

1977, sobre la actividad antibistica e ictiotoxicidad de las esponjas del Golfo de México 

(Green, 1977 y Green et al., 1985), Caribe (Arreguin-Espinoza, 1998), en el Océano 

Pacifico (Cruz, 1984 y 1988 respectivamente) y Golfo de California (Betancourt, 1992 y 

Encarnacién y Kerr, 1992); sin embargo, no ha existido un trabajo continuo ni con una 

planeacién sistematica sobre el tema, lo que ha provocado que la participacién del pais 

a nivel mundial sea lamentablemente muy reducida y dispersa. Todos estos factores 

han impedido entender por qué estos animales tienen la capacidad de producir este 

tipo de compuestos de los cuales podemos obtener un beneficio no sélo para México 

sino para la humanidad entera. 

El estudio de algunos compuestos quimicos dentro de las esponjas marinas es 

importante por varias razones: 
I 

e Enriquece a la quimica organica, al aportar compuestos con estructuras poco 

comunes y, novedosas (Cruz, 1988). 

e Contribuye al conocimiento de la biosintesis de constituyentes quimicos, 

basdndose en aspectos fisiolégicos y bioquimicos celulares propios de la esponja. 
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o Revela la existencia de un estrecha relacién entre los organismos y su 

posicién taxonomica (quimiotaxonomia o sistematica bioquimica) (Bergquist y Hogg, 

1969; Bergquist et a/., 1984 y Faulkner, 1986). 
I 

e Aporta bases quimicas de la llamada ecologia quimica marina, para explicar 

las diversas relaciones bioldgicas entre los organismos asociados a las esponjas 

(competencia intra- e interespecifica, depredacién, comensalismo, mutualismo, entre 

otras) con’ respecto a la produccién de sustancias anti-incrustantes (antifouling), 

antimicrobianas e ictiotoxicas, entre otras (Faulkner, 1986 y Cruz, 1988). 

En lo que se refiere a la quimica de los organismos marinos, numerosos 

autores han realizado compendios de los trabajos publicados que incluyen al Phylum 

Porifera como: Halstead (1965), Premuzic (1971), Scheuer (1973), Golberg (1974), 

Minale (1976), Faulkner (1977, 1984, 1986-1988, 1990, 1991, 1994, 1996 y 1997), 

entre otros. En estos trabajos se puede apreciar la abundancia de compuestos 

quimicos que han sido aislados, purificados y caracterizados de las esponjas marinas; 

muchos de ellos muestran actividad bioldgica de interés para el hombre como 

antivirales,' antibacterianos, fungicidas, antihelminticos, insecticidas, cardioténicos, 

citot6xicos, anticancerigenos, antitumorales, ictiot6xicos, anticoagulantes, hipoténsicos, 

etc., y han 'venido a formar parte del desarrollo de la farmacognosia y la farmacologia 

marina. | 

I 

De este modo, se considera importante que en este campo, México realice un 

mayor esfuerzo por continuar el estudio de sus recursos bidticos marinos, en especial 

del Phylum Porifera, ya que asi no solo se fortalecera a ésta sino a varias disciplinas, 

involucradas de manera multi- e inter-disciplinaria. 

\ 
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GENERALIDADES 

PHYLUM PORIFERA 

El Phylum Porifera mas conocido como “esponjas” representa a los primeros 

metazoarios dentro de la escala filogenética y es el! Unico phylum que se ubica en el 

grado Parazoa; es decir, las esponijas son animales que carecen de verdaderas capas 
embrionarias (Barnes, 1987 y Brusca y Brusca, 1990) y cuyos cuerpos contienen 

numerosas aberturas por las cuales fluye y se bombea el agua (Latin: Porus = Poro , 

Ferre = Poseer) (Green y Bakus, 1994) (Figura 1). 

Las esponjas son organismos sésiles; comprenden aproximadamente 9,000 

especies descritas que incluyen a las 150 especies correspondientes al medio 

dulceacuicola (Brusca y Brusca, 1990), la mayoria son especies marinas. Estos 

organismos presentan una distribucion mundial; es decir, se encuentran desde la zona 
intermareal hasta el mar profundo, desde los polos hasta el ecuador (Green y Bakus, 

1994). 

Estos organismos dependen enteramente de la circulacién del agua a través de 
los ostios - canales inhalantes o aferentes - camaras coanociticas - canales exhalantes 
o eferentes - dsculo (‘sistema acuifero”), para abastecerse de los requerimientos 
nutricionales, para el intercambio gaseoso y para remover materia organica y 

metabolitos de desecho; por lo que existen diferentes tipos de organizacidon, siendo el 

mas sencillo la organizacién ascon, seguido del sicon (simple y complejo) y por ultimo 

el leucon (Bayer y Owre, 1968)(Figura 1). 

Se pueden distinguir otros sistemas: el sistema epitelial y el sistema 

esquelético. El cuerpo puede divididirse en tres regiones: el ectosoma, que 

corresponde a la regién mas externa de la esponja (corteza-dermis); e| coanosoma, 

donde se localizan las cAmaras coanociticas y el endosoma, que corresponde a la 
region interior de la esponja. 

Aunque se cree que las esponjas son organismos filtradores no selectivos, 

existe una selecci6n de acuerdo con el tamafo de particula ingerido, este tamano 
oscila alrededor de 50 mm en donde se puede considerar la presencia de bacterias, 
hongos, diatomeas, dinoflagelados y detritos (Bergquist, 1978). 

En el Phylum Porifera hay tanto reproduccién sexual como asexual (Bergquist, 

1978 y Barnes, 1987). Dentro de la reproduccién sexual existen especies dioicas y 

monoicas, tanto sincrénicas como asincrénicas; mientras que en la reproduccién 

asexual ocurren varios procesos tales como la fragmentacién, regeneracién, gemacién 

y la presencia de cuerpos reproductores asexuales llamados gémulas; estas ultimas 

son mas comunes en las especies de agua dulce. 

El sistema esquelético da el soporte fisico-mecanico al organismo y es utilizado 

como una de las caracteristicas primarias dentro de \a identificacién de las esponjas; 

puede estar constituido de materia organica y en muchos casos esta reforzado por 

componentes inorganicos (silice y carbonato de calcio). El componente organico esta 
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constituido por una, proteina estructural caracterizada por un arreglo fibrilar tlamada 
espongina, la cual suele arreglarse en fibras (Figuras 2 y 3). El material inorganico que 
compone al esqueleto de la esponja recibe e! nombre de espiculas, que pueden estar 
formadas de carbonato de calcio o de silice y su tamafio y forma pueden ser muy 
variado (Bergquist, 1978; Barnes 1987 y Green y Bakus, 1994)(Figura 4). 
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FIGURA 1. Diferentes tipos de organizacién del sistema acuifero en esponjas: A. Organizacién ascon. B. Organizacién sicon 
simple. C. Organizacion sicon compleja. D. Organizacién leucon. (Tomado de Bayer y Owre, 1968).     
  
  

_ Aunque hay Otros datos importantes para la identificacién de las esponjas: el 
tamafo, color, la forma (Figura 5), la consistencia y la textura; la mayoria de la 
sistematica porifera se basa en la composicién quimica y estructural del esqueleto. 

   



  
  

    
  

FIGURA 2. Ejemplos de estructuras retlculares: A. Estructura calinida. B. Estructura anisotrépica. C-D. Representacién de 

dos tractos o columnas plumosas. E. Reticulacién isodictial. F. Especializacién periférica da un esqueleto fibroreticular, 

caracteristico de Callyspongia. (Tomado de Wiedenmayer, 1977; D tomado de Bergquist, 1978). 

  

FIGURA 3. Tipos de fibras: A. Sdlida y opaca. B. Hueca y clara. C. Sedimento fino en el centro. D. Sedimento grueso 

incrustado. E. Espiculas propias en el centro. F. Centro con espiculas propias y ademas equinadas. (Tormado de De 

Laubenfels, 1953).       
  

  
Se reconocen actuaimente cuatro clases dentro del phylum: 1) Clase Calcarea 

o Calcispongiae, 2) Clase Hexatinellida o Hyalospongiae, 3) Clase Demospongiae y 4) 

Clase Sclerospongiae (Bergquist, 1978 y Green y Bakus, 1994). Sin embargo, Vacelet 

(1985 En Brusca y Brusca, 1990) no reconoce a esta ultima clase, relegando a sus 

miembros a las clases Calcérea y Demospongiae; por otro lado se ha sugerido también 

que ta Clase Hexactineilida debe ser removida del Phylum Porifera y colocada en el 

Phylum Symplasma (Bergquist, 1985). Actualmente, estas modificaciones no han sido



ampliamente aceptadas y se prefiere seguir trabajando con la clasificaci6n ya antes 

mencionada. \ 
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FIGURA 4. Megascleras. A-l. Trienas: A. Triena con rabdoma corto. B. Plagiotriena. C. Anatriena. D. Protriena. E. 
Mesotriena. F. Prodiena. G. Promonena. H. Ortotriena. I. Dicotriena. J-T. Monoaxénicas: J. Oxea fusiforme. K. Oxea hastada. 
L. Estrongiléxea. M. Estrongile. N. Tilote. O. Oxea centrotilote. P. Estile fusiforme. A. Estiloide. S. Tiloestile. T. Subtiloestile. 
Microscleras. U-X. Moncaxénicas: U. Microtiloestile. V. Micréxea centrotilote. W. Microestrongile. X. Microxea. Y-b. 
Sigmatoscleras: Y. Sigmas. Z. Toxa. a. Isoquela palmeada. b. Anisoquela palmeada. c-d. Asteres: c. Oxidster. d. 
Oxiesferdster. e. Esterroesferdster. (Tomado de Wiedenmayer, 1977}            
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FIGURA 5. Algunas formas comunes en espopnjas: A. Dos formas ramosas. B. Flabelada. C. Tubular. D. Vasiforme. E. 
Incrustante. F. Semiesférica. (Tomado de De Laubentels, 1953; F tomado de Gomez, 1982). 

      

  

En los ultimos treinta afos las técnicas modernas de la Biologia, Microscopia 

Electrénica, Histoquimica, Biologia Molecular, Ecologia Quimica, Buceo, entre otras, 

han proporcionado mayor informaci6én sobre este phylum que, por ende, ha conducido 

a que se le preste mayor atencién (Bergquist, 1985). Sin embargo, técnicas como Ia 
electroforesis del ADN no han tenido gran aportacién para el establecimiento de 
categorias sistematicas, ya que éstas han provoado mayor ambigiiedad a la 

sistematica existente; pero estudios genéticos de otra naturaleza junto con la 

quimiotaxonomia han dado un nuevo enfoque al estudio de las esponjas, por lo que 

han sido consideradas como una puerta abierta para la resolucién de la problematica 

sistémica del Phylum Porifera. 

     



ANTECEDENTES 

La esponja marina Xestospongia subtriangularis (Duchassaing 1850) es una 

especie endémica del Atldntico Tropical Oeste; registrada desde la costa oeste de 

Florida hasta Panama, que se encuentra en Bahamas, Cuba, Colombia, Jamaica, 
Puerto Rico, Islas Virgenes, Barbados, Brasil y Venezuela (De Laubenfels, 1936; 1953; 

Wiedenmayer, 1977; van Soest, 1980; Alcolado, 1981 y Zea, 1987). En México se 

distribuye a lo largo, del Sistema Arrecifal Veracruzano (SAV) y Caribe mexicano 

(Green, 1977; Green y Gémez, 1984 y Green et a/., 1986). 

El primer trabajo encontrado sobre los componentes quimicos de la especie es 

el realizado por Bergman y Feeney en 1949, la esponja recolectada en Biscayne Bay, 
Miami (1945 y 1948) | e identificada como Haliclona longleyi, fue procesada para un 
estudio quimico. La esponja se secé a temperatura ambiente y se extrajo la fraccién 
lipidica con acetona en un aparato de Soxhlet, la cual fue fraccionada con benceno y 
posteriormente saponificada. Se separaron los esteroles por medio de precipitacién y 

una vez acetilados se purificaron por recristalizaciones sucesivas, obteniendo un 
compuesto mayoritario (80%) cuya formula fue determinada por espectometria de 

masas ayudado por el andlisis de diferentes derivados, finalmente qued6 establecida 

como CagHagO. Sin embargo, debido a la carencia de tecnologia en la época no se 
iogré mas detalle. ' 

Después de este trabajo siguieron otros sobre la especie, pero ninguno de tipo 

quimico, solamente sobre la actividad biolégica de diferentes extractos obtenidos: 

En 1973, Stempien et al., investigando los extractos alcohdlicos de las esponjas 
recolectadas en Jamaica y en British Virgin Island encontraron que la esponja 

Xestospongia subtriangularis identificada como Neopetrosia longleyi produce la 
aglutinacién de los huevos de erizo de mar. 

En 1977, Green realizo un trabajo sobre ecologia téxica en esponjas marinas; el 
estudio fue realizado tanto en el campo (Arrecife La Blanquilla, Veracruz) como en el 
laboratorio, utilizando para las pruebas a los peces Carassius auratus y Halichoeres 
bivittatus. En este trabajo la esponja X. subtriangularis identificada como Neopetrosia 
longieyi presenté actividad téxica, causando la muerte de los peces a las 12-16 h de 
haber sido colocado el extracto disuelto en agua destilada, con lo caul fue catalogada 
como una esponja de toxicidad menor a la media. 

En este mismo estudio se llevé a cabo el analisis del contenido estomacal de 23 
especies de peces recolectados en el arrecife La Blanquilla, Veracruz; en donde se 
encontraron tanto esponjas toxicas como no tdxicas y entre ellas se registré a la 
esponja X. subtriangularis. Un dato importante es el del pez Pornacanthus paru cuyo 
contenido estomacal lo! constituy6 en un 75 % de material porifero. 

En ese mismo aio, Craft y Keller lievaron a cabo algunos estudios preliminares 
en cuanto a la actividad antibidtica de diferentes esponjas caribefas sobre la anémona 
de manglar Aiptasia tagetes. X. subtriangularis identificada como X. longileyi resulté ser 
una de las nueve esponjas catalogadas como fuertemente antibidticas, ya que causan 
la muerte de la anémona en menos de 15 min. en este caso la extraccién se realizd 

I 

I 8



  

con etanol (EtOH)(5 mL de EtOH/g de peso humedo), 8 mL de extracto crudo etandlico 

fue evaporado y colocado en 25 mL de agua de mar y se adicioné al medio en donde 

se localizaban las anémonas. Estos mismos autores indican que la mayoria de las 

esponjas estudiadas también ejercen actividad antimicrobiana y en algunos casos 

actividad ictiotéxica; sin embargo, no especifican de que especies de esponjas se 

trata. 

En 1985, Green et al. realizaron un estudio sobre Ja actividad antimicrobiana e 

ictiotoxica de las esponjas marinas de las aguas mexicanas. Para las pruebas 

microbiolégicas se usé la técnica de sensidisco, utilizando 1 mL del sobrenadante del 

extracto metandlico aplicado en el sensidisco de 5 mm de didmetro. X. subtriangularis 

fue inactiva contra Staphylococcus aureus, Salmonella typhy y S. dysenteriae. Para la 

prueba de ictiotoxicidad se usaron 25 mL del sobrenadante del extracto metandlico 

(una vez evaporado y resuspendido en 200 mL de agua de acuario), el pez utilizado 

para la prueba fue Lebistes sp. (guppy); X. subtriangularis resulto ser no téxica para el 

pez de prueba. 

Haciendo una revisién del género Xestospongia se han _ identificado 

aproximadamente 35 especies (Anexo D), de las cuales el 37.1 % (13 especies) se 

estudiaron desde el punto de vista quimico. Hay varios estudios sobre el Género 

Xestospongia sp.; pero ninguno de éstos involucra a la especie X. subtriangularis. Asi, 

se han obtenido aproximadamente 200 compuestos reunidos en los siguientes grupos 

(Anexo A y B): |. Hidrocarburos (9 compuestos), Il. Acidos organicos y ésteres de 

Acidos (22 compuestos), Ill. Alcoholes (4 compuestos), IV. Aminas (8 compuestos), V. 

Terpenoides (13 compuestos), VI. Heterociclicos (47 compuestos), Vil. Quinonas (27 

compuestos) y Vill. Esteroles (73 compuestos). 

De éstos, el 46 % (92 compuestos) poseen actividad bioldgica (Anexo C): 

Actividad antiviral 

Actividad antimicrobiana 

Fungicida 

Actividad antitumoral 

Actividad citotéxica 

Inhibidor de la actividad enzimatica y/u hormonal 

Actividad anticancerigena : 
Actividad antihelmintica 

Insecticida 

Actividad vasodilatadora 

Actividad ictiotéxica 
Actividad cardioténica 

Actividad antialérgica o
o
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Es evidente que el género Xestospongia es de gran interés para los cientificos 

desde el punto de vista farmacolégico y, por todo lo mencionado anteriormente; cabe 
resaltar entonces, ja importancia de estudiar a la especie X. subtriangularis de |a cuai 

hasta la fecha no han sido estudiados los componentes quimicos que la caracterizan 

(con técnicas e instrumentacién moderna), solamente se han realizado estudios 

preliminares de su actividad y que ademas, es una especie distribuida en aguas 

mexicanas. 

 



| 
OBJETIVOS | 

Los objetivos generales del presente trabajo son: 

| 

1. Contribuir al conocimiento de los recursos naturales marinos de las costas 

mexicanas, en especial del Phylum Porifera y, 

  

Il. Contribuir al conocimiento de los componentes quimicos del Phylum Porifera, 

mediante el estudio de la esponja marina Xestospongia subtriangularis 

(Duchassaing 1850), recolectada en aguas tropicales mexicanas (Golfo de 

México). 

| 
Ill. Enriquecer el conocimiento de la actividad antimicrobiana de algunos de los 

compuestos quimicos obtenidos de la esponja Xestospongia subtriangularis. 

Los objetivos particulares del trabajo son: 

i 
© Obtener material bioldgico de la esponja marina xX. subtriangularis 

(Duchassaing 1850) en cantidad suficiente para llevar a cabo un estudio de los 

componentes quimicos del mismo. 

© identificar y redescribir a la esponja marina X. subtriangularis (Duchassaing 

° Aislar y purificar los componentes de cada uno de ios diferentes extractos 

que se obtengan de ia esponja mediante el uso de técnicas cromatograficas 
convencionales. | 

1850). 

° Caracterizar y determinar la estructura molecular de los constituyentes 
quimicos de la esponja marina X. subtriangularis que se hayan podido aislar y purificar 

en cantidades suficientes. 

o Realizar una evaluacién biolégica preliminar de los extractos crudos y de los 
metabolitos aislados mediante bioensayos sencillos y reproducibles de actividad 

antimicrobiana. 

i 
° Divulgar los resultados en los foros apropiados que se dispongan 

(conferencias, congresos, entre otros), asi como, en publicaciones en revistas de 

prestigio cientifico. 
| 

| 

   



  

AREA DE MUESTREO 

© Clima. 

Las costas de Veracruz tienen un clima tropical a subtropical con una 

temperatura media anual entre 26 y 28 °C y una precipitacién anual de 1,100 a 2,000 

mm (Ferre D’Amare, 1985). La mayor parte del afio los vientos dominantes son del 

noreste y el este, aunque pueden ser del sureste durante el verano; de octubre a 

marzo se presentan de 15 a 20 invasiones de aire polar conocidas como “nortes”, con 

una duracién de 2 a 6 dias cada una y a velocidades de 12 a 45 Km/h, con rachas 

hasta de 110 a 120 Km/h (Carricart-Ganivet y Horta-Puga, 1993). De agosto a octubre 

la zona sufre de fa presencia de huracanes, que producen la mayoria de las ltuvias 

durante ese periodo (Ferre D’'Amare, 1985). 

e Hidrologia. 

Las temperaturas medias diarias del agua son mas bajas en enero (19.8 °C) y 

mas altas en agosto (31.0 °C); por otro lado, las salinidades varfan de 20.6 a 35.4 ppm 

(Grivel-Pifia, 1979). Las masas de agua que rodean al arrecife se clasifican de tres 

tipos segun Villalobos (1971) : a) aguas ocednicas, b) aguas costeras y c) aguas de 

mezcla, las cuales hacen fluctuar tanto la temperatura como la salinidad del agua de 

manera diaria, estacional y anual. La zona presenta un tipo de marea diurna 

(Secretaria de Marina, 1980). 

e Ubicacién. 

EI arrecife Isla Verde se encuentra localizado dentro del Sistema Arrecifal 
Veracruzano (SAV) correspondiente a la zona sur de Veracruz. Este sistema se 

encuentra dividido en dos grupos por la desembocadura del Rio Jamapa-Atoyac; el 

arrecife Isla Verde se localiza en el grupo del norte junto con los arrecifes de Punta 
Gorda y Punta Majagua, Galleguilla, Anegada de adentro, La Blanquilla, La Gallega, 

Pajaros, Hornos, Isla Sacrificios y Punta Mocambo (Figura 6). 

° Batimetria y tipo de fondo. 

En general, las plataformas arrecifales del SAV presentan una profundidad 

entre 0.5 a 2.0 m; estan formadas de arena de origen coralino y restos de moluscos, 

principalmente conchas de bivalvos y gasterdpodos, estan presentes pequefios 

parches de Thalassia testidinum (pasto marino), zonas de coral y zonas de restos 

esqueléticos de coral. Las especies coralinas mas abundantes son Diploria clivosa, D. 

strigosa, Siderastrea radians, Porites astreoides y P. porites (Carricart-Ganivet y Horta- 

Puga, 1993). 
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En cuanto a los taludes arrecifales, no existen zonas marcadas; las mayores 

profundidades van desde los 12 hasta los 46 m en barlovento y de 9 a 20 m en 

sotavento; las pendientes son variables, desde suaves hasta abruptas paredes a 18-26 

m en barlovento (Carricart-Ganivet y Horta-Puga, 1993). 

e Arrecife Isla Verde. 

El arrecife Isia Verde es de tipo plataforma y se localiza a los 19° 11’ 50” latitud 

norte y 96° 04’ 06” longitud oeste, a 5.37 Km de la costa mas cercana. Su eje mas 

largo es en direccién noroeste-sureste con 1.12 Km y su parte mas ancha mide 750 m. 

En su extremo sur presenta un pequefio cayo de 225 m de longitud por 125 m de 

anchura, conocido como Isla Verde (Carricart-Ganivet y Horta-Puga, 1993)(Figura 6). 

 



a: 
MATERIAL

 
Y METODO 

RECOLECTA | 

Para el desarrollo de este trabajo se llevaron a cabo dos recolectas de material 

porifero (Xestospongia subtriangularis) en las cercanias del arrecife Isla Verde, 

Veracruz (Figura 7): | 

  
  

  

  

TEMPERATURA 

FECHA PESO HUMEDO TOTAL | SUPERFICIAL DEL AGUA 

7 - 8 de junio de 1995 5.960 Kg 29.8 °C 

23 de junio de 1996 2.8038 Kg 37.6°C               
  

La recolecta se realizé mediante buceo scuba o auténomo, con la colaboracién 

de los M. en C. Joel Ortega Ortiz y Alberto Delgado Estrella. Cada buzo ilevé una red 

de colecta y una tabla de acrilico para anotar los datos correspondientes y 

caracteristicas de cada organismo recolectado, tales como, la profundidad, tipo de 

sustrato, tamafio felativo (chico, mediano y grande, asociaciones con otros 

organismos, entre otros. Todos estos datos son de importancia para ta identificacién de 

los ejemplares (Gomez com.pers.; van Soest, 1980 y Vazquez, 1994). 

Cabe mencionar que los ejemplares de talla mediana (> 20 cm) y grande (> 50 

em) no fueron recolectados totalmente, sino que mas bien fueron “podados”; es decir, 

se cortaron pedazos o fragmentos del ejemplar sin extraerlo totalmente. Los 

ejemplares de talla chica (< 20 cm) fueron menos numerosos dentro de la recoleccién. 

| 

Una vez en'ta isla, el material se limpid con agua de mar in situ de manera 

manual para eliminar organismos y material sedimentario que la esponja pudiera 

presentar adherido; para posteriormente colocarla en bolsas de plastico previamente 

etiquetadas con una clave de recolecta. Cada bolsa fue pesada en una balanza 

romana y colocada dentro de una hielera para su congelacion por medio de hielo seco 

y para su trastado sal Laboratorio 021 del Instituto de Ciencias del Mar y Limnologia 

(ICMyL), (primera recolecta) y al Laboratorio 2-6 del Instituto de Quimica (IQ), UNAM 

(segunda recolecta) ambos en la Ciudad de México. 

La recolecta de material se realizé en forma aleatoria en los alrededores de Isla 

Verde (dentro y fuera de la laguna arrecifal) sin hacer excepcién en cuanto al tamano y 

color de los ejemplares (caracteristicas muy visibles) ya que el objetivo fue tomar una 

muestra representativa de la especie. 
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En la tabla de /acrilico se transcribieron a una libreta de campo los siguientes 

datos: } 

eClave de recolecta 

oLugar y fecha'de recolecta 
. { , 

oProfundidad a la cual se recolecto 

eColor 

. __ | 
eConsistencia . 

I 

eTamafio ' 

eTipo de sustrato 

eObservaciones generales (asociaciones) 

i 

Esta informacién, ademas de contribuir a la identificaci6n de la especie, 
también fue de apoyo para la elaboracién de la discusion de este trabajo. 

' 

También se tomaron diapositivas por medio de una camara subacuatica, las 

cuales serviran para la exposicién del examen de grado y/o difusién de resultados en 

conferencias 0 congresos. 

I 

| 

ABUNDANCIAIRELATIVA 

' 

Para conocer de manera aproximada el numero de esponjas de esta especie 

en el arrecife Isla Verde se procedié a realizar transectos de 50 m lineales a lo largo de 
los cuales se realizaron cuadrantes de 25 m’ (Figuras 8 y 9). 

! 

Estos transectos-cuadrantes se realizaron de manera radial a partir de la 

region central de la laguna arrecifal iniciando con un transecto A con direcci6n hacia el 
norte, seguido de un transecto B a 45° al este y asi sucesivamente hasta completar un 

total de ocho transectos durante los dias 22-24 de junio de 1996. 

De este modo se realizaron dos tipos de conteo, uno por transecto, 

considerando unicamente las esponjas X. subtriangularis que quedaron sobre la linea 

de transecto y segundo, el conteo por cuadrante (cada cuadrante de 25 m* de area 

separados entre si cada 5 m en la misma linea de transecto y girado 45° al este con 
respecto a cada linea de transecto).  
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FIGURA 8. LOCALIZACION DE LOS TRANSECTOS EN EL AREA DE ESTUDIO 
(Arrecife Isla Verde). 
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FIGURA 9. LOCALIZACION DE LOS CUADRANTES EN EL 
| AREA DE ESTUDIO (Arrecife Isla Verde). 

 



  

Es importante sefialar que la abundancia de una especie es indicador del papel 

ecolégico que desempefia en una comunidad; una especie muy abundante puede 

también ser una especie dominante en esa comunidad y por tanto, es interesante 

conocer si en el arrecife isla Verde X. subtriangularis es o no una especie de este tipo. 

IDENTIEICACION TAXONOMICA E INCORPORACION DENTRO DE LA COLECCION 

Tanto en la primera como en la segunda recolecta se separé un total de siete 

ejemplares (5 y 2 respectivamente) destinados para la confirmacién taxonémica de la 

especie. Estos ejemplares fueron colocados en un frasco de vidrio el cual se etiquet6 

de acuerdo con las especificaciones de Gomez (com.pers.) y fijados en etanol (EtOH) 

al 70 % para su depésito formal en el Lab. 021 del ICMyL, UNAM. 

La identificacién de la especie se realizé siguiendo e! método utilizado en el 

laboratorio para la identificacién de esponja (Green y Gomez, 1984 y Vazquez, 1994) y 

fue confirmada por la Bidl. Patricia Gomez, encargada de estas actividades en el 

laboratorio, asi como de la coleccién de! Phylum Porifera. Esta coleccién se localiza en 

el mismo laboratorio y contiene ejempiares del Océano Pacifico, Golfo de California, 

Golfo de México y del Mar Caribe. Los ejemplares recolectados y separados para dicho 

fin se anexaron a dicha colecci6n. 

De uno de los ejemplares se realizaron dos preparaciones para ser analizadas 

en el Microscopio Electrénico de Barrrido (MEB) tocalizado en el mismo instituto bajo la 

direccién de la Bidl. Yolanda Hornelas; estas fotografias son de gran utilidad para 

confirmar la morfometria de las espiculas. La técnica seguida en este punto fue la 

modificada del método de Green y Gémez (1984) y utilizada por Vazquez (1994). 

MATERIAL Y EQUIPO: DETERMINACION DE PROPIEDADES FISICAS, 

CROMATOGRAFIAS, ESPECTROSCOPIA Y ESPECTROMETRIA 

Los puntos de fusion se determinaron en un aparato Fisher-Johns en grados 

Celsius (°C) y no estan corregidos. 

Las rotaciones Opticas se determinaron en un polarimetro Jaco Dip-360 con 

fampara de sodio, en cloroformo (CHCls). Indice de rotacion: [alp =a/ Cx! (a- 

rotacién observada en el polarimetro a 589 nm, C - concentracién en g/mL, | - longitud 

de ta celda, 1 dm). 

 



  

Para las cromatogratias en capa fina (CCF) se usaron cromatofolios DC. 

Aufolien Kieselgel 60 F 254 Merck, idminas de 20 cm X 20 cm X 0.2 mm; como 
reveladores lamparat UV Spectroline Modelo CX-20 a A 254 y 365 nm y solucién de 
sulfato cérico amsnico al 1 % en acido sulftirico 2 N. 

Para las cromatografias en columna (CC) se utilizd Silica Gel Kieselgel 60 GF 
254 como fase estacionaria, utilizando los mismos tipos de reveladores que la CCF. 

Para las cromatografias en fase reversa Cia (CCRev) se utilizaron columnas 
LOT HO7557, Bakerbond Octadecilsilano articulada a Sitica-Gel 40 pm APD 60 °A. J. 
T. Baker. 

Para las cromatografias en placa preparativa (CCP), se utilizaron placas de 20 
X 20 cm y de 2, 1, 0.5 y/o 0.25 mm de espesor Merck Kieselgel 60 F-254 con indicador 
de fluorescencia y placas Macherey-Nagel SIL G-50 UV 254. 

| 

Los espectros en el infrarrojo (IR) se obtuvieron en un espectrofotémetro Nicolet 
Magna 750 FT-IRSX, en disolucién de CHCl3. Las absorciones se dan en cm 1 

I 

Los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) se determinaron a 200, 
300 y 500 MHz en el caso de 'H, y a 50, 75 y 125 MHz para RMN "°C; para lo cual se 
utilizaron espectrémetros analiticos Varian-Gemini 200, Varian-UNITY 200, Varian 
VXR-300 y Varian-UNITY PLUS 500, utilizando como disolvente deutero- 
cloroformo(CDCls). Los desplazamientos quimicos (5) estan dados en partes por millon 
(ppm) y referidos al tetrametil-silano (TMS) como referencia interna. Se utilizaron 
secuencias de pulsos para experimentos de desacoplamiento y por transferencia de 
polarizacién en 'H y)PC: DEPT y APT (diferencia entre metilos, CHs-; metilenos, -CH)- 
y metinos, =CH-) y espectros bidimensionales de correlacion homonuclear 'H-'H, 
(COSY), de correlacién heteronuclear “C-'H a un enlace (HMQC), y a través de 2 y 3 
enlaces (HMBC); asi como también experimentos de doble resonancia (irradiaciones). 

i 

Los andlisis por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas 
(CG/EM) se realizaron en un cromatégrafo Hewlett Packard 5985-B, usando una 
coltumna HP Mod. PAS 1701, de 25 mde largo por 0.32 mm de didmetro y grosor de la 
pelicula de 0.25 um. Los espectros de masas por impacto electrénico (IE) se 
determinaron a 70 eV en un espectrémetro JEOL JMS-AX505HA. Los espectros de 
alta resolucién por bombardeo rapido de atomos (FAB*) se determinaron a 6 kV 
utilizando como matriz alcohol meta-nitrobencilico y como gas ionizante xenén en un 
espectrometro JEOL-SX102A. 

20 

 



  

  

OBTENCION DE LOS EXTRACTOS 

A. Primera recolecta. 

A.a. Esponja procesada en humedo (esponja fresca). 

En el Laboratorio 021, las esponjas recolectadas fueron descongeladas para 

pesarlas en una balanza gravimétrica; se tomaron 5.478 Kg de esponja; se cortaron en 

pedazos pequefios y se homogenizaron por medio de una licuadora con metanol 

(MeOH) al 99 %, el cual de acuerdo con Crews y Naylor (1985) es el disolvente mas 

adecuado para !a extraccién de compuestos organicos. El material homogenizado se 

colocé en frascos de vidrio previamente lavados y etiquetados para ser transportados 

al Lab. 2-6 del IQ. 

En dicho laboratorio, el homogeneizado se filtré en un embudo Bichner y papel 

filtro Whatman No. 2 a presién reducida; el residuo respectivo se volvid a colocar en 

MeOH y este proceso se repitio seis veces. El material residual fue colocado en la 

campana de extraccién para secarse completamente a temperatura ambiente; 

posteriormente se colocé en bolsas de plastico para obtener el peso seco total de la 

esponja procesada (983.9 g peso seco después de la extraccién). 

EI extracto metanélico-acuoso se concentré por destilacién a presién reducida 

en un rotavapor Biichi 011 hasta obtener un volumen aproximado de 300 mL. Este 

extracto obtenido de la esponja fresca (XsF) se fracciond por particién en un embudo 

de separacién de dos litros con diferentes disolventes de polaridad creciente: éter de 

petréleo (EP), acetato de etilo (AcOEt) y butanol (BuOH). El fraccionamiento y los 

pesos correspondientes a cada fraccién una vez que se eliminé el disolvente por 

destilacién a presién reducida se pueden observar en la figura 10. 

A.b. Esponja procesada en seco (esponja seca). 

El resto de la esponja (482 g peso himedo) se procedié a secar en una charola 

de papel aluminio en la campana de extraccién a temperatura ambiente. La esponja 

una vez seca (XsS = 263.4 g peso seco) se molid en un molino de mano y se 

obtuvieron fos extractos por percolacién usando diferentes disolventes de polaridad 

creciente: EP, AcOEt, acetona (A) y MeOH. Los pesos correspondientes a cada 

fraccién, una vez que se elimind ef disolvente por destilacién a presién reducida, se 

pueden observar también en Ja figura 10. En este caso, al concentrar el extracto 

metandlico se obtuvo un precipitado el cual se filtré y se lavé con dicloro-metano 

(DCM). Posteriormente se elimind el DCM obteniéndose un residuo XsSMeOH/DCM; al 

filtrado también se le elimind el disolvente por destilacidén obteniéndose el residuo 

XsSMeOH. 

21 
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EI precipitado una vez lavado con DCM dio prueba positiva para la presencia de 
cloruros (Cl) con una solucién de nitrato de plata (AgNOs)(formacién de un precipitado 
blanco de AgC!)(Figura 10). 

B. Segunda recolecta. 

B.a. Esponja procesada en himedo (esponja fesca). 

El material de la segunda recolecta se trabajé del mismo modo; en este caso se 
tomaron 802.9 g y se maceraron con MeOH al 80 % y el resto (2.0 Kg) se secé a 

temperatura ambiente (inciso B.b.). 

El extracto metandlico-acuoso de la esponja fresca (Xs2F) (160.6 g peso seco 

después de la extraccién) se fraccioné por particisén en un embudo de separacién de 

500 mL con diferentes disolventes de polaridad creciente: EP, DCM, AcOEt y MeOH. 
Los pesos correspondientes a cada fraccién una vez que se elimind el disolvente por 

destilaci6n a presién reducida se pueden observar en la figura 11. En este caso, 
nuevamente la fraccién metandlica formé un precipitado que dio prueba positiva para 

la presencia de cloruros (Cl) (Figura 11). 

    
B.b. Esponja procesada en seco (esponja seca). 

Por otro lado, la esponja una vez seca (Xs2S = 432.5 g peso seco) se molid y 
se obtuvieron los extractos por percolacién, usando diferentes disolventes de polaridad 

creciente: EP, DCM, AcOEt, acetona y MeOH. Los pesos correspondientes a cada 
fracci6n se pueden observar en la figura 11. El extracto aceténico y metandlico 
formaron un precipitado que también dio prueba positiva para la presencia de cloruros. 

SEPARACION DE LOS COMPONENTES QUIMICOS DE LA ESPONJA Y 
PREPARACION DE DERIVADOS. 

A. Primera recolecta. 

A.a. Esponja fresca: 

De las fracciones obtenidas anteriormente, la fraccidn de EP con un peso de 
13.1 g (XsFEP), se dividié en tres porciones. La primera porcién (1.9 g) se analizé por 
separacion de acidos y neutros (Figura 10); la segunda porcién (997.5 mg) se sometio 
a un andlisis preliminar por cromatografia en columna (CC) sobre Silica-Gel (Figura 10) 
y la tercera porcién que corresponde al resto de la fraccién de éter de petrdleo (10.2 
g)(XsFEP’) también se separd por cromatografia en columna (CC) sobre Silica-Gel. 
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FIGURA 11. ANALISIS QUIMICO DE LA ESPONJA MARINA Xestospongia subtriangularis 

. SEGUNDA RECOLECTA (JUNIO, 1996) 
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|. ANALISIS PRELIMINAR POR SEPARACION DE ACIDOS Y NEUTROS DE 
LA FRACCION DE ETER DE PETROLEO DE LA ESPONJA FRESCA 
(XSFEP). 

e Separacion de compuestos acidos y neutros. 

Una muestra de 1.911 g de la fraccioén de éter de petrdleo (XsFEP) se disolvié 

en acetato de etilo (AcOEt) y se extrajo en un embudo de separacién con una solucién 

acuosa de hidréxido de sodio (NaOH) al 5 % (tres extracciones con un volumen de 50 

mL cada una). Posteriormente !a fase organica se lavé con agua hasta tener un pH 
neutro de las aguas de lavado; se secé con sulfato de sodio (Na2SO.), se filtré y se 
elimind el disolvente por destilacién al vacio, obteniéndose 1.269 g de compuestos 
neutros (XSN, 66.4 %) (el espectro en el IR de esta fraccién indicé la presencia de 
compuestos acidos residuales) (Figura 12). 

La fase acuosa alcalina se acidul6 con una solucién de acido clorhidrico (HCI) al 
25 % y se extrajo en AcOEt (tres veces con volumenes de 50 mL cada una). La fase 

organica como en el caso anterior, se avd con agua, se secd con Na2SO, y se elimind 
el disolvente por destilacién al vacio. Se obtuvieron 575.1 mg de compuestos acidos 
(X8A, 30.1 %) (Figura 12). 

o Separacion por cromatograftia de la fraccién neutra (XsN). 

De ta fraccién neutra se tomaron 1.096 g y se sometid a cromatografia en 

columna de Silica-Gel 60 Merck F-254 (13.7 g de silica, muestra preadsorbida, 14.5 cm 

X 1.5 cm de didmetro) como eluyentes se usaron EP y mezclas de éste con AcOEt en 

orden creciente de polaridad, obteniéndose 50 fracciones de 20 mL cada una (Tabla 
1). 

Tabla 1. SEPARACION POR CROMATOGRAFIA EN COLUMNA DE 
LA FRACCION NEUTRA (XSN = 1.0961 g). 

  

  

  
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

          

CLAVE DE LA PESO 
ELUATOS FRACCION (mg) ELUYENTE 

1-7 XsN-A 10.3 EP, EP-AcOEt 95:5 
8 XsN-B 407.3 EP-AcOEt 95:5 

9 XsN-C 17.4 EP-AcOEt 95:5 
* 10-16 XsN-D 60.3 EP-AcOEt 9:1 
17-23 XsN-E 262.6 EP-AcOEt 9:1, EP-AcOEt 8:2 
24-27 XsN-F 18.0 EP-AcOEt 8:2 
28-32 XsN-G 24.0 EP-AcOEt 8:2, EP-AcOEt 6:4 
33-37 XsN-H 60.9 EP-AcOEt 6:4 
38-40 XsN-I 15.7 EP-AcOEt 6:4, EP-AcOEt 4:6 
41-46 XsN-J 43.9 EP-AcOEt 4:6, AcOEt 
47-49 XsN-K 31.0 AcOEt 

50 XsN-L 47.6 AcOEt-MeOH 8:2         
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La fraccién XsN-B (407.3 mg, 37.2 %) result6 ser por medio del analisis de su 

espectro en el infrarrojo (IR) y resonancia magnética nuclear de hidrogeno (RMN 'H) a 

200 Mhz, una mezcia de ésteres metilicos de acidos grasos los cuales se analizaron 

por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG/EM) (Figura 12). 

La fracci6n XsN-D (60.3 mg, 5.5 %) se caracterizo por medio de su espectro en 

el IR y RMN 'H a 200 MHz como una mezcla de acidos grasos residuales. 

La fraccién XsN-E (262.6 mg, 24 %) resulté ser por medio de su espectro de 

RMN 'H a 200 MHz y por su espectro de masas por impacto electrénico (EM-IE), una 

mezcla de esteroles en fa cual el componente mayoritario se identific6 como el 

clionasterol (LXXI) (Figura 12). 

La fraccién XsN-J (43.9 mg) se purificd por cromatografia en capa preparativa 

(CCP) de Silica-Gel de 20 por 10 cm y 0.5 mm de espesor. Como sistema de elucién 

se us6 DCM-Acetona 9:1 y la placa se desarrollé dos veces (2x). Se obtuvo una banda 
que revelé de color azul con una solucién acida de sulfato cérico, la cual se extraj6 con 

AcOEt. Posteriormente se eliminé el disolvente obteniéndose 11.8 mg (XsN-Ja) de un 

producto que por RMN 'H a 200 MHz resulté ser una mezcla del 7a- y 7B- 

hidroxiclionasterol (LXXVIII y LXXX) (Figura 12). 

o Esterificacién de la fraccién acida. 

A 133 mg de los acidos (XsA) obtenidos de la separacién de acidos y neutros, 

se disolvieron en 5 mL de éter etilico (Et,O) y se les agrego una soluci6n etérea de 

diazometano (CH)Nz2), obtenida a partir de 165 mg de N-nitroso-N-metilurea. Se dejd 
reposar durante 6 h, después de las cuales se elimind el disolvente. 

El resultado de la reaccion (XsAMet) se purificé por cromatograffa en columna 

(CC) sobre Silica-Gel 60 Merck F-254 (3.5 g de silica, muestra preadsorbida, 7 cm X 1 

cm de diametro) usando EP y mezclas de éste con DCM como eluyentes en orden 
creciente de polaridad. La fraccién elulda con EP-DCM 1:1, XsAMet-B (53 mg), se 

caracterizé por medio de su espectro de RMN 'H a 200 MHz como una mezcla de 

ésteres metilicos de acidos grasos, los cuales se analizaron por CG/EM (Figura 12). 

° Acetilacion de fa fraccién XsN-E 

De la fraccién XsN-E se tomo una muestra de 89.9 mg, se disolvid en 0.5 mL de 
DCM y se le agregé piridina y de anhidrido acético (Ac20) (3 y 6 gotas 
respectivamente); se dejd reposar a temperatura ambiente y se siguidé el curso de la 

teaccién por cromatografia en capa fina (CCF). Cuando la reaccién !legé a su término, 

se elimind el exceso de reactivos por evaporacién, mediante una corriente de nitrogeno 

(Ne). 

El resultado de la reaccién (XsN-EAc) se sometié a purificaci6n por CC sobre 

Silica-Gel 60 Merck F-254 (3.5 g de silica, aplicacién directa, 6.1 cm X 1 cm de 

diametro) eluyendo con EP, EP-DCM 1:1 y DCM, obteniendo un total de 9 fracciones 
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de 10 mL. En las ifracciones eluidas con EP/DCM 1:1 se obtuvieron los acetatos 

correspondientes: XsN- EAcA (28.4 mg) y XsN-EAcB (21.6 mg), la primer fraccién fue 

analizada también Por CG/EM (Figura 12). 

li. ANALISIS PRELIMINAR POR CROMATOGRAFIA EN COLUMNA DE 
LA ; 

FRACCION!DE ETER DE PETROLEO DE LA ESPONJA FRESCA 
(XsFEP). : 

Una pequefia muestra (997.5 mg) de fa fraccién de éter de petréleo (XsFEP) se 

separé por CC de Silica- Gel 60 Merck F-254 (13.4 g de Silica, muestra preadsorbida, 

columna de 14 cm de alto por 1.5 cm de didmetro) eluyéndose con EP y mezclas de 

polaridad creciente de EP y AcOEt. Se obtuvieron 59 fracciones de 10 mL, las cuales 

se reunieron de |acuerdo con la similitud de sus componentes analizados por 

cromatografia en capa fina (CCF) (Tabla 2, Figura 13). 

Tabla 2. SEPARACION POR CROMATOGRAFIA EN COLUMNA DE LA FRACCION 
DE ETER DE PETROLEO DE LA ESPONJA FRESCA (XsFEP = 997.5 mg). 

  
  

  

  

  

  

  

  

          

CLAVE DE LA PESO 
ELUATOS | _ FRACCION (mg) ELUYENTE 

8-9 XsFEP-A 301.2 EP-AcOEt 95:5 

10-17 XsFEP-B 113.8 EP-AcOEt 95:5, EP-AcOEt 9:1 

18-25 XsFEP-C 178.9 EP-AcOEt 9:1, EP-AcOEt 8:2 

26-41 XsFEP-D 60.6 EP-AcOEt 8:2, EP-AcOEt 6:4 
EP-AcOEt 6:4, 

42-52 : XsFEP-E 17.2 EP-AcOEt 4:6, AcOEt 
53-59 1 XsFEP-F 56.0 AcOEt, AcOEt-MeOH 8:2           

' 

La fracci6n XsFEP-A (301.2 mg, 30.2 %) por medio det andalisis de su espectro 

en el IR y RMN 'H a 200 MHz, se caracterizé como una mezcla de ésteres metilicos de 

acidos grasos los cuales se analizaron por CG/EM. 

La fraccién XsFEP-B (113.8 mg, 11.4 %) resulté ser por medio de sus espectros 

en el IR y de RMN 'H a 200 MHz una mezcia de Acidos grasos (Figura 13). 

La fracci6én XsFEP-C (178.9 mg, 17.9 %), analizada espectroscépicamente 

result6 ser una | imezcla de esteroles siendo el componente mayoritario el clionasterol 

(LXXI) (Figura 13). 
| 

La fracci6n XsFEP-E (17.2 mg, 1.72 %) se purificd por CCP (20 X 10 cm X 0.5 

mm de espesor, sistema de elucién DCM-A 7:3, 1x). La fraccién de interés XsFEP-Ea 

(3.5 mg) resulté ser la mezcla del 7a- y 7B-hidroxiclionasterol (LXXVIII y LXXX) 

(mancha azul),'la cual se reunié con fa obtenida en la fraccién XsN-J (Figura 13). 

I 
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FIGURA 13. ANALISIS PRELIMINAR POR CROMATOGRAFIA 
EN COLUMNASOBRE SILICA GEL DE LA FRACCION 
DE ETER DE PETROLEO (XsFEP). 
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lll. SEPARACION POR CROMATOGRAFIA EN COLUMNA DEL RESTO 
DELA FRACCION DE ETER DE PETROLEO DE LA ESPONJA FRESCA 
(XsFEP’). ' 

i 

El resto de ja fraccién de éter de petrdéleo con un peso de 10.2 g (XsFEP’) 

también se separd por CC sobre Silica-Gel 60 Merck F-254 (405 g de Silica, muestra 

preadsorbida, 21 cm de alto por 5 cm de didmetro), se utilizaron como eluyentes EP y 

mezclas de polaridad creciente de EP-AcOEt (95:5, 9:1, 8:2, 6:4, y 4:6) y mezcla de 

AcOEt-MeOH 8:2 y,por ultimo acetona (A). Se obtuvieron 74 fracciones de 150 mL, las 

cuales se reunieron de acuerdo con la similitud de sus componentes analizados por 

CCF como se muestra en la tabla 3 (Figura 14). 

Tabla 3. SEPARACION POR CROMATOGRAFIA EN COLUMNA DE LA FRACCION 
DE ETER DE PETROLEO DE LA ESPONJA FRESCA (XsFEP’ = 10.2 g). 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

              

" CLAVE DE LA 
ELUATOS "_ FRACCION PESO ELUYENTE 

1-2 : _XsFEP'-A 43.5 mg EP 

3 '__XsFEP’-B 15.5 mg EP 
4 '__XsFEP’-C 4.4mg EP-AcOEt 95:5 

5 ____XsFEP’-D 0.9 mg EP-AcOEt 95:5 
6 ___XsFEP’-E 1.7 mg EP-AcOEt 95:5 
7 : XsFEP’-F 2.1 mg EP-AcOEt 95:5 

8-9 XsFEP'-G 4.0038 g EP-AcOEt 95:5 

10 XsFEP’-H 62.2 mg EP-AcOEt 95:5 

11-21 XsFEP’-I 1.6679 EP-AcOEt 95:5, EP-AcOEt 9:1 

22-28 XsFEP’-J 2.3842 g EP-AcOEt 9:1, EP-AcOEt 8:2 

29-31 XsFEP’-K 289.3 mg EP-AcOEt 8:2 
32-34 XsFEP’-L 104.1 mg EP-AcOEt 8:2 
35-48 XsFEP’-M 700.1 mg EP-AcOEt 8:2, EP-AcOEt 6:4 

EP-AcOEt 6:4, 
49-61 XsFEP’-N 312.5 mg EP-AcOEt 4:6, AcOEt 

62-64 ! XsFEP’-O 224.2 mg AcOEt 
65-66 A XsFEP’-P 46.7 mg AcOEt 

67-69 ! XsFEP’-Q 45.8 mg AcOEt, AcOEt-MeOH 8:2 

70-71 " XsFEP’-R 177.6 mg AcOEt, ACOEt-MeOH 8:2 

72-74 ' XsFEP’-S 86.1 mg AcOEt, AcOEt-MeOH 8:2, A 
      

Las fracciones XsFEP’-A (43.5 mg, 0.43 %), XsFEP’-B (15.5 mg, 0.15 %) y 

XsFEP'’-C (4.4 mg, 0.04 %) una vez analizadas por medio de sus espectros de 

resonancia magnética nuclear proténica (RMN 'H) a 200 MHz se catalogaron como 
mezclas de hidrocarburos las cuales se analizaron individualmente por CG/EM. En las 

dos ultimas fracciones se detecté la presencia de posibles compuestos terpenoides 

(Figura 14). I 
| 
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Las fracciones XsFEP’-G (4.004 g, 39.25 %) y XsFEP’-H (62.2 mg, 0. 61 %) 
resultaron ser, de acuerdo con sus datos espectroscdpicos en el IR y de RMN ‘H a 200 

MHz, ésteres metilicos de dcidos grasos, los cuales posteriormente se analizaron por 

separado por CG/EM. 
I 

La fraccién/XsFEP’-| fue analizada de manera similar y se caracterizé como una 
mezcla de acidos grasos (16.28 %). 

| 

La fraccién' XsFEP"-J (2.384 g, 23.37 %) por medio de su espectro de RMN ‘Ha 

200 MHz resulté ser una mezcla de esteroles; de esta fracciOn se tomaron 2.058 g y se 

sometieron a recromatografia en columna (ver mas adelante). 

La fraccién XsFEP’-M (700.1 mg, 6.86%) se sometid a recromatografia en 

columna sobre Silica-Gel 60 Merck F-254 (12.2 g de silica, muestra preadsorbida, 8.7 

cm X 2 cm de didmetro) eluyéndose con DCM y mezclas de DCM-A de polaridad 
creciente. La fraccién eluida con DCM-A 98:2, XsFEP’-MB (182.4 mg) se identificé por 

CCF como el 7-oxoclionastero! (LXXV) (mancha de color amarillo). 

I 

La fraccion XsFEP’-N (312.5 mg, 3.06 %) se purificé de manera similar 

obteniéndose 110 mg del 7a- y 7B-hidroxiclionasterol (LXXVIII y LXXX) (mancha azul 

en CCF). : 

; 
I 

° Separacién por recromatografia en columna de la fraccién XsFEP’-J. c 

De la fraccién XsFEP’-J se tomaron 2.058 g los cuales se sometieron a 

recromatografia'en una columna de Silica-Gel 60 Merck F-254 (20.5 g de silica, la 
muestra preadsorbida, 10.2 cm X 1.5 cm de didmetro), utilizandose como eluyentes EP 

y mezclas de EP-DCM 1:1, DCM y DCM-A 99:1, 98:2, 96:4, 9:1, 8:2, 6:4, 2:8 y A. Se 
obtuvieron 80 fracciones de 50 mL cada una, las cuales se reunieron de acuerdo con 
la similitud de su composicién analizados por CCF (Tabla 4, Figura 14). 

Tabla 4. SEPARACION POR RECROMATOGRAFIA EN COLUMNA DE LA 
FRACCION DE ETER DE PETROLEO XsFEP’-J (2.058 g) OBTENIDA DE LA 

' COLUMNA PRIMARIA DE LA ESPONJA FRESCA. 

  
  

  
  

  

  

  

  

  

  

  

        

"7 CLAVE DELA PESO 
ELUATOS FRACCION (mg) ELUYENTE 

1-3 XSFEP’-JA 2.5 EP 
45° XsFEP’-JB 2.6 EP, EP-DCM 1:1 
6 XSFEP'-JC 10.2 EP-DCM 1:1 

7-8 XsFEP’-JD 43.5 EP-DCM 1:1 
Qo. XsFEP’-JE 38.9 EP-DCM 1:1 

10-11 | XsFEP-JF 217.6 EP-DCM 1:1, DCM 
120 XsFEP’-JG 371.5 DCM 
13° XsFEP’-JH 48.6 DCM 

14-15 | XsFEP’-JI 26.4 DCM           
 



  

  

CONTINUACION 
  
  

  
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

      

CLAVE DE LA 
ELUATOS FRACCION PESO ELUYENTE 

16-18 XsFEP’-JJ 40.7 DCM, DCM-A 99:1 

19-20 XsFEP’-JK 72.5 DCM-A 99:1 

21-28 XsFEP’-JL 160.3 DCM-A 99:1, DCM-A 98:2 

29 XsFEP’-JM 35.3 DCM-A 98:2 

30-32 XsFEP’-JN 110.3 DCM-A 98:2 

33-35 XsFEP'-JO 70.8 DCM-A 98:2, DCM-A 96:4 

36-37 XsFEP’-JP 43.2 DCM-A 96:4 : 

38-46 XsFEP’-JQ 53.3 DCM-A 96:4 

47 XsFEP’-JR 4.8 DCM-A 9:1 

48-53 XsFEP’-JS 112.6 DCM-A 9:1, DCM-A 8:2 

54-56 XsFEP'-JT 70.8 DCM-A 8:2 
57-60 XsFEP’-JU 32.7 OCM-A 8:2 
61-62 XsFEP’-JV 26.4 DCM-A 8:2, DCM-A 6:4 

63-64 XsFEP’-JW 78.8 DCM-A 6:4 
65-68 XsFEP'-JX 36.7 . DCN-A 6:4 
69-73 XsFEP’-JY 34.3 DCM-A 6:4, DCM-A 2:8 
74-80 XsFEP’-JZ 15.6 DCM-A 2:8, A         
  
  

La fraccién XsFEP’-JG (371.5 mg) de la anterior recromatografia, se cristaliz6 
de DCM-MeOH obteniéndose el clionasterol (LXXI) como un sdlido (212.8 mg) de 

punto de fusién (pf.) 134-136° y un indice de rotacién dptica [a}p -31.7°, determinado 

en cloroformo (CHCls). Se obtuvo una segunda cosecha del compuesto por 

recristalizacién de las aguas madres que peso 70.1 mg. 

La fraccién XsFEP’-JL (160.3 mg) fue lo suficientemente homogénea para ser 
analizada en RMN ‘'H (200 y 500 MHz) y RMN ‘$C (50 6 125 MHz); asi como en el IR y 
en espectrometria de masas por IE. Los resultados permitieron la identificacién del 7- 
oxoclionasterol (LXXV) (Figura 14), dicho compuesto se observé como una mancha de 

color amarillo en CCF al revelarse con una solucién acida de sulfato cérico y el cual 

presento pf. 100-105° y [ap -46°. , 

La fraccién XSFEP’-JN (110.3 mg) se sometié a recromatograffa en columna de 
Silica-Gel 60 Merck F-254 (18.4 g de silica, aplicacién directa, 12.56 cm X 2.5 cm de 

didmetro), utilizandose como eluyentes DCM y mezclas de DCM-A de polaridad 

creciente. Posteriormente las fracciones eluidas con DCM-A 99:1 y 98:2 (XsFEP’-JNC 
= 30.7 mg) se separaron por CCP (10 X 20 X 0.5 mm, DCM-A 9:1, 4x) se logré obtener 
dos fracciones de interés las cuales se extrajeron con DCM-A 3:1. La fraccién menos 

polar (XsFEP’-JNCa, 12.7 mg) fue identificada por CCF como el 7-oxoclionasterol 

(LXXV) (mancha de color amarillo); en tanto que la fraccién mas polar (XsFEP’-JNCc, 

0.9 mg) se identific6 por CCF como el 7a- y 7B-hidroxiclionasterol (LXXVIII y LXXX) 

(mancha de color azul). Este ultimo (2 mg) también se obtuvo por CCP (10 X 20 X 0.25 

mm, DCM-A 9:1, 5x) de la fraccién XsFEP’-JND (12.7 mg, eluida con DCM-A 96:4 y 
9:1). 
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: 

La fraccién XsFEP’-JO (70.8 mg) se purificé de manera similar a la anterior, 
proporcionando pequefias cantidades adicionales de 7-oxoclionasterol (LXXV) (14.3 
mg) ) (Figura 14). 

il 

Las fracciones XsFEP’-JP (37.7 mg, 1.83%) y XsFEP’-JQ (63.4 mg, 3.07%) se 

purificaron por CCP (10 X 20 X 0.5 mm, DCM-A 9:1, 3x y 4x respectivamente), y 

también se logré obtener pequefias cantidades tanto del 7-oxoclionasterol (LXXV) 

(XsFEP’-JPb=0.5 mg y XsFEP’-JQb=7.0 mg) como del 7a- y 7B-hidroxiclionasterol 
(LXXVIII y LXXX) (XSFEP’-JPf =4.7 mg y XsFEP’-JQe=19.6 mg) ) (Figura 14). 

Las fracciones XsFEP’-JPb y XsFEP’-JQb se reunieron con la fracci6n XsFEP’- 
JNCa y se marcaron con Ja clave Xs7OC (7-oxoclionasterol LXXV) para realizar 

estudios de RMN. ' 

' 
En tanto que las fracciones XsFEP’-JPf y XsFEP’-JQe se reunieron con las 

fracciones XsFEP’-JNCc y XsFEP’-JNDc y se nombraron como Xs7HC (7a- y 7B- 

hidroxiclionasterol, LXXVII y LXXX); una vez reunidas (27 mg) se sometieron a 
purificacién por CCP (10 X 20 X 0.5 mm, DCM-A 9:1, 3x) obteniéndose dos fracciones 

de interés Xs7HC-a (10.7 mg) y Xs7HC-b (19.7 mg). El 7a- y 7B-hidroxiclionasterol se 

obtuvo en la fraccién Xs7HC-b como un soélido de pf. 136-137° y [a] p -46°. La fraccién 

menos polar se caracterizé como un producto de descomposicién por oxidacién del 

anterior el cual no se pudo identificar. 

A.b. Esponja seca : 

A.b.1. Extracto de éter de petrdleo (XSSEP). 

El extracto de EP obtenido por percolacién de la esponja seca (XsS = 263.4 g 
peso seco; XsSEP = 1.719 g) se separé por CC sobre Silica-Gel 60 Merck F-254 (50 g 

de silica, muestra preadsorbida, columna de 12.5 cm de alto por 4 cm de diametro) 

eluyéndose con EP y mezclas de polaridad creciente de EP-AcOEt y ACOEt-MeOH. Se 

obtuvieron 72 fracciones de 100 mL cada una, las cuales se reunieron de acuerdo con 

la similitud de sus componentes analizados por CCF (Tabla 5, Figura 15). 

| Tabla 5. SEPARACION POR CROMATOGRAFIA EN COLUMNA 
DEL EXTRACTO DE ETER DE PETROLEO OBTENIDO POR PERCOLACION 

DE LA ESPONJA SECA (XsSEP = 1.7 9). 
  

  

  

  

  

  

  

  

CLAVE DE LA PESO 
ELUATOS ' FRACCION (mg) ELUYENTE 

1-3 XsSEP-A 12.8 EP 
4-6 ! XsSEP-B “ee EP, EP-AcOEt 95:5 
7-9 XsSEP-C 114.7 EP-AcOEt 95:5 

10-13 | XsSEP-D 187.1 EP-AcOEt 95:5 
14-16 | XsSEP-E 65.3 EP-AcOEt 95:5               
  

  

i 34



  
  

CONTINUACION 
  
  

  
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

              

CLAVE DE LA 
ELUATOS FRACCION PESO ELUYENTE 

17-23 XsSEP-F 570.6 EP-AcOEt 95:5 

24-29 XsSEP-G 77.4 EP-AcOEt 95:5, EP-AcOEt 8:2 

30-31 XsSEP-H 38.6 EP-AcOEt 8:2 

32-35 XsSEP-I 58.0 EP-AcOEt 8:2 

36-37 XsSEP-J 18.8 EP-AcOEt 8:2 

38-39 XsSSEP-K 38.9 EP-AcOEt 8:2 

40-43 XsSEP-L 64.4 EP-AcOEt 8:2, EP-AcOEt 4:6 

44 XsSEP-M 47.2 EP-AcOEt 4:6 

45-48 XsSEP-N 49.7 EP-AcOEt 4:6 

49-53 XsSEP-O 52.5 EP-AcOEt 4:6, AcOEt 

54-56 XsSEP-P 11.2 AcOEt 

57-63 XsSEP-Q 14.4 AcOEt 

64-72 XsSEP-R 78.3 AcOEt-MeOH 8:2, AcOEt-MeOH 6:4 
  
  

***Peso no determinado. 

La fraccién XsSEP-C (114.7 mg, 6.7 %) resulté ser por medio de su espectro de 

RMN 'H a 200 MHz como mezcla de ésteres grasos de esteroles. Esta fraccién se 

sometié a recromatografia en columna de Silica-Gel 60 Merck F-254 (6 g de silica, 

preadsorcién, 7 cm X 2 cm de didmetro) utilizandose como eluyente EP y mezcias de 

EP-AcOEt de polaridad creciente. 

La fraccioén XsSEP-D (187.1 mg, 11 %) por medio de sus espectros en el IR y 

de RMN 'H a 200 Mhz, resulté ser una mezcla de acidos grasos. 

La fraccién XsSEP-F (570.6 mg, 33.56 %) se analizo espectroscépicamente y 

se caracterizé como una mezcla de esteroles que se purificé por recromatografia en 

columna (ver mas adelante). 

Las fracciones XsSEP-J (18.8 mg), XSSEP-K (38.9 mg), XSSEP-M (47.2 mg) y 

XsSEP-N (49.7 mg) se sometieron cada una por separado para su purificaci6n a una 

serie de cromatografias tanto en columna fase reversa Cig (CCRev) (aplicacién 

directa, capacidad de 3 mL) como de fase normal sobre Silica-Gel 60 Merck F-254 y 

cromatografia en capa fina preparativa. Finalmente se obtuvieron 4.7 mg del 7- 

oxopetrosterol (LXXVII). 

Las fracciones XsSEP-M y XsSEP-N proporcionaron ademas 6.2 mg y 15.1 mg 

respectivamente del 7a- y 7B-hidroxipetrosterol (LXXXII y LXXXIl). 

35 

  

 



  

  

  

  

  

      

    

  

  
  

  
    

  
  

  

      

        

  

  

      

        
  

  

        
  

  

          
  

  

      

      

  

  

              

  

              
  

              

    ddssx       

(THXXX1 A IIXXXT) 

JOUALSOUWLAd CHAXXTD) 
4TXOUCIH-A <0, | POUFLSOULAdOXO-L 

q A 

a i ; (IXXD 
| BW OPE Bw F1¢ OWALSOWLAd 

‘ fd-daSsx Id-dassx A 

(WIXXXT4 HXXXD 1 A 

cronies UIAKXT ' st Ti 

“TXOUCIH-AL £ OL “” OWALSOWLAdOXO- 
“ aL dOXOrL MaA-dHSsx Sd-dSsx 

4 a FA A 
Oe tw 
iv be--ye--oe-- i ‘ I 

(doe 28 FOL) SOULS 

: ; vRntrio3 40 Savas 
VWALLVUVddd VOVTd Nd VIEVHOOLY WOUND VidVaDOLVWONISa 

OIA VSUTASY SVJ "WNIN'TO9 NF SVIVYOOLVNOD Fa sosvud E 

VAISAONS ALES VNN WV NOWSLLAWOS 3S OdVYVdaS YOd SOdIDY i 

A 

SUL 6p BUT Le aw O'g€ Sug sl OLS Sw 281 JULbII 

-dSsx W-daSsx M-dassx {-daSsx dA-dassx d-dassx l-daSsx 

jvaawio | He ee ee, 
9 VIS. —— 

eee 

YNWN109 Na 

VHVHOOLWWOUD VLOJIOOSY VWHAWIYd V1 3G VORS WfNOdS3 
JEL T V1 30 OGINSLSO O319"L3d 30 HALA 

4d OLOWYALX3 130 SISIIYNY 'S} VENI 

   



  

  

eSeparacién por recromatografia en columna de la fraccion XsSEP-F. 

La fraccién XsSEP-F (570.6 mg) se sometié a recromatografia en columna de 

Silica-Gel 60 Merck F-254 (22.8 g de silica, muestra preadsorbida, 7.6 cm X 3 cm de 

diametro) utilizandose como eluyente EP y mezclas de EP-DCM (1:1), DCM, mezclas 

de DCM-A (99:1, 98:2, 96:4, 9:1, 8:2, 6:4 y 4:6), acetona y mezclas de acetona-MeOH 

(8:2). Se obtuvieron 87 fracciones de 100 mL cada una, las cuales se reunieron de 

acuerdo con la similitud de sus componentes analizados por CCF (Tabla 6, Figura 15). 

De la fraccién XsSEP-FE (57.8 mg) después de purificarse por CCP (10 X 20 

cm X 1mm, DCM-A 98:2, 3x) y cristalizarse de DCM-MeOH, se logré obtener 50.9 mg 

de un sdlido de pf. 115-117° y [a] p -27.11°, ef cual fue identificado 

espectroscépicamente como petrosterol (LXXIII). 

Tabla 6. SEPARACION POR RECROMATOGRAFIA EN COLUMNA DE LA 
FRACCION DE ETER DE PETROLEO OBTENIDA DE LA COLUMNA PRIMARIA 

DE LA ESPONJA SECA XsSEP-F (570.6 mg). 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

            

CLAVE DE LA PESO 
ELUATOS FRACCION (mg) ELUYENTE 

1-5 XsSEP-FA 2.1 EP 
6 XsSEP-FB 2.2 EP-DCM 1:1 

7-8 XsSEP-FC 3.5 EP-DCM 1:1 
9-10 XsSEP-FD 1.4 EP-DCM 1:1 
11-12 XsSEP-FE 57.8 DCM 
13-14 XsSEP-FF 2.5 OCM 

15-19 XsSEP-FG 10.1 DCM, DCNM-A 99:1 
20-24 XsSEP-FH 10.5 DCM-A 99:1, DCM-A 98:2 
25-26 XsSEP-FI 51.1 DCM-A 98:2 

27-32 XsSEP-FJ 34.6 DCM-A 98:2 
33-35 XsSEP-FK 35.7 DCM-A 96:4 
36-44 XSSEP-FL 22.7 DCM-A 96:4, DCM-A 9:1 
45-48 XsSEP-FM 18.9 DCM-A 9:1 

49-52 XsSEP-FN 29.4 DCM-A 8:2 
53-60 XsSEP-FO 17.7 DCM-A 8:2 

61-74 XsSEP-FP 24.1 DCM-A 6:4, DCM-A 4:6 
75-87 XsSEP-FQ 19.5 OCM-A 4:6, A, A-MeOH 8:2         
Las fracciones XsSEP-Fi (51.1 mg) y XsSEP-FJ (34.6 mg) se separaron por 

CCP (10 X 20 X 0.5 mm, eluyendo con DCM-A 9:1, 2x y EP-A 7:3, 3x respectivamente) 

proporcionando 43.7 mg y 9.8 mg de un producto que revela como una mancha de 

color amarillo con una solucién acida de sulfato cérico. Este producto presento pf. 116- 

ux y [a]o -77.56° y se identific6 espectroscépicamente como el 7-oxopetrosterol 

XVII). 
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‘De la fraccién XsSEP-FK (35.7 mg) se obtuvo por CCP (10 X 20 X 1 mm, DCM- 
MeOH 95:5, 4x) 32.5 mg de un producto de pf. 122-124° y [a] p -7.54°, éste se observé 
como una mancha de color azul al ser revelada con una solucién acida de sulfato 
cérico y fue identificado espectroscépicamente como el 7a- y 78-hidroxipetrosterol 
(LXXXII y LXXXIN). * 

i 

A.b.2. Extracto de acetato de etilo (XsSAcOE?). 

Del extracto'de acetato de etilo obtenido de la percolacién de la esponja seca 

(XsSAcOEt = 452.1! mg) se tomaron 433.3 mg y se separaron por CC sobre Silica-Gel 
60 Merck F-254 (20 g de silica, muestra preadsorbida, 8 cm X 2.5 cm de didmetro) 
utilizandose como eluyentes EP, DCM, mezclas de DCM-A (95:5, 9:1, 8:2, 6:4, 4:6), 

mezclas de A-MeOH 8:2 y MeOH. 

Las fracciones XsSAcOEt-D (19.6 mg) y XsSAcOEt-F (22.1 mg) eluidas con 
DCM-A 95:5 y 9:1 y con DCM-A 9:1 respectivamente, después de purificarse por 
cromatografia en columna fase reversa (CCRev) (aplicacién directa, 3 mL) y 

posteriormente pot CC de Silica-Gel 60 Merck F-254 se obtuvieron 2.3 mg del 7- 
oxopetrosterol (LXXVII). Asi mismo, se obtuvo de la fraccién XsSACOEt-F, 3.7 mg del 
7a- y 7B-hidroxipetrosterol (LXXXII y LXXXIH). 

B. Segunda recolecta. 

' 
B.a. Esponja fresca: 

| 

Las fracciones de EP, DCM y AcOEt obtenidas por particion del extracto 

metanglico de la esponja fresca de la segunda recolecta se reunieron (Xs2FEP = 3.603 
g) ) (Figura 11). De esta fraccién total se tomaron 3.454 g, los cuales se separaron por 

medio de CC sobre Silica-Gel 60 Merck F-254 (74 g de silica, muestra preadsorbida, 8 
cm X 3.5 cm de di&metro) utilizandose como eluyente EP, mezclas de éste con AcOEt 
(95:5, 9:1, 8:2, 6:4 .y 4:6), ACOEt, mezclas de ACOEt-MeOH 8:2 y finalmente MeOH. Se 
obtuvieron un total de 90 fracciones de 150 mL cada una, las cuales se reunieron de 

acuerdo con la similitud de sus componentes por CCF (Tabla 7, Figura 16). 

Tabla 7. SEPARACION POR CROMATOGRAFIA EN COLUMNA DE LA FRACCION 
OBTENIDA POR PARTICION DE LA ESPONJA FRESCA (Xs2FEP = 3.454 9). 

  

  

| CLAVE DE LA 

  

  

  

  

                

ELUATOS __| FRACCION PESO ELUYENTE 

1-3 1 Xs2FEP-A 11.7 mg EP 

4-8 Xs2FEP-A 1.6 mg EP 
9 3 Xs2FEP-C 0.4 mg ‘_EP-AcOEt 95:5 
10 \ Xs2FEP-D 885.9 mg EP-AcOEt 95:5 
   



    

CONTINUACION 
  
  

  
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

          

CLAVE DE LA 

ELUATOS FRACCION PESO ELUYENTE 

11-12 Xs2FEP-E 31.9 mg EP-AcOEt 95:5 

13-20 Xs2FEP-F 89.8 mg EP-AcOEt 95:5 

21-24 Xs2FEP-G 1.0264 g EP-AcOEt 9:1 

25-36 Xs2FEP-H 211.7 mg EP-AcOEt 9:1, EP-AcOEt 8:2 

37-50 Xs2FEP-i 215.7 mg EP-AcOEt 8:2 

51-56 Xs2FEP-J 109.1 mg EP-AcOEt 8:2, EP-AcOEt 6:4 

57-62 Xs2FEP-K 67.1 mg EP-AcOEt 6:4 

63-71 Xs2FEP-L 128.2 mg EP-AcOEt 6:4, EP-AcOEt 4:6 

72-76 Xs2FEP-M 61mg EP-AcOEt 4:6, AcOEt 

77-79 Xs2FEP-N 39 mg AcOEt 

80-84 Xs2FEP-O 159.5 mg AcOEt, AcOEt-MeOH 8:2 

85-88 Xs2FEP-P “ AcOEt-MeOH 8:2 

89-90 Xs2FEP-Q 380.6 mg MeOH     
  
  

***Paso no determinado. 

La fraccion Xs2FEP-D (885.9 mg, 25.65 %) resulté ser por su espectro de 

RMN 'H a 200 Mhz, una mezcla de ésteres metilicos de Acidos grasos que se sometio 

a andalisis por CG/EM (Figura 16). 

La fraccién Xs2FEP-F (89.8 mg, 2.60 %) se comparé por CCF con la fraccién 

XsA y, se caracterizé como una mezcla de acidos grasos, los cuales se sometieron a 

una reaccién de esterificacién utilizando una solucién etérea de diazometano (CH2Ne) 

durante 24 h a temperatura ambiente; posteriormente se purificé por medio de una 

percolacién en columna (1 g de silica, aplicacién directa de la muestra, de 3 cm de alto 

X 9.9 cm de didmetro) eluyendo con EP obteniéndose la mezcla de los ésteres 

metilicos correspondientes (Xs2FEP-FMetA = 38.5 mg), la cual se sometié a analisis 

por CG/EM (Figura 16). 

La fraccién Xs2FEP-G (1.0264 g, 29.72 %) se caracterizé por CCF como una 

mezcla de esteroles de la cual se tomaron 106.9 mg para realizar una reaccion de 

acetilacién (10 gotas de Ac,O + 5 gotas de piridina). El resultado de la reaccion 

Xs2FEP-GAc se sometié a percolacién para purificarse eluyendo con EP y mezclas de 

EP-DCM de polaridad creciente; asi la fraccién Xs2FEP-GAcB (76.1 mg) eluida con 

EP-DCM 1:1, correspondié a la mezcla de los acetatos correspondientes que se 

analiz6 posteriormente por CG/EM. Ademas se realizé un estudio comparativo entre 

las fracciones Xs2FEP-G y XsFEP’-JG de RMN ‘H_ a 500 MHz. 

La fraccioén Xs2FEP-J (109.1 mg, 3.16 %) formé un precipitado que se filtro 

(103.9 mg) y se identificé por RMN ‘H a 200 MHz y CCF como ei 7a- y 78- 

hidroxiclionasterol (LXXVIII y LXXX) ya antes encontrado en otras fracciones. 
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FIGURA 16. ANALISIS DEL EXTRACTO DE ETER DE PETROLEO 
OBTENIDO DE LA ESPONJA FRESCA DE LA SEGUNDA 
RECOLECTA (Xs2FEP). 
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B.b. Esponja seca: 

Los extractos de EP, DCM y AcOEt obtenidos por percolacién de la esponja 

seca y molida de la segunda recolecta (Xs2S = 432.5 g peso seco) (figura 11) se 

reunieron (Xs2SEP = 9.337), de esta fraccién total se tomaron 7.025 g y se sometieron 

a CC sobre Silica-Gel 60 Merck F-254 (140.5 g de silica, muestra preadsorbida, 14.5 cm 

X 5.5 cm de didmetro) eluyéndose con EP, mezclas de polaridad creciente de EP-AcOEt 

(9:1, 8:2, 6:4, 4:6, 2:8), ACOEt, mezclas de AcOEt-MeOH (8:2 y 6:4) y MeOH. 

Se obtuvieron un total de 125 fracciones de 200 mL cada una, las cuales se 

reunieron de acuerdo con la similitud de sus componentes por CCF (Tabla 8, Figura 17). 

Tabla 8. SEPARACION POR CROMATOGRAFIA EN COLUMNA DE LA FRACCION 

OBTENIDA POR PERCOLAGION DE LA ESPONJA SECA (Xs2SEP = 7.0248 g). 

  
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

                

CLAVE DE LA 
ELUATOS FRACCION PESO ELUYENTE 

1 Xs2SEP-A 7.9 mg EP 

2-3 Xs2SEP-B 19.3 mg EP 

4-8 Xs2SEP-C 5.4 mg EP 

9-12 Xs2SEP-D 840 mg EP 

13-14 Xs2SEP-E 34 mg EP 
15-19 Xs2SEP-F 746.9 mg EP 

20-29 Xs2SEP-G 3.0761 g EP 

30-38 Xs2SEP-H 32.3 mg EP, EP-AcOEt 9:1 

39-61 Xs2SEP-| 215.3 mg EP-AcOEt 9:1, EP-AcOEt 8:2 

EP-AcOEt 8:2, 

62-85 Xs2SEP-J 303.6 mg EP-AcOEt 6:4, EP-AcOEt 4:6 

86-90 Xs2SEP-K 70.1 mg EP-AcOEt 4:6 
91-98 Xs2SEP-L 308.9 mg EP-AcOEt 2:8, AcOEt 
99-106 Xs2SEP-M 63.8 mg AcOEt 
107-113 Xs2SEP-N 588.5 mg AcOEt-MeOH 8:2 

AcOEt-MeOH 6:4, 

114-125 Xs2SEP-O 449.9 mg AcOEt-MeOH 4:6, MeOH 
  
  

Las fracciones Xs2SEP-A (7.9 mg, 0.11 %) y Xs2SEP-B (19.3 mg, 0.27 %) se 

analizaron por RMN ‘H y/o CG/EM permitiendo determinar la presencia de 

hidrocarburos y de posibles compuestos terpenoides (Figura 17). 

La fracci6n Xs2SEP-D (840 mg, 11.96%) eluida también con EP, resulté ser por 

medio de su espectro de RMN 'H a 200 Mhz, una mezcla de ésteres grasos de 

esteroles que se purificé por medio de CC sobre Silica-Gel 60 Merck F-254 (25.7 g de 

silica, muestra preadsorbida, 8 cm X 3 cm de didmetro) eluyéndose con EP y mezclas 
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de polaridad creciente de EP y DCM. Seguido de CCP (20 cm X 20 cm X 2 mm de 
espesor, DCM-EP 55:45; 10 cm X 20 cm X 2 mm, CHCly-EP 1:1 y 10 X 20 X 2 mm, 
CHCls-EP 1:1 respectivamente, 1x); obteniéndose 289.8 mg de la mezcla de esteroles 
esterificados con acidos grasos (Figura 17). 

: 

La fraccion' Xs2SEP-F (746.9 mg, 10. 63 %) eluida con EP se caracterizé por 

medio de sus espectros en el IR y de RMN 'H a 200 MHz como una mezcla de acidos 

grasos. \ 

| 

La fraccion Xs2SEP-G (3.0761 g, 43.8 %) se sometid a recromatografia en 
columna sobre Silica-Gel 60 Merck F-254 (61.5 g de silica, muestra preadsorbida, 15 
cm X 3.5 cm de didmetro) utilizando como eluyente EP y mezclas de EP y DCM de 
polaridad creciente, 

La fraccién Xs2SEP-GD (615.5 mg) eluida con EP-DCM 1:1, result6 ser una 
mezcla de acidos grasos por lo que esta fraccién se reunié con la fraccién primaria 

Xs2SEP-F (746.9 mg) (Figura 17). De esta fraccién total se tomaron 78.8 mg que se 

esterificaron con CH2Ne, posteriormente la mezcla de ésteres metilicos obtenidos se 

purificé por CC Silica-Gel 60 Merck F-254 (5 g de silica, muestra preadsorbida, 1.6 cm 
X 6 cm de didmetro) eluyendo con EP y mezclas de EP-DCM de polaridad creciente, 
en donde la fracci6n Xs2SEP-FMetC (2.5 mg) eluida con EP-DCM 95:5 y 9:1 

’ correspondié a la mezcla de ésteres metilicos que fue analizada también por CG/EM. 

En la fracci6n Xs2SEP-GE (1.072 g) eluida con EP-DCM 1:3 se observé por 
CCF la presencia'de esteroles, por lo que se tomaron 100.4 mg de esta fraccién y se 

acetilaron (10 gotas de Ac,O + 5 gotas de piridina). El resultado de la reaccion se 

purificé por percolacién eluyendo con EP y mezclas de éste con DCM de polaridad 

creciente; la fracci6n Xs2SEP-GEAc (42.5 mg) correspondié a los acetatos de los 
esteroles respectivos los cuales se analizaron por CG/EM y por RMN 'H a 500 MHz 
(Figura 17). La fracci6n Xs2SEP-GE también se analiz6 de manera comparativa por 

RMN 'H a 500 MHz con la fracci6n XsFEP’-JG. 
I 

. t 

La fraccién Xs2SEP-! (215.3 mg, 3.06 %) (Tabla 8) se sometid a 
recromatografia en columna sobre Silica-Gel 60 Merck F-254 (15 g de silica, muestra 

preadsorbida, 7.5 cm X 3 cm de didmetro) utilizando como eluyentes EP, DCM y 
acetona y mezcias de éstos de polaridad creciente. La fraccidn Xs2SEP-IG (23.2 mg) 
se someti6 a CCP (10 X 20 X 0.25 mm, DCM-A 9:1, 2x) obteniéndose 1 mg de 7- 
oxoclionasterol (LXXV) (Figura 16), el cual se identificS por comparacién con el 

compuesto ya antes identificado en el material de la primera recolecta Xs70C (XsFEP’- 
J, XSFEP’-M y XsFEP’-N). 

: 

I 
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WV. REACCIONES Y DERIVADOS. 

° Acetilacién del clionastero} (LXXI). 

| 

Se tomé una muestra de clionasterol (26.8 mg) y se le afiadié anhidrico acético 

{Ac20) y piridina’ (5 y 2 gotas respectivamente), la mezcla se dejé reposar a 
temperatura ambiente y se siguié el curso de la reaccién por CCF. Una vez finalizada 
la reaccion se eliminé el exceso de reactivos mediante una corriente de nitrégeno (No). 

El residuo obtenido se cristalizé en DCM-MeOH obteniéndose el acetato 
correspondiente (LXXII) como un sdlido (XsFEP’-JGAc) de pf. 140-141° (pf. registrado 

140- 141°; DPN, 1996). Este acetato se analizé por CG/EM y por espectroscopia de 
RMN 'H a 300 MHz, °C a 75 MHz, COSY, DEPT y HETCOR. 

i 
i 

o Acetilacién del 7-oxoclionasterol (LXXV). 

El 7-oxoclionasterol (LXXV) obtenido de la fraccién XsFEP’-JO (14.3 mg) se 
sometio a reaccién de acetilacién (5 gotas de Ac,O + 2 gotas de piridina), obteniendo 
el acetato correspondiente el cual tuvo que ser purificado nuevamente por CCP (10 X 
20 X 0.25 mm, EP-AcOEt 8:2, 2x). Se logré obtener un total de 8 mg de acetato det 7- 

oxoclionasterol (LXXV); éste fue analizado por RMN 'H a 200 y 500 MHz, 8c a 125 

MHz, DEPT, , COSY, HMBC y HMQC. 

; 

o Acetilacién del 7a- y 7B-hidroxictionasterol (LXXVIII y LXXX). 

: 

De la mezcla del 7a- y 7B-hidroxiclionasterol (LXXViIl y LXXX) obtenido de la 
fraccién XsFEP’-N se tomaron 52.4 mg y se sometieron a reaccién de acetilacién (10 
gotas de Ac,O + 3 gotas de piridina) durante 24 h a temperatura ambiente, 

posteriormente,'e! resultado de la reaccién se purific6 por CC sobre Silica-Gel 60 
Merck F-254 (4.1 g de silica, muestra preadsorbida, 9 cm X 1 cm de diametro) 

utilizandose como eluyente EP y mezclas de EP-DCM de poiaridad creciente. La 

fraccién eluida con EP-DCM 1:1 (XsFEP’-NCAcD) contenia los diacetatos del 7a- y 7B- 

hidroxictionasterol (LXXIX y LXXXI), los cuales se analizaron por RMN 'H a 200 MHz y 

porCG/EM. | 

e Oxidacion de! 7a- y 7B-hidroxictionasterol (LXXVII y LXXX) 

con cromoclorato de piridonio. 

' 

De la mezcla del 7a- y 78-hidroxiclionasterol (LXXVIII y LXXX) obtenido de la 
fraccién Xs7HC-b se tomaron 6.1 mg y se disolvieron en 3 mL de acetona y se agregd 

un total de 37.3 mg de cromoclorato de piridonio y se mantuvo durante 72 h en 
agitaci6n constante (ler. dia 12.7 mg de reactivo, 20. dia 12.8 mg y 3er. dia 11.8 mg). 

El curso de la’ reaccioén se sigué por CCF. Posteriormente la mezcla de reaccién se 
filtré, se eliminé el disolvente y el producto de reaccién se purificé por CCP (20 X 20 X 
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0.5 mm, DCM-A 9:1, 3x) obteniéndose el 7-oxoclionasterol (LXXV) y otro compuesto 

semejante a la fraccién Xs7HC-a que no fue identificado. 

° Acetilacién del petrosterol (LXXII!). 

Se tomo una muestra de petrosterol (LXXIII) (10 mg) y se sometié a condiciones 

de acetilacién (4 gotas de Ac,O + 2 gotas de piridina), después de eliminar el exceso 

de reactivo se obtuvo el acetato de petrosterol (LXXIV) de pf. 109-110° y [a] p -40.38°. 

El producto obtenido se analiz6 por CG/EM. 

o Hidrdlisis alcalina de la mezcla de ésteres grasos de esteroles obtenida de la 

esponja seca de la segunda recolecta (Xs2SEP-D). 

Una muestra de los ésteres grasos de esteroles (48.6 mg) obtenidos de la 
esponja seca de la segunda recolecta (Xs2SEP-D), se disolvid en 10 mL de MeOH y 
se agregé 6 mL de NaOH al 5 %, manteniéndose a reflujo durante 24 h, se elimind el 
disolvente (MeOH) y se agregé 50 mL de agua, posteriormente se extraj6 con DCM en 
un embudo de separacién de 100 mL (5 veces con volumenes de 10 mL cada uno). 

La fraccién organica se secd con NazSO, y se purificd por CCP (20 X 10 X 0.25, 
1x) eluyéndose con EP-DCM 2:8, obteniéndose 24 mg de la mezcla de esteroles 
designada con la clave ME; se acetil6 (10 gotas de Ac,O + 4 gotas de piridina) para 
obtener los acetatos correspondientes, los cuales fueron purificados por CCP (20 X 10 

X 0.25, DCM-A 98:2, 1x); se obtuvieron 10.1 mg de los acetatos (MEAc-a) que fueron 

analizados posteriormente por CG/EM (Figura 17). 

La fraccién acuosa se aciduld, se extrajo con DCM, se lavé con agua y se secd 
con Na2SO, obteniéndose una mezcla de acidos grasos designada con la clave MAG, 
la cual se esterificé con CH2N2 para obtener los ésteres metilicos correspondientes, 

éstos fueron purificados por percolacién en columna para obtener finalmente 3.2 mg 

de mezcla (MAGEst) que fueron analizados posteriormente por CG/EM (Figura 17). 

C. Actividades comptementarias. 

C.1. Para efectos de comparacién una muestra de 58.8 mg de f-sitosterot 

obtenida dei extracto metandlico de la corteza de la planta Taxus globosa comunmente 

conocida como “romerillo”, se purific6 por CCP (10 X 20 X 0.5 mm, DCM-A 95:5, 4x 

seguido de DCM-A 98:2, 2x) obteniéndose 21.7 mg de fB-sitosterol (LXIX). 
Posteriormente se acetilaron 9.4 mg del f-sitosterol obtenido (5 gotas de AczO + 2 

gotas de piridina) durante 24 h y el acetato correspondiente (LXX) fue analizado por 

CG/EM. 
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C.2. Por otro lado, esteroles de origen comercial tales como colesterol, 8- 
sitosterol y estigmasterol (Aldrich), incluyendo también otras muestras de condrilasterol 

y fucosterol, asf como sus correspondientes productos de acetilacién fueron analizados 
por CG/EM de manera comparativa con los esteroles obtenidos en este trabajo. 

C.3. Para obtener datos comparativos de los resultados obtenidos por CG/EM 
en este trabajo sé enviaron muestras de colesterol, estigmasterol, y B-sitosterol 

comercial (Aldrich) y sus correspondientes acetatos obtenidos por acetilacién, asi 

como muestras de B-sitosterol aislado de la planta Taxus globosa y muestras de las 

fracciones XsFEP'-JG, XsFEP’-JGAc y XsSEP-F al Lab. de Quimica Organica de la 

Universidad Auténoma de Yucatan (UADY) que fueron analizadas en un cromatégrafo 

de gases HP 5890 ‘Serie || de columna HP-5MS de 30 m de longitud por 0.20 mm de 

diametro y con un grosor de pelicula de 0.33 um, el cual se encuentra acoplado a un 
detector masivo selectivo 5972 y a una detector de ionizacién de flama; estas 
determinaciones fueron realizadas por el QFB. José M. Marrufo Gémez. 

C.4. Se solicits al Dr. Toshio Honda del Instituto de Quimica Medicinal de fa 
Universidad de Hoshi, Japon una muestra de petrosterol. La muestra proporcionada 
por el Dr. Honda (8 mg) se purificé por CC sobre Silica-Gel 60 Merck F-254 (1.5 g de 
silica, aplicacién directa, 4 cm X 1 cm de didmetro) eluyendo con EP, DCM, A y 
mezclas de éstos de polaridad creciente. La traccion de interés con un peso de 5 mg 

se analizé por medio de sus espectros de RMN 'H a 200 y 500 MHz, éste Liltimo resulté 

idéntico al ser comparado con el producto aislado en la fraccién XsSEP-FEc de la 
esponja Xestospongia subtriangularis . 

I 

| 

' 

VALORACION BIOLOGICA 

(ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA) 

; 
La valoracién biolégica de las fracciones obtenidas, asi como del compuesto 

aislado e identificado como clionasterol (LXXI), se realiz6 mediante una serie de 
bioensayos antimicrobianos sobre diversos microorganismos como bacterias y hongos 
(Vanden y Vlietinck, 1991). 

| 

La valoracién biolégica se realizé con cada una de las fracciones obtenidas por 
medio del método de difusién en agar y de difusién en pozo en funcién de las 
caracteristicas de éstas en especial al grado de solubilidad en disolventes organicos 
polares (CHCi; y MeOH). El método de difusi6n en agar consiste en la colocacién de 

sensidiscos (pequenos discos de papel filtro Whatman No.1) impregnados con una 

solucién de la fraccién a una concentracién determinada (1 mg/10 pA), en las placas 

de agar nutritivo, (Biox6én) previamente inoculadas con los microorganismos de prueba; 

en tanto que la de pozo consiste en la formaci6én de pequefios pozos en el agar 

nutritivo (Biox6én) en donde se coloca un volumen aproximadamente de 1 mL de la 

fracci6n disuelta en aceite de olivo esterilizado a una concentracién de 1 mg/10 LA, las 
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placas de agar también previamente se inoculan con los microorganismos de prueba 

(Vanden y Vlietinck, 1991). Para el caso de Candida albicans el medio de cultivo 

utilizado fue caldo Czapek-Dox el cual es el mas adecuado para un dptimo crecimiento 

de este hongo. Estas pruebas se realizaron por triplicado para cada sepa para asi 

garantizar los resultados. 

La valoracién se realiz6 sobre una amplia serie de microorganismos Gram (+) y 

Gram (-) para abarcar un mayor espectro de accién, como lo recomienda McClintock y 

Gautier (1992) y como se ha estado trabajando en el Laboratorio de Fitoquimica de la 

Unidad de Biotecnologia y Prototipo (UBIPRO), UNAM-Campus Iztacala para la 

valoracion biolégica de extractos y de compuestos aisiados tanto de organismos 

terrestres como marinos: 

1) Escherichia coli (25922-ATCC) 

2) Salmonelia typhi 

3) Enterobacter aerogenes (13048-ATCC) 

4) Enterobacter agglomerans (12029-ATCC) 

5) Shigella boydii 

6) Vibrio cholerae (CDC-V12) 

Vibrio cholerae (caso clinico) 

Vibrio cholerae (aislada de una fuente de agua) 

7) Pseudommonas aeruginosa 

8) Sarcina lutea 

9) Bacillus subtilis 

10) Staphylococcus aureus 

11) Staphylococcus epidermidis 

12) Candida albicans 

Estos ensayos se llevaron a cabo en el Laboratorio’ de Fitoquimica, UBIPRO, 

UNAM-Campus iztacala bajo la direccién del M. en C. Guillermo Avila Acevedo y del 
MVZ. Andrés Martinez Cortés. 
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RESULTADOS 

SISTEMATICA 

PHYLUM PORIFERA Grant 1836 

CLASE DEMOSPONGIAE Sollas 1888 

Es la clase que mas especies vivientes tiene en la actualidad con el 95 %. Se 

caracteriza por espiculas de silice con forma y tamafio variados cuyo complemento o 

sustituto es la espongina en forma de fibras o dispersas. 

SUBCLASE CERACTINOMORPHA Levi 1953 

Demospongiae que caracen de trienas y asteres, sus megascleras son 

monoaxones y las microscleras son generalmente quelas, toxas o sigmas. Presentan 

una reticulacion definida de fibras de espongina. Esponjas con esqueleto menos rigido. 

ORDEN PETROSIDA Bergquist 1980 

Ceractinomorpha que suele presentar una reticulacién isotrépica o difusa; se 
caracteriza por tener estiles, 6xeas y estrongiles en todas sus combinaciones, rara vez, 
presentan microscleras. 

FAMILIA PETROSIIDAE Van Soest 1980 

Petrosida con esqueleto ectosomal consistente de una reticulacion isotrépica de 
espiculas sencillas o tractos espiculares. Esqueleto coanosémico tendiente a una 

reticulacién isotrépica de tractos espiculares. No hay distincién de tractos primarios y 

secundarios. Nivel global de silica 58.26 %. 

GENERO Xestospongia De Laubenfels 1932 

Petrosiidae en el! cual el esqueleto coanosémico es de confuso a isotrdopico y 
carece de espongina; un sdlo tipo de espicula, principatmente 6xeas, las cuales 
presentan un breve angulo en la parte media, y en caso de haber otros tipos de 

espiculas las 6xeas son mayoritarias. 

ESPECIE Xestospongia subtriangularis (Duchassaing 1850) 
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IDENTIFICACION Y REDESCRIPCION 

DE LA ESPECIE 

ESPECIE Xestospongia subtriangularis (Duchassaing 1850) 

(Figura 18) 

- SINONIMIA: 

Spongia subtriangularis Duchassaing 1850. Pag. 26 

Thalysias rugosa Duchassaing y Michelotti 1864, Pag. 84 

Thalysias subtriangularis Duchassaing y Michelotti 1864. Pag. 85 

Thalysias subtriangularis var. cylindrica Duchassaing y Michelotti 1864. Pag. 85 

Thalysias subtriangularis var. lyriformis Duchassaing y Michelotti 1864. Pag. 85 

Schmidtia aulopora Schmidt 1870. Pag. 44 

Thalysis repens Carter 1882. Pag. 282 

Pachychalina rugosa (Duchassaing y Micheiotti 1864) Arndt 1927. Pag. 153 

Pachychalina rugosa var. rubens Arndt 1927. Pag. 154 

Haliciona longleyi De Laubenfels 1932. Pag. 54; 1936. Pag. 44; 1949. Pag. 10; 

1950. Pag. 167 

Haliciona doria De Laubenfels 1936. Pag. 458; Hechtel 1965. Pag. 18; Green 1977. 

Pag. 86 

Neopetrosia longleyi (De Laubenfels 1932) De Laubenfels 1949. Pag. 10; 1953a. 

Pag. 519; 1953b. Pag. 18; Storr 1964a. Pag. 41; Green 1977. Pag. 88 

Xestospongia longleyi Craft y Kellner 1977 

Xestospongia subtriangularis (Duchassaing 1850) Wiedenmayer 1977. Pag. 113; van 

Soest 1980. Pag.71; Alcolado 1981. Pag. 23 

- FORMA: 

De las observaciones realizadas en el area de muestreo (Figura 7 y 8) de 63 
ejemplares observados se distinguen las siguientes formas: 

a) Ramas rastreras a veces anastomosadas. 

b) Masiva a veces con ramas rastreras. 

c) Base masiva, parte superior ramas anastomosadas algunas contorsionadas 
dando la formacién de una malla irregular. Las ramas pueden estar macizas o huecas 
en el centro a manera de tubo (Figura 18). 

- TAMANO: 

El tamafio completo de la esponja varia en cada una de las formas que se 
observaron: 
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i 

a) De menos de 2cma 1m de longitud. 

b) De menos de 5 cm a 20 cm de longitud por 10 cm de alto. 

c) De menos de 20 cm a mas de 60 cm de longitud por 20 a 40 cm de alto 

(Figura 18). 

Las ramas' son cilindricas de 1.5 a 2.5 cm de didmetro, algunas veces 

aplanadas verticalmente dando una forma elipsoidal de 1 a 2 cm de eje menor por 3.5 

a 4cm de eje mayor. 
I 

- COLOR: | 

En un mismo organismo el color varia y éste también varia de acuerdo con la 

profundidad; es decir, a profundidades no mayores de 1 m, el color va de amarillo ocre 

en la parte supérior a guinda o vino en la base en contacto con el sustrato; a 

-profundidades mayores a ésta, toda la esponja tiende a ser de color guinda o vino. 

Preservada en EtOH al 70 % se torna de color beige claro u oscuro. Seca, la esponja 

se torna de color verde y en algunas regiones se mantiene el color guinda (algunos 

autores manejan el color tavanda en lugar de guinda 0 vino)(Tabla 9). 

- CONSISTENCIA: 

En vivo e$ muy firme, poco compresible y quebradiza. La base es mucho mas 

firme y compacta que las ramas. Preservada en EtOH, la esponja es no compresible, 

muy firme y quebradiza (se fragmenta facilmente). 

' 

- SUSPERFICIE Y TEXTURA: . 

En vivo, la esponja contiene una gran cantidad de sedimento muy fino adherido 

a ella, en algunos casos se encuentran pequefios trozos de material calcdreo como 
pedazos de conchas. La superficie es lisa, al tacto es no hispida. 

I . 

i 

- OSCULOS: 
al ~ : : 

Se localizan en pequefas protuberancias a veces rodeados de un anillo de 

color mucho mas palido (crema), casi siempre localizados hacia la parte superior de la 

esponja, ya sean ramas o masa. Los dsculos son generalmente cilfndricos de 1 a 3 
mm de didmetro (n= 13, x= 1.88 mm) (Figura 18). 

- ECTOSOMA: 

El ectosoma es de color mas oscuro que el endosoma, ya sea amarillo ocre, 

verde o guinda, Su grosor es de 100 a 200 um; consiste de una maila tangencial de 

arreglo isodictial en varios planos pluriespiculares, con una abertura de malla de 30 - 
43 - 60 um. Enjél se observan numerosos ostios circulares de 48 a 66 jum de diametro 

u ovalados de 120 a 240 um por 60 a 180 pm. 
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FIGURA 18. FOTO SUBACUATICA DE LA ESPONJA MARINA Xestospongia subtriangularis. 
Tomada en la laguna arrecifal del arrecife Isla Verde, Veracruz. 

  

         
        
  

FIGURA 19. ESPICULAS DE LA ESPONJA MARINA Xestospongia subtriangularis: Oxeas |, Oxeas II y Estrongile. 
Tomada en e! microscopio electronico de barrido (MEB).    



  

- ENDOSOMA: 

Generalmente es de color mas claro que el ectosoma, ya sea amarillo ocre, 

verde o guinda. En algunos de los cortes realizados transversalmente, no se distinguen 

tractos ascendentes primarios con tractos conectores secundarios, pero en otros si: 

a) Tractos ascendentes de 51 - 61 - 72 um de diametro. 

b) Tractos interconectores 0 fibras de 18 - 28 - 42 um de diametro. 

Se observa la formacién de una maila de tendencia rectangular con abertura 

de maila de 120 - 172.5 - 240 um X 60 - 116 - 180 um y, a veces redondeada con una 

abertura de 30 - 114 X 31 - 120 ym. Las espiculas se encuentran empaquetadas con 

una poca cantidad de espongina no presentan un orden o una orientacion bien 

definida. En los interespacios de esta malla se observan espiculas en diferentes 

estados de desarrollo y por ende, mas pequefias y delgadas. 

Se observan algunos canales endosomales, los cuales pueden ser circulares 

de 60 a 72 um de didmetro o ligeramente mas grandes de 84 - 161 - 360 mm de 

diametro y otros rectangulares de 150 a 160 um por 110 a 120 um. 

- ESPICULAS: 

1) Del ectosoma: Las principales espiculas son 6xeas tipo |, las cuales se 

acompafian de algunas estrongiles y raramentes de estiles: 

  
  

  
  

  

      

TIPO DE LONGITUD DIAMETRO No. DE ESPICULAS 

ESPICULA MEDIDAS 

Oxeas | 161-171-192 um 8.3-11.5-14 um 63 

Estrongiles 118-146-176 pm 10-11.5-15 pm 30 

Estiles 138-156-173 um 10-12.5-13 pm 18       
  
  

      

2) Del endosoma: Aparte de la 6xeas tipo | observadas anteriormente, se 

observan otras 6xeas ligeramente mas delgadas que se denominaron 6xeas tipo II. 
Las 6xeas tipo | pueden en ocasiones presentar malformaciones en alguno de los 
extremos o en los dos, tendiendo a ser estiles 0 estrongiles. En cuanto a los estiles y 
estrongiles hay una mayor cantidad en comparacién al ectosoma (Figura 19): 
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TIPO DE ' LONGITUD DIAMETRO No. DE ESPICULAS 
ESPICULA t MEDIDAS 

Oxeas | ' 158-175-202 wm 8-12-15 pm 37 

Oxeas II j 131-143-166 pm 2.5-4-6.6 pm 27 

Estrongiles | ' 118-147-180 wm 10-12.5-15 ym 23 

Estiles ' 144-166-199 jum 10-12-15 pm 27 

- ECOLOGIA: 

x. subtriangularis es una esponja que se puede considerar como una de las 

especies mas abundantes dentro del macrobentos de la laguna arrecifal (ver el analisis 

de abundancia’ relativa, pag. 58); su papel ecoldgico, de acuerdo con las 

observaciones realizadas en el area de muestreo, corresponden a ser “casa” o algun 

lugar de proteccién a diferentes organismos entre los que destacan peces pequefios 

como dulcineas de color azul y amarillo, asi como también de ofitridos (Ophicoma 

aethiops y Ophioderma cinereum), erizos (Echinometra lucunter y E. viridis), pepinos, 

poliquetos y anémonas (Zoanthus sociatus) (Figura 18). 

' 

La esponja puede localizarse sobre sustrato arenoso, pasto marino (Thalassia 

testudinum), algas verdes (Halimeda y Caulerpa) (Figura 18) y algas rojas o sobre 

sustratos duros como son los propios corales, entre ellos se encontré Siderastrea 

radians, Porite$ asteroides, P. branneri y Montastrea annularis. La identificacién de 

éstos organismos se realiz6 bajo la asesoria del M. en C. Guillermo Horta-Puga y del 

Bidl. José Luis Tello del Laboratorio de Zoologia, UNAM-Campus Iztacala. 

Fuera de la laguna, a lo largo de la plataforma arrecifal de sotavento, la esponja 

es poco abundante y sdlo se encontré a profundidades por debajo de la isobata de 10 

m, su forma tiende a ser mas ramificada que masiva en comparacién a la esponja 

localizada dentro de la laguna y su color tiende a ser guinda o vino. 
| ; 

El hecho de que la esponja solo se encuentre en la plataforma arrecifal de 

sotavento y en la laguna arrecifal son observaciones que confirman las realizadas por 

Lépez (1992) para los arrecifes Galeguilla y la Blanquilla; lo que puede ser un 

indicador que:este mismo patrén de distribucién se observe en los diversos arrecifes 

del SAV. 

- DISCUSION: 
I 

X. subtriangularis es una especie caracteristica y endémica del Atlantico 

Tropical Oeste, debido a que el tamafio mas pequefio de sus espiculas con otras 

especies, comparativamente, hace que sea Unica en el género y facilmente 

I 
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distinguible. En la tabla 9 se presentan las caracteristicas mas sobresalientes de la 

especie dados por otros autores, para poder hacer un andlisis comparativo. 

La principal diferencia entre los demas autores y este trabajo es que solo 

mencionan una sdéla categoria de 6xeas, en tanto que en éste se mencionan dos tipos, 

los cuales se distinguien principalmente por e! diametro de la espicula como se puede 

observar en la fotografia al MEB y ademas, su localizacién dentro de la esponja es 

distinta. Observando el material de Green y Green et al. (1977 y 1986) localizado en la 

Coleccién Porifera del ICMyL, UNAM, se observa nuevamente este hecho, como el 

autor ya lo habia hecho notar. Sin embargo, fa diferencia existente entre la 
espiculacién del endosoma y ectosoma es un aporte original de este trabajo. La 
existencia de otras espiculas como estrongiles y estiles es comun en la especie como 
se puede observar en la tabla 9. 

Wiedenmayer (1977) menciona que existen en la especie cuatro formas; sin 

embargo, él no aporta suficiente informacién para considerar su importancia 
biogeografica y/o ecolégica: 

a) X. subtriangularis torma ramosa 

b) X. subtriangularis forma cilindrica (6sculos en la parte superior de las 
ramas). 

c) X. subtriangularis forma lyriformis (procesos tubulares de una forma 
flabelada). 

d) X. subtriangularis forma rugosa (ramas rastreras, |6bulos bulbosos con 
ésculos apicales) 

Aunque en este trabajo no se consideran de manera taxonémica a estas 

formas propuestas por Wiedenmayer (1977), si es importante decir que, en el area de 
muestreo las formas masivas referidas en este trabajo como (b) y (c) no son 

observadas en la plataforma arrecifal, siendo la forma ramosa (a) la dominante en esta 

zona; sin embargo, en la laguna se observan las tres formas, siendo !a forma masiva 
(b y c) la mas dominante; por lo que se puede suponer que las condiciones 
ambientales, tales como las corrientes, tipo de sustrato, cantidad de luz, entre otras 
son las causantes de este hecho, ya que varian ampliamente de una zona a otra; 

estas mismas observaciones las llevé a cabo De Laubenfels (1936), observé que la 
forma ramosa parece prevenir eficientemente la fuerza del oleaje como sucede en la 

plataforma arrecifal de Isla Verde. 

Green et al, (1986) senala que esta especie es muy abundante en la Laguna 

arrecifal de La Blanquilla, en tanto que en esta misma zona Lépez (1992) sefala que 

se limita a la zona de la plataforma arrecifal de sotavento y la laguna, como se observé 
en el area de muestreo de este trabajo. 
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De todas las especies del Género Xestospongia, Xestospongia subtriangularis 

es una de las especies que es facil de distinguir tanto en el campo como en el 

laboratorio, principalmente por su fisionomia y espiculacion. Sin embargo, Van Soest 

(1980) menciona que tanto el Género Xestospongia como Petrosia necesitan de una 

revisién exhaustiva ya que muchas especies de Petrosia son en realidad de 

Xestospongia y viceversa, aunque queda bien especificado que Xestospongia 

subtriangularis no tiene esta problematica, ya que como especie se encuentra en una 

jerarquia bien definida. 

ABUNDANCIA RELATIVA 

Determinar la abundancia relativa de Xestospongia subtriangularis en el 

arrecife Isla Verde, Veracruz, no fue uno de los objetivos planteados de la tesis, pero 

se llev6é a cabo principalmente por el hecho de que a simple vista X. subtriangularis 

parece ser una de las especies bentonicas mas abundantes en dicho arrecife. Por lo 

que se realizé una estimacién general de la abundancia relativa de esta especie. 

En una revision bibliografica se encontré que X. subtriangularis ha sido 

considerada por Chavez et al. (1970) como una de las especies de mayor tamafio y 

con una abundancia de 0.32 esponjas/m? y una frecuencia de incidencia de 6 = 0.31 

(de 35 estaciones, la especie fue encontrada en 11); dentro de las comunidades 

bentdnicas del arrecife Lobos, Veracruz (SAV) durante 1966 a 1969. 

Un estudio de Rigby y Mcintyre (1967) en la misma zona revela que X. 

subtriangularis se encuentra en igual modo que en el estudio anterior en e! biotopo 

sublitoral de la zona de Thalassia - Halimeda, encontrandose en ocho de las 62 

estaciones muestreadas (5 = 0.129). En este trabajo, como ya se menciond, xX. 

subtriangularis se encontré tanto en la laguna arrecifal como en la plataforma de 

sotavento, siendo en la primera mas notoria su presencia que en la segunda, ya que 

en la plataforma durante la primera recolecta se observaron varios organismos (no se 

contaron cudntos) en tanto que en la segunda sdlo se contabiliz6 a uno en un 
transecto de 30 m de fongitud. 

La laguna arrecifal del arrecife Isla Verde se caracteriza por tener 

profundidades de 0.50 a 1.20 m de profundidad, en la parte noreste que corresponde a 

la regién de barlovento se encuentra un canal de hasta 3 m de profundidad por 5 m de 

ancho, esta laguna se caracteriza por numerosos manchones de pasto marino 
(Thalassia testudinum), arena y roca y algunos parches de corales (ya descritos). Sin 

embargo, los organismos benténicos mas sobresalientes tanto en su tamafio como en 
su numero son esponjas de la especie Xestospongia subtriangularis. 

En cuanto al conteo de individuos por cuadrantes, de los 41 cuadrantes 
realizados la esponja fue encontrada en 32 (en algunos cuadrantes existen mas de un 
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individuo), lo que significa una frecuencia de incidencia (5 ) de 0.78; que es mayor a lo 

estimado por los autores anteriores para otros arrecifes del SAV. Sin embargo, {a 

abundancia relativa establece entonces la existencia de 0.053 esponjas/m* (54 

esponjas en un area total de 1025 m ?), este resultado es mucho menor al valor dado 

por Chavez et al. (1970). Se realizaron otros tres transectos al azar dentro de la 

laguna los cualés muestran valores ligeramente inferiores a los ya antes calculados; es 

decir, una frecuencia de incidencia de & = 0.60 (la esponja se encontr6 en nueve de 15 

cuadrantes) y una abundancia de 0.043 esponjas/m’. 

En el conteo por transectos, los valores obtenidos fueron aun mas bajos, ya 

que de ocho transectos realizados se contabilizaron unicamente nueve individuos, es 

decir que para Un radio de circunferencia de 50 m se tiene un total de nueve esponjas 

en 7854 m’, lo que indica una abundancia relativa de 0.0011 esponjas/m’. Este es un 

valor mucho menor a lo calculado por cuadrantes en el trabajo de Chavez et al. (1970). 

En los tres transectos realizados posteriormente solo se contabilizo a un individuo. 

Es importante reconocer, que para estimar la abundancia en el area de 

muestreo se requiere de un estudio mas sistematico que nos dé valores mas precisos 

en cuanto a este pardmetro poblacional y que refleje también el tipo o patron de 

distribucién que esta especie presenta, asf como su comparacién con otras especies; 

de este modo,'sdlo se obtienen datos aislados que no permiten un andlisis integral que 

caracterice al area. Este trabajo fue sdlo un intento por tratar de entender el papel 

ecolégico de esta especie; sin embargo se quedé muy lejos de poder lograr este 

punto. | 
i 

: 
1 

COMPUESTOS AISLADOS, DATOS ESPECTROSCOPICOS 

Y ESPECTROMETRICOS 
r 

|. HIDROCARBUROS. 

El analisis por CG/EM de las fracciones menos polares de los extractos de EP 

de la esponja fresca de la primera recolecta (XSFEP’-A y XsFEP’-B) y de la esponja 

seca de la segunda (Xs2SEP-A) permitié la identificacibn de una serie de 

hidrocarburos lineales saturados (parafinas) de C-15 a C-23 (Tabla 10). En ambos 

casos el hidrocarburo mayoritario fue el heptadecano (C-17), mientras que los demas 

se encuentran en cantidades minoritarias (entre 0.5 y 2.0 % como maximo). 

También se detectd la presencia de hidrocarburos insaturados de tipo 
terpénico, entre ellos dos sesquiterpenos de pesos moleculares 204 y 202, asi como 

un posible derivado biciclico del escualeno con el mismo peso molecular de éste (410). 
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' 

En las fracciones XsFEP’-C y Xs2SEP-B se identificaron por RMN 'H a 200 
MHz escualeno y pequefias cantidades de hidrocarburos. Los resultados del andlisis 

por CG/EM de |a primera fraccion confirmaron la presencia de dos hidrocarburos 

terpénicos, el escualeno (CapHso) en un 39.2 % y de un hidrocarburo de 5 unidades 

isoprénicas (CasHa2) en un 31 %, ademas de que el hidrocarburo mayoritario fue el 
heptadecano (XII!) con 15.6 %. 

| 

' - 

Todas las mezclas fueron liquidos viscosos de color amarillento a temperatura 
ambiente: ! 

I 

' 

oParafinas. 

RMN 'H (200 MHz, CDCls) 5: 0.88 (t, -CHs, J=7.0 Hz), 1.26 (s , -CHp-). ! 
CG/EM, 70 eV: Curva descendente a partir del fragmento de m/z 57 hasta M- 

29, esta curva presenta picos cada 14 unidades de masa: m/z 71, 85, 99... CaHens. 
' 
II 

eEscualeno. 
: 

RMN 'H (200 MHz, CDCly) 5: 1.60 (s, metilo vinilico trans al proton vinilico, 
CH3-C=CH-, 18H), 1.68 (s, metilo vinilico cis al proton vinilico CH3-C=CH-, 6H), 2.01 (m, 

metilenos a a'los dobles enlaces =CH-CH2-CH2-CH=), 5.12 (m, protones vinilicos - 
CH=CH-). ' 

: 

I 

I 

tl. ESTERES DE ESTEROLES CON ACIDOS GRASOS. 

En las fracciones poco polares de la esponja seca de la primera recolecta 

(XsSEP-C) se obtuvo un liquido viscoso de color ligeramente amarillo que se 

caracterizé como una mezcla de ésteres de esteroles con acidos grasos derivados del 
petrosterol (LXxXiIl); mientras que en la esponja seca de la segunda recolecta 

(Xs2SEP-B) se identificaron sdlo ésteres de esteroles con acidos grasos derivados del 
clionasterol (LXXI). 

I 

° Esteres grasos del petrosterol (XsSEP-C). 

RMN' 'H (200 MHz, CDCl,) 5: 0.11 (m, He7), 0.45 (m, Hee), 0.68 (s, 3H, His), 
0.925 (d, 3H,"J=6.5 Hz, Ho1), 1.01 (d, 3H, J=5.5 Hz, Hos), 1.02 (s, 3H, His), 1.23 (s, - 
(CH2)n-), 4.60'(m, 1H, Hy), 5.34 (m, 1H, He). 

I 

I 

. | 
° Esteres grasos del clionasterol (Xs2SEP-B). 

IR Vmax (SOl. CHCl) cm’: 2928 y 2855 (-C-H), 1720 (-C=O-), 1465 (-(CHz)r), 
1379 (-CHg). ' 

| 63



  

RMN. 'H (200 MHz, CDCl) 5: 0.678 (s, 3H, His), 0.813 (d, 3H, J=6.8 Hz, Hee), 

0.832 (d, 3H, J=6.8 Hz, Ho7), 0.847 (t, 3H, J=6 Hz, Heo), 0.965 (d, 3H, J=6.5 Hz, Har), 

1.019 (s, 3H, Hip), 1.256 (8, -(CHa)n-), 4.60 (m, 1H, Hg), 5.3 (m, 1H, He). 

La hidrdlisis alcalina de los ésteres de esteroles con acidos grasos derivados 

del clionastero! ( LXX!) produjo la mezcla de esteroles y de acidos grasos 

correspondientes; estas mezclas fueron muy similares a las obtenidas como esteroles 

y Acidos libres del material fresco de la primera recolecta y del material fresco y seco 

de la segunda. E! andlisis espectrométrico (CG/EM) de estas mezclas se realizo sobre 

los acetatos y los ésteres metilicos correspondientes. 

ill. ESTERES METILICOS DE ACIDOS GRASOS. 

De los extractos obtenidos por maceracion de la esponja fresca con metanol 
se obtuvieron mezclas de ésteres metilicos de acidos grasos las cuales se analizaron 
por CG/EM (XsN-B, XsFEP-A, XsFEP’-G y Xs2FEP-D) (ver método figura 12, 13, 14 y 
16). 

Los resultados de los andlisis por CG/EM de estas mezclas permitieron 
distinguir acidos grasos lineales y ramificados de 14 a 29 atomos de carbono (C-14 a 
C-29), tanto saturados como insaturados. La presencia, asi como la abundancia 

relativa de éstos, varia dependiendo de la fraccion analizada y la procedencia de 
éstas. 

Las cuatro fracciones presentan un comportamiento similar en cuanto al 

porcentaje entre ésteres de cadena saturada e insaturada, siendo siempre mayor 

aqueltos de cadena insaturada (65.73, 64.84, 70.48 y 58.86 % respectivamente); de 

igual manera en las cuatro fracciones, el porcentaje de abundancia para los ésteres de 

acidos de cadena par es ligeramente mayor (56.76, 64.33, 64.80 y 62.93 % 
respectivamente); esta diferencia se debe principalmente a que el compuesto 
mayoritario en los cuatro casos es el éster metilico de! Acido graso A**- 
hexacosadienoico (LVI). Este acido junto con el A**- pentacosadienoico (LIV) y A**- 
heptacosadienoico (LVIII) han sido denominados acidos demospéngicos (Carballeira y 
Maldonado, 1988 y Carballeira y Reyes, 1990). 

Este mismo comportamiento se observa para la mezcla de ésteres metilicos de 

acidos grasos obtenida de la hidrdlisis alcalina de la fraccion de ésteres de esteroles 

de acidos grasos derivados del clionasterol (Xs2SEP-B); es decir, un mayor porcentaje 

de ésteres de cadena insaturada y par (80.84 y 62.32 % respectivamente), también en 

este caso el éster mayoritario fue del Acido demospéngico A**-hexacosadienoico (LVI) 

con un 42.92 %. 

 



| 
I 

| 

Mayores detalles de estas mezclas de ésteres metilicos de acidos grasos se 

puede observar en la tabla 11 de acuerdo con los resultados obtenidos por CG/EM. 

Todas lag mezclas de ésteres metilicos de los acidos grasos fueron liquidos 

viscosos de apariencia aceitosa a temperatura ambiente, de color ligeramente amarillo. 

IR Vmax (Sl. CHCla) cm’!: 3005 (=C-H), 2928 y 2856 (-C-H), 1732 (-C=O), 1626 
(-C=C-), 1464 y 1439 (-CHp-), 1367 (-CHs). 

RMN 'H (200 MHz, CDCl) 6: 0.85, (t, J = 7.0 Hz, CHer), 1.25 (s, -(CHz)e-), 2.3 (t, 
J =7.4 Hz, -CHs-CH)-C=0), 3.64 (s, 3H, -O-CHs), 5.30 (m, -CH=CH). 

CG/EM, 70 eV, m/z: saturados 74 [-CHz-COOMe + H]* (100), 87 [-CH2-CHp- 

COOMe}’, 143 (87 + CaHe]’, 199 [143 + CaHg]”, [M]*, [M-Me (M-15)]" (muy débil o no 
aparece), [M-CH3-O (M-31)]*, [M-CsH; (M-43)]", [M-CsH2-C4Hs (M-43-56)]"; insaturados 

m/z 41, 55, 69...CaHons M/Z 43, 57,71...CrHane1s M/Z 39...CaH2n3 (muy débil), doble 

insaturados A*° ’ m/z 81 (100 %). 

I 

IV. ACIDOS GRASOS. 

De los. dos lotes recolectados de X. subtriangularis se obtuvieron acidos 

grasos, tanto de los extractos obtenidos de la esponja procesada himeda como de la 

esponja seca (fracciones XsN, XsA, XsFEP-A, XSFEP’-G, Xs2FEP-D, Xs2FEP-F y 

Xs2SEP-F). Las fracciones XsA, Xs2FEP-F y Xs2SEP-F se esterificaron con 

diazometano, obteniéndose las fracciones XsAMet-B, Xs2FEP-FMet-A y Xs2SEP- 

FMetC que se analizaron por CG/EM. 

Los resultados del andlisis por CG/EM de los acidos grasos metilados 

permitieron la; identificacion de los acidos grasos de C-14 a C-27, lineales y 

ramificados, tanto saturados como insaturados. La presencia, asi como la abundancia 

relativa de éstos, varia dependiendo de la fraccion analizada y la procedencia de 

éstos. 
' 

Las tres fracciones presentaron un comportamiento similar a los ésteres 

metilicos obtenidos del extracto metandlico de la esponja humeda en cuanto al 

porcentaje entre acidos grasos de cadena saturada e insaturada, siendo siempre 

mayor aquellos de cadena insaturada (37.52, 64.46 y 56.35 % respectivamente); de 

igual modo, sé observa un mayor porcentaje de abundancia para los acidos de cadena 

par (52.4, 58.45 y 56.73% respectivamente); ya que el compuesto mayoritario en las 

tres fracciones fue el Acido demospéngico C-26 (LVI) (27.35, 41.68 y 50.57 % 

respectivamente). 

I : 65
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Todas las mezclas de Acidos grasos fueron liquidos viscosos a temperatura 

ambiente, de apariencia aceitosa y de color ligeramente amarillo. 

IR Vmax (SOl. CHCl) cm’: 3350 (-OH), 3006 (=C-H), 2929 y 2852 (-C-H), 1709 
(-C=0), 1610 (C= C-), 1469.6 y 1410.5(-CHp-), 1364 om” (-CHo). 

RMN 'H'(200 MHz, CDCI) 8: 0.88 (t, J = 7.0 Hz, CHs-), 1.25 (8, -(CHe)er), 2.3 tt 
J=7.5 Hz, “CHz-CHe -C=0), 5.35 (m, -CH=CH-). 

El andlisis cualitativo y cuantitativo de las mezclas de los ésteres metilicos 

aislados de la esponja y de los acidos grasos metilados con diazometano para cada 

fraccién se observan en la tabla 11 y las estructuras respectivas se muestran en la 

tabla 12. 

Tabla 12. ESTRUCTURAS DE LOS ACIDOS GRASOS TANTO 

SATURADOS COMO INSATURADOS OBTENIDOS DE LA ESPONJA 

] MARINA Xestospongia subtriangularis 
  

  

HOC eee 10 8 

r 
XXVI. Acido n-hexadecanoico 

HOOC 14 ON SN 

XXViI. Acido isohexadecanoico 

  i 

HOOC. 13 
10 

XXVIII. Acido anteisohexadecanoico 

HOOC 4 8 12 

XXIX. Acido 4,8,12-trimetil-tridecanoico 
  

HOOCS ANN NORE . wt 16 

XXX. Acido A'!-hexadecenoico" 

HOOCN. UN NNN Ee 
10 

XXXI. Acido n-heptadecancico 
  

I 

HOOC 1 18 
10 

!! 

XXxXIL. Acido isoheptadecanoico 

HOOC 14 SONS NN 

XXXII. Acido anteisoheptadecanoico 
  

l 1 
HOOC. 7 

CON eS 

XXXIV. Acido A"'-heptadecenoico"   HOOC SAN LANA . uw 18 

XXXV. Acido A"’-octadecencico* 
      \ 

W006 Oe” . 

XXXVI. Acido A"'-nonadecencico* 
W 

OSS 
10, 2 

XXXVII. Acido meicosanoico   
  

  

" Posicion probable del doble enlace 
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HOOC te 18 NN NS 

XXXVI. Acido isoeicosancico 

20 

oe 2 17 
10 

XXXIX. Acido anteisoeicosanoico 

  

0   XL. Acido A'®-gicosenoico* 

HOOC OP OO OO OO OC ees’ 
> 20 

2 

XLI.Acido n-heneicosanoico 

    HOOC 8 
10 

XLHI. Acido anteisoheneicosanoico 

      HOC eee v1 2 

XLV. Acido n-docosanoico 

  

XLVI. Acido isodocosanoico 
  

HOC. eee eeeOSS” 
10 20 

XLVIII. Acido n-tricosanoico 
XLIX. Acido isotricosanoico 

  

HOOC 20 SON NNN SES 

L. Acido anteisotricosanoico   HO0C. ANN ON NEE eos? 
10 8 

LI. Acido A’*-tricosenoico* 

  

HOOCS UN ALAA NR 
18 

10 24 

Lil. Acido A‘®-tetracosencico* 
    HO0CN ON NON ae eres * 

10 18 

Lill. Acido A'®-pentacosenoico* 
  

  

* Pasicion probable del doble enlace   72 
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HOOCS LANA NR eee 25 

' 5 8 20 
h . 

LIV. Acido 4**-pentacosadiencico 
  

; 

HOC Ne eae ees 
1 10 5 26 

LV. Acido A'*-hexacosenoico* 
  

HOODS RAR RE ! 5 9 20 26 

LVI. Acido A**-hexacosadienoico 
  

HOOCN ON ANAL 2 
, 30 5 20 

{ LVil. Acido A'*-heptacosenoico” 
      HOOCN LANA NR eae asa 7 

" 5 8 20 

' LVI. Acido 4**-heptacosadienoico 
  
  

* Posicion probable de! doble:enlace 

' 
V. ESTEROLES. 

Del extracto metandlico de la esponja de la primera recolecta procesada 

humeda (fraccion XsFEP’-J), asi como, de la esponja procesada tanto himeda como 

seca de la segunda recolecta (fracciones Xs2FEP-G y Xs2SEP-G) se obtuvo como 
esterol mayoritario el clionasterol (LXXI) (24-S-etilcolesterol; 24a-etilcolesterol); 
ademas de tres derivados de éste que se identificaron espectroscdpicamente como el 

7-oxoclionasterol (LXXV) y una mezcla de 7a- y 7B-hidroxiclionasterol (LXXVIIt y LXXX) 

que no pudieron ser separados (Tabla 14). 

El tratamiento del clionasterol (LXXI) obtenido, con anhidrido acético y piridina, 

dio el derivado acetilado correspondiente, el cual fue analizado por CG/EM. Los 

resultados mostraron la presencia de cantidades minoritarias de otros esteroles que se 

identificaron!con base en sus patrones de fragmentacion en los correspondientes 

espectros de masas (Tabla 13). 
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Las estructuras de los esteroles identificados, asi como de sus derivados 

(acetatos de esteroles), se pueden observar en la tabla 14. 

I 

i 

° Clionasterol (LXXI). 

Cristales. blancos, Pf. 144-146°, [a] p -31.7° (Pf. registrado: 147-148°; [a] 

registrado: -47.7°; DNP, 1996). 
IR Vmax (Sol. CHCls) cm’': 3607 (-OH), 3000 (=C-H), 2959 y 2871 (-C-H), 1465 y 

1435 (-CHe- “), 1385 (-CHs). 
RMN 'H, 500 MHz y RMN “Cc, 125 MHz (CDCI) (ver tablas 15 y 16). 
EM-IE 70 eV, nvz (int. rel.): 414 (CagHs00) {M]* (100), 399 [M-Me] * (32), 396 [M- 

H20} * (44), 381 {M-Me-H20] * (27), 329 [M-CgHia] * (35), 303 [M-CeH,5]} * (38), 273 [M- 
C1oH2: (M-CL)] * , (24), 255 [273-H20 (M-CL- -H20)] (31), 231 [(M-CigH26)-H (M-Anitlo D-H} 
* (21), 213 [231-H20] * (31). 

NOTA: Las tablas 15 y 16 se encuentran al final de esta seccion. En éstas se incluyen 
datos comparativos que seran discutidos en la siguiente seccion. 

° Acetato de clionasterol (LXXII). 

Cristales blancos, Pf. 140-141° (Pf. registrado 140-141° DPN, 1996). 

RMN 'H (300 MHz, CDCl) 5: 0.678 (s, 3H, Hig), 0.812 (d, J = 7.0 Hz, 3H, Hes), 
0.831 (d, J = 7.0 Hz, 3H, Her), 0.853 (t, J = 7.5 Hz, 3H, Hos), 0.927 (d, 3H, J = 6.6 Hz, 
Ha), 1.019 (s, 3H, Hig), 2.029 (s, 3H, AcO), 2.317 (m, 2H, Hg), 4.604 (m, 1H, H3), 5.373 
(dd, J = 4.5 Hz, He). 

° 7-oxoclionasterol (LXXV). 

Sdlido, Pf. 100-105°, [a] p -46° (Registrado: Pf. 138-139°; [a] -105.6°; Das y 
Srinivas, 1995). 

IR Vmax (Sol. CHCls) cm’': 3513 (-OH), 2958 y 2873 (-C-H), 1666 (-C=O), 1466 y 
1433 (-CH2-), 1385 (-CHs). 

RMN 'H, 500 MHz y RMN "°C, 125 MHz (CDCl) (ver tablas 18 y 19). 
EM-IE'70 eV, m/z (int.rel.): 428 (C2gH4sO2) [MJ (100), 413 [M-Me]" (6), 410 [M- 

H20]" (7), 395 [M-Me-H20]* (12), 287 [M-CioHai (M-CL)]* (14), 269 [M-CL-H2O]° (4), 245 
[(M-CsaH26)-H'(M-Anillo D-H)" (5), 227 [245-H,O]" (4), 205 (11), 192 (24), 187 (10), 174 
(5), 161 (15). ! 

i 
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° Acetato del 7-oxoclionasterol (LXXVI). 

RMN 'H 500 MHz y °C 125 MHz (CDCI3) (ver tablas 18 y 19). 

NOTA: Las tablas 18 y 19 se encuentran al final de esta seccion. En éstas se incluyen 
datos comparativos que seran discutidos en la siguiente seccion. 

° 7a y 7B-hidroxiclionasterol (LXXVIII y LXXX) 

Solido, Pf. 136-137°, [a] p -46°. (7a-hidroxiclionasterol: Pf. 225-226° y [a]p - 

32.7°; 7B-hidroxiclionasterol: Pf. 157-158° y [a]p -19.5°; DNP, 1996) 
IR Vmax (Sol. CHCls) em'': 3608 (-OH), 3000 (=C-H), 2958 y 2872 (-C-H), 1465 y 

1440 (-CH;-), 1380 (-CHs). 
RMN 'H, 500 MHz y RMN "°C, 125 MHz (CDCls) (ver tablas 20 y 21). 
EM-IE 70 eV, m/z (int.rel.): 430 (C2sHsoQ2) [M]” (13), 415 [M-Me]* (3), 412 [M- 

H20]* (100), 398 [M-Me-OH]* (5), 396 [M-2OH]’ (4), 394 [M-2H2O0]* (3), 384 [M-H20- 

CeH,]* (2), 289 [M-CroHa1 (M-CL)]* (1), 271 [M-CL-H,O]’ (2), 253 [M-CL-2H.O]* (2), 229 
{(M-Anillo D-H20)-H]* (2), 211 [(M-Anillo D-2H20)-H]* (3), 175 (4), 161 (5), 135 (4), 109 
(4.5), 107 (5), 95 (6), 81 (6), 69 (6.5), 55 (7), 43 (6). 

o Acetatos del 7a y 7B-hidroxiclionasterol (LXXIX y LXXXI). 

Sélido. 
RMN 'H 500 MHz (CDCI) (ver tablas 20 y 21). 
CG/EM 70 eV, mz (int.rel.): TR = 21.51, A = 80 %, 394 [M-2AcOH]' (100), 379 

{M-2AcOH-Me]’ (7), 253 [M-2AcOH-CL]* (14). 

NOTA: Las tablas 20 y 21 se encuentran al final de esta seccion. En éstas se incluyen 
datos comparativos que seran discutidos en la siguiente seccion. 

o Petrosterol (LXXIII). 

Sélido cristalino, Pf. 115-117°, [a] o -27.11° (Pf. registrado 123-125° DNP, 1997; 
{a]p registrado -33.4° Honda et ai/., 1996). 

RMN 'H, 500 MHz y "°C, 125 MHz (CDCI). ( ver tabla 17). 
EM-IE 70 eV, m/z (int.rel.): 412 (CzgHasO) (MJ* (100), 397 [M-Me]* (17), 394 [M- 

HzO’ (18), 379 [M-Me-H,OJ' (10), 377 [M-C3He-Me-H,O}' (3), 370 [M-C3Hg]* (8), 355 [M- 
CsHe-Me}* (7), 352 [M-C3He-H2O]’ (5), 327 [M-CeH11-2H (M-85)]* (13), 314 ([M-CrHi4]° 
(21), 301 [M-CeHis (M-111)}* (19), 300 [M-CoHie]® (14), 273 [M-CioHi9 (M-CL)]* (27), 271 
{M-CL-2H]* (65), 255 [M-CL-H,O]* (16), 253 (M-CL -2H-HO]* (15), 231 [(M-Ci3H24)-H 
(M-Anillo D-H)’ (13), 213 [231-H,O]* (17). 

NOTA: La tabla 17 se encuentran al final de esta seccion. En éstas se incluyen datos 
comparativos que seran discutidos en la siguiente seccion. 
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° Acetato de Petrostero! (LXXIV). 

Sélido cristalino,'PF. 109-110°, [a] p -40.38° (Registrado: Pf. 112-114° y [a]p -41.5° Sica 
y Zollo, 1978). ' 

[ 
° 7-oxopetrosterol (LXXVIN). 

Sélido, Ph 116 - 117°, [a] p -77-56° 
IR Vinax (Sol. CHCis) cm’': 3609 (-OH), 2950 (=C-H), 2920 y 2856 (-C-H), 1666 (- 

C=O), 1462 y, 1430 (-CH2-), 1379 (-CHs). 
RMN 'H,'500 MHz y RMN "°C, 125 MHz (CDCl) (ver tablas 18 y 19). 
EM-IE 70 eV, m/z (int.rel.): 426 (C2gHagQz2) [M]* (78), 411 [M-Me]* (7), 408 [M- 

H20]* (5), 393 [M-Me-H20]° (10), 384 [M-C3He]* (30), 369 [M-CsHe-Me]* (10), 351 [M- 
C3He-Me-H20]" (2), 341 (M-CeHi1-2H (M-85)}" (6), 328 [M-C7Hy4]” (30), 315 (M-CgHis (M- 
111)]" (24), 314,[M- CgHi6]” (26), 287 [M-CioH19 (M-CL)}* (32), 285 [M-CL-2H]* (100), 269 
[M-CL- -H20]" (7), 267 [M-CL-H20- -2H]" (4), 245 [M-Anillo D-H]+ (11), 227 [(M-Anillo D- 
H20)-H]’ (6), 205 (25), 192 (26), 187 (14), 174 (6), 161 (18). 

EM-FAB’ alta resolucion (Xe, 6kV): CagHsgQ2 estimado 427.3576, observado 

427.3569. t 
l 

NOTA: Las tablas 18 y 19 se encuentran al final de esta seccion. En éstas se incluyen 
datos comparativos que seran discutidos en la siguiente seccion. © 

i 

e7ay 7B-hidroxipetrosterol (LXXXIE y LXXXI). 

Solido, Pt. 122-124°, [a] p -7.54°. 

RMN 'H 500 MHz y 86 125 MHz (CDCls) (ver tablas 20 y 21). 

EM-IE 70 eV, m/z (int.rel.): 428 (CagH«gOz) [MJ’ (14), 413 [M-Me]* (10), 410 [M- 
H,O}’ (100), 396 [M-Me-HO]’ (8), 395 [M-H2,O-Me]’ (5), 392 [M-2H,O]" (4), 386 [M- 
CaHe]* (1), 371) [M-CaHe-Me]’ (2), 353 [M-C3Hs-Me-H20]" (1), 330 [M-C7Hy4]* (2), 316 [M- 
CaHie]” (1), 289 [M-CroHig (M-CL)]* (2), 287 [M-CL-2H]* (7), 271 [M-CL-H20]* (4), 269 
[M-CL-2H-H2O]* (5), 253 [M-CL-2H207" (4), 251 [M-CL-2H-2H20]" (2), 247 [(M-Anillo D)- 
HJ" (4), 229 [(M-Anillo D-H2O)-H]" (5), 211 [(M-Anillo D-2H20)-H]* (3), 175 (5), 161 (9), 
135 (8), 109 (9), 107 (9), 95 (12), 81 (13), 69 (13), 55 (21), 43 (11). 

i 

NOTA: 'Las tablas 20 y 21 se encuentran al final de esta seccion. En éstas se incluyen 
datos comparativos que seran discutidos en la siguiente seccion.



  

Tabla 14. ESTRUCTURAS DE LOS ESTEROLES OBTENIDOS 

DE LA ESPONJA FRESCA Y SECA (Xestospongia subtriangularis) 

Y SUS DERIVADOS. 

    

5 

  

  

  

ssicasterol) y 24B-metil-colesterol (campesterol). 

R=Ac, LXIV. Acetato de dihidrobrassicasterol y 

acetato de campesterol. 

RO RO 

R=H, LIX. Colesterol. R=H,  LXI. Desmosterol. 

R=Ac, LX. Acetato de colesterol. R=Ac, LXil. Acetato de desmosterol. 

RO RO 

R=H, LXIll. 240-metil-colesterol (dihidrobrae | R=H, LXV. 24ca-metil-22-en-colesterol (brassi- 

  

casterol) y 24B-metil-22-en-colesterol (crinosterol). 

R=Ac, LXVI. Acetato de brassicasterol y acetate de 

crinosterol. 

  

  

RO 

R=H, LXVI. 240-etil-22-en-colesterol (pori- 
ferasterol) y 24f-etil-22-en-colesterol (estigmas- 
terol). 

R=Ac, LXVII. Acetato de poriferasterol y 

acetato de estigmasterol. 

  

RO 

R=H,  LXIX. B-sitosterol. 

R=Ac, LXX. Acetato del f-sitosterol.             
78 

 



CONTINUACION 
  

  

RO 

  

R=H, LXxXI. Clionasterot R=H, — LXxXIll. Petrosterol 

R=Ac, LXXil. Acetato-de clionasterol R=Ac, LXXIV. Acetato de petrosterol 
  

28 

     oO 
R=H, LXXV. 7-oxoclionasterol 

R=Ac, LXXVI. Acetato dei 7-oxoclionasterol R=H 

  

       RO NOR RO OR 
| 

R=H, ~~ LXXVIIl. 7a-hidroxiclionasterol R=H,  LXXX. 7B-hidroxiclionasterol 

R= Ac, LXXIX. Acetato del 7a-hidroxiclionasterol | R = Ac, LXXXI. Acetato del 7B-hidroxiclionastero! 
  ; 28 28 

       RO "OR RO OR ' 

R=H, LXXXII. 7a4-hidroxipetrosterol R=H, LXXXIll. 7B-hidroxipetrosterol           
  

  

on wa, 0 ”



08 

    
  

  

  

  

  

  
  

  

        

  

    

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

      

  

  

  

  

  
      

  

  

  

  

  

  

  

  

  

    

  

  

            

  

  
  

“eaugue unDeUBISY. 

2202 sare 3 6c0e 
"Ov 

EZ) 1 eS8°0 tz 2) 1 Sb8'O Ai s8'0 S2)1SS9'0 2) S580 toi sse0 Ww Oi yse'0 to. es8°0 (6:2) 1 €s8'0 isa is8'0 62 

wr Pt sere Pee ser ee 7 = ZetA zit 82 

WD P 6280 (9) P-s2s'0 (Pp zee'o TP eso (HP zee'o (9) P cee'o (6'9) P E€8°0 (Za) P 680 Wap 6280 TP Ev'0 22 

(P6080 (e'9) 8 S080 jpriso P2190 Wpzwo oy perso oy E180 (29) P o18'0 Pp 6080 WP 180 92 

—— verseee saeeene oot = saree sesecee weg't Se 

vo 
260 ve 

= coe eee eet Acol & 

wee eee ee fama —— wee fee eee seth a60 zw 

9) P Pz60 (S'9) P 0z6'0 (ap 926"0 slpezeo | (9) pozeo (9) 9 2260 (9) P v26'0 (S9)P £60 1Z 

—= ne seo see PO vo set 02. 

$8001 Selot S101 SO10r 5 6001 S107 S B00 T on 61 

[__sz90 SE29°0 $9290 se9°0 s 99°0 $990 sZZ9°0 290 8s 

— aoand = = ree 1st Zi 

wee eee ee fo eet Aor OL 

— 
9st ASO) St 

= 
OOF 7 

eee Pee eee ee eee eh 

Toes Pee Pere reer Pmetrere meee creme aoe Ket zy 

a veseeee seeneee aereeee seeeeee oot Kosh tb 

oo an = = or 

— 
660 6 

— 
ost 8 

— — — pPPP 261 Kost Zz 

= Gop ees er) Pp yze's (72'S) Ppp ses 9 

Poa eee em = s 

——— seen Lee srreres nore ('s'€1) OPP Bae v 
A(z 1'€1) OOP 2ez 

— wroor | weee | wese fo oo w9zs'e —— GIN we € 

oe oa = eeu Aer @ 

warren fr were Pere Breer err yer k 201 1 

[epiaa ebje) | (euvew ebje) cIxXx) 

jouayseuoD | [OlaseUOID | Jo1a}SeuollD (sis@juis) (sisaquys) | (epuea eBye) | (seywas) (@psen eBye) | (ejajUexo0z) (xx) 

oyejeoy ‘2861 oyeyaoy ap ojEjaay |] osa}SeuOID | [OSISEUOIID | |O1@ISBUOIID } [O1EISEUOIID | [olaseUo!|d JO1aSBUOI|O josaySeUuoyD H 

yerelindg ‘9L61 72 ofeqen as3 686! 861 72 86h 86172 ce6! b861 ofeqes a1s3 

Aoey Ja usaysiqny 72 38 SQUOH | ja OjoWUIIN4 | yea BOIS | Ja OJOWINSTEW | YE!EIINd Aoey] ye 19 ulyog 

                            
  

(XIX) IOMSLSOLIS-9 AUIXXT) TOHSLSVYNOITO 140 

H, NY 30 SOOldQOSOU.LOAdSA SOAILVHVdNIOD SOLWG ‘SI FIdeL 

       



  
  

  

  

  

  

    

  

  

          

  

  

  

  

  

  

  

  

  

    

  

    

  

  

  

  

    

  

  

        

  

  

      

  

  

  

  

      

  

        

  
  

  

(2.21 +%9'0 1s8°0 (9'2) 1 8r8'0 (41 9¢8'0 {2'2) 1 9980 {9°2) 1 yy98'0 (2'2) 1 208'0 1S8'0 62 

meee fee ee enka 82 

Troy P E80 P1180 (9) P zee'o Wy Pp 968°0 9) P SECO (eo) P See'0 (e'9) Peee0 Peso Ze 

to) Pp 6080 PEsO a Wp rieo alP rigo CP EEO (9) PELeO PiB0 9 

7 ae a wore - wear Sz 
Tose 260 ve 

wee wet Az04 6 

wee wee eee a = se1X 660 zz 

9p ateo (oy P 1260 Ga)P 2260 (9) P e160 9) piz60 (ay PEieo P €60 te 

ca a aa a vo ma SEs 02 

$6001 $ 600F $6001 $6001 $2001 Ot 6l 

5 6890 S180 $890 $890 $890 890 st 

cee eee ee fen 1st zt 

secs eee eat Age Ob 
9st XS01 st 
00F h 

aaa wee eee Pee ee eh 

sescene men srrcees sereree oo XStt a 

cee 0% Kost hh 
a OF 
€60 6 

mee ost 8 

= 261 Koss Z 

uses WeESse's (es) p OSes wee Po ses 9 
a ~ = Wao $ 

soseeee aotesee sroseee Fen pppeezh |r 
(a'sb'eL) pp zee 

Goma west Gusta ave € 
zeit ker z 

eee eee ree - we ret K201 i 

(eunew ebe) (eayenoe ejued) | (enenoe ejuejd)]) (sisayuis) -7 -(epson ebye) | (seyimes). | (euvew ebje) axx7) 

jouaysong-J jola}sous-¢ jora1soNlS-g jouaysous-g } josaisous-g | loraisous-J | loslsoys-¢ jouaseuollg “| H 

oyeyaoy O661 O66L 686}. ye6l esélie “OZ6L ofeqesl ays3 

OZ6| ‘je 78 Ula\sIqny ‘ye 12 B98ID) ye Ja eYoly ‘ye 18 Quo} yeja eg je ojownsyjey | ye je uleysiqny 
                

      NOIOVNNILNOO    



Tabla 16. DATOS COMPARATIVOS ESPECTROSCOPICOS 

DE RMN °C DEL CLIONASTEROL (LXX!) y 8-SITOSTEROL (LXIX). 

  
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

    
  

  

              

Wright et al. Rao y Pullaiah, Valls et al. 

C | Este trabajo 1978 1982 Horibe et al, 1989 1994 

Clionasterol| Clionasterol Clionasterol Clionastero! Clionastero! 

(LXXI) (alga marina) (alga verde) (sintesis) (alga verde) 

1 37.22 37.31 37.32 37.26 37.29 

2 31.59 31.57 31.60 31.68 31.67 

3 71.73 71.69 71.71 71.81 71.85 

4 42.24 42.25 42.26 42.32 | ----- 

5 140.76 140.76 140.77 140.76 140.48 

6 121.67 121.59 121.61 121.71 121.73 

7 31.86 31.92 31.94 31.92 31.94 

8 31.86 31.92 31.94 31.92 | => 

9 50.10 50.17 50.17 50.14 50.17 

10 36.45 36.51 36.52 36.51 36.53 

1 21.04 21.11 21.4 21.09 21.11 

12 39.73 39.81 39.81 39.77 39.81 

13 42.24 42:33 42.34 42.32 42.32 

14 56.72 56.79 56.80 56.77 56.79 

15 24.27 24.32 24.33 24.31 24.33 

16 28.19 28.26 28.27 28.24 28.27 

17 56.00 56.11 56.11 56.04 56.08 

18 11.80 11.87 11.90 11.88 11.88 

19 19.35 19.40 19.42 19.40 19.41 

20 36.23 36.29 36.28 36.27 36.30 
21 18.79 18.82 18.83 18.84 18.85 

22 33.87 33.95 33.96 33.93 33.95 
23 26.34 26.43 26.42 26.39 26.42 

24 46.01 46.07 46.09 46.07 46.10 

25 28.90 28.98 28.98 28.96 28.98 
26 18.94 19.07 19.12 18.98 19.00 

27 19.55 19.62 19.64 19.60 19.62 

28 22.97 23.09 23.12 23.03 23.05 

29 12.27 12.32 12.35 12.32 12.34 
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Tabla 19. DATOS COMPARATIVOS ESPECTROSCOPICOS DE 
RMN “°C DEL 7-OXOCLIONASTEROL (LXXV), 

7-OXOSITOSTEROL Y 7-OXOPETROSTEROL (LXXVil). 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

      

Este trabajo Este trabajo Greca et.al. 1990 | Guerriero et.al. 1993 Este trabajo 
7-0x0- Acetato det 7- 7-oxositosterol 7-oxositosterol 7-oxopetrosterol 

Cc clionasterol oxoclionasterol (planta acuatica) (esponja marina) {LXXVII) 
(LXXV) (LXXVI) 

1 36.38 36.20 36.62 36.37 t 36.34 

2 31.18 27.40 31.18 31.2 it 31.19 

3 70.52 72.27 70.52 70.53 d 70.53 

4 41.81 37.76 41.79 41.83t 41.80 

5 165.15 163.81 169.35** 165.04 s 165.02 

6 126.12 126.76 126.13 126.1d 126.15 

7 202.29 201.90 204.21** 202.25 s 202.26 

8 45.43 45.46 45.39 45.43 d 45.42 

9 50.00* 49.89" 50.02 49.98 d* 49.95 

10 38.29 38.70 38.24 38.72 s* 38.26 

ia 21.23 21.20 21.20 21.23t 21.21 

12 38.72 38.33 39.68** 38.29 t* 38.68 

13 43.11 43.14 41.79** 43.115 43.10 

14 50.00* 50.00* 49.93 49.96 d* 49.95 

15 26.46 26.46 26.30 26.40t 26.31 

16 28.50 28.51 28.53 28.54 t 28.52 

17 54.74 54.72 54.69 54.69 d 54.81 

18 11.94 11.96 11.87 11.97 ¢ 11.95 

19 17.28 17.25 17.28 17.31¢ 17.30 

20 36.18 36.04 36.06 36.19 d 35.85 

21 18.98* 18.98" 18.90 18.99 c 18.85 
22 33.96 33.96 33.93 33.94 t 33.50 

23 26.31 26.31 26.07 26.33 t 33.93 

24 46.10 46.11 45.80 46.07 d 38.68 

25 29.00 29.01 29.11 28.96 d 27.36 

26 19.55 19.57 19.77 19.58 ¢ 12.73 

27 18.98" 18.98" 19.01 18.99 ¢ 11.57 

28 23.06 23.06 23.04 23.03 t 19.80 

29 12.25 12.28 11.95 12.30¢ 19.11 

Ac. 17.026             

    * Puede estar invertida la asignacién. 
“*Datos incorrectos seguin Guerriero et.al 1993 
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Tabla 21. DATOS COMPARATIVOS ESPECTROSCOPICOS DE RMN °C DEL 7a- 

Y 7B-HIDROXICLIONASTEROL (LXXVIII y LXXX), 7a- Y 7B-HIDROXISITOSTEROL y 
7a- Y 7B-HIDROXIPETROSTEROL (LXXXII y LXXxXIII) 

  
  

  
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

      

Este trabajo |] Chaurasia y Wichtl, Fukuyama et Este 

7a-hidroxi- ; 1987 al.1988 Greca et al. 1990 | Guerriero ef a/.1993]] trabajo 

C | clionasterol || 7a-hidroxisitostero! | 7a-hidroxisitosterol| 7a-hidroxisitosterol | 7c-hidroxisitosterol|] 70-hidroxi- 

(LXXVIII) (planta terrestre) (planta terrestre) (planta acuatica) (esponja marina) }} petrosterol 

: (LXXXH) 

1 37.00 37.401 36.95 37.00 37.01t 37.02 

2 31.35 31.38 t 31.31 31.37 31.37 t 31.40 

3 | 71.32 '71.34 71.27 71.35 71.35 d 71.38 

4 42.00 142.151 41.94 42.01 42.01 t 42.02 

5 146.27 146.255 146.16 143.88°** 146.26 s 146.27 

6 | 123.87 123.87 d 123.78 123.86 _— 123.86 d 123.92 

7 65.36 65.35 d 65.78 65.36 65.37 d 65.36 

8 37.52 ' 37.02 d 37.45 37,51 37.52 d 37.53 

9 42.25 "42.98 d 42.07 42.26 42.25d 42.29 

10 37.38 37.54 § 37.34 37.39 37.40s 37.40 

11 20.69 _ 20.72 t 20.64 20.71 20.71t 20.72 

12 39,16 39.19 t 39.11 39.17 39.16 t 39.21 

13 42.13 42.205 42.20 42.13 42.145 42.15 

14 49.40 ‘49.43 d 49.36 49.42 49.42 d 49.45 

15 24.29 24.30t 24.23 25.90** 24.32 t 24.29 

16 28.23 . 28.27t 29.22 28.31 28.28 t 28.26 

17| 55.69 . 55.98 d 55.66 55.70 55.66 d 56.89 

18 11.60 " 11.63.¢ 11.56 11.63 11.65 ¢ 11.60 

19 18.21 ' 18.23. ¢ 18.96 18.25 18.26 c¢ 18.22 

20 36.20 , 36.11d 36.04 36.10 36.23 d 35.91 

21 18.84 19.04 ¢ 18.17 18.80 18.86 c 18.73 

22 33.90 33.99 t 33.85 33.91 33.89 t 33.49 

23; 26.22 ‘29.18 28.88 25.97 26.17 t 33.93 

241 46.05 ' 45.87 d 45.77 45.82 46.04 d 38.70 

25 28.95 | 25.99 d 29.08 29.12 28.91 d 27.37 

26 19.54 18.80 c* 19.72 19.81 19.58 ¢ 12.75 

27 18.98 19.78 c* 18.74 19.02 19.0ic¢c 11.57 

28| 23.02 ' 22.67t 23.00 23.06 23.01 t 19.83 

29 12.27 11.99c 11.92 11.99 12.33 ¢ 19.13                 
  

  

*Puede estar invertida la asignacon. 
**Datos incorrectos seguin Guerriero ef al. 1993. 
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CONTINUACION 

  
  

Chaurasia y Wicht, 

  
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

      

Este trabajo Este trabajo 

7B-hidroxi- 1987 Greca et al.1990 | Guerriero ef a/.1993 |] 7B-hidroxi - 

Cc clionasterol 7$-hidroxisitosterol 7P-hidroxisitostero! | 7-hidroxisitosterol || petrosterol 

(LXXX) (planta terrestre) (planta acuatica) (esponja marina) (LXXXII1) 

1 37.00 37.02 t 36.93 36.91 t 37.00 

2 31.35 31.58 t 31.56 31.52t 31.59 

3 71.32 71.434 71.42 71.38 d 71.46 

4 42.00 41.74t 41.71 41.69t 41.74 

5 146.27 143.475 143.48 143.435 143.51 

6 125.45 125.47 d 125.42 125.41 d 125.49 

7 73.36 73.36 d 73.34 73.31 d 73.37 

8 37.52 39.57 d 40.91 40.86 d 40.94 

9 48.27 48.29 d 48.16 48.22 d 48.30 

10 37.38 36.45 s 36.42 36.40 s 36.45 

11 20.69 21.88t 21.06 21.04t 21.08 

12 39.16 42.94 t 39.54 39.51 t 39.58 

13 42.13 40.93 s 42.91 42.89 s 42.945 

14 49.40 55.75 d 55.37 55.30 d 55.47 

15 24.29 26.38 t 26.36 *26.36 t 26.38 

16 28.23 28.54 t 28.51 28.51t 28.53 

17 55.69. 55.41d 55.95 55.91 d 56.00 

18 11.60 11.82 ¢ 11.79 11.79 ¢ 11.83 

19 18.21 19.14¢ 19.12 19.13 ¢ 19.13 

20 36.20 36.10 d 36.07 36.19 d 35.87 

21 19.18 19.04c 18.81 18.86 c 19.00 

22 33.90 33.94 t 33.97 33.89t sj] —-=--- 

23 26.22 29.17 t 26.11 *26.34t 33.83 

24 46.05 45.86 d 45.84 46.01d j|__—----- 

25 28.95 26.16 d 29.14 28.870 j]_ ----- 

26 19.54 18.84 c* 19.77 1957c | ----- 

27 18.98 19.79 c* 19.00 18.93¢c |] ----- 

28 23.02 22.55 t 23.05 22.95t | ----- 

29 12.27 11.98 ¢ 11.95 12.30c  j]_ -----               
  
  

  
*Puede estar invertida la asignacén. 
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VALORACION BIOLOGICA 
(ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA) 

Los resultados esperados en este tipo de pruebas son los siguientes; si el 

compuesto da una prueba positiva significa que no hubo crecimiento de los 
microorganismos enlistados alrededor del sensidisco y/o pozo y por tanto, posee 

actividad antimicrobiana. Y por el! contrario, sera una prueba negativa cuando el 
crecimiento de los microorganismos no se vea afectado por ei compuesto. El didmetro 

det halo de inhibicién es indicativo del poder antimicrobiano del compuesto (Vanden y 

Vlietinck, 1991). | 
, \ 

Como se/puede observar en la tabla 22 todas las pruebas resultaron negativas 

tanto para los diferentes extractos y/o fracciones obtenidas en lo que respecta al 

material de la primera y segunda recolecta, asi como para ef compuesto identificado 

como clionasterol (LXXI), el cual fue el tinico que se aisl6 en cantidad suficiente para 

realizar estas pruebas. Dicho en otras palabras, no hubo actividad antimicrobiana en 

las 12 cepas puestas a prueba. 

Tabla 22. RESULTADOS DE LA VALORACION BIOLOGICA 
(ANTIMICROBIANA) DE LOS DIFERENTES EXTRACTOS Y FRACCIONES ASI 
COMO DEL COMPUESTO AISLADO, CLIONASTEROL, OBTENIDOS DE LA 

! ESPONJA MARINA Xestospongia subtriangularis 
| 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

      

No. de CLAVE DE LA 

muestra FRACCION METODO UTILIZADO RESULTADO 

1 XsFAcOEt Por sensidisco, disuelto en CHCl, Negativo 

2 XsFBuOH Por sensidisco, disuelto en MeOH Negativo 

3 XsFMeOH Por sensidisco disuelto en MeOH Negativo 

4 XsSAcOEt Por sensidisco disuelto en CHCl Negativo 

5 XsSA Por sensidisco disuelto en MeOH Negativo 

6 XsSMeOH/DCM Por sensidisco disuelto en MeOH Negativo 

7 XsSMeOH Por sensidisco disuelto en MeOH Negativo 

8 ' Xs2FEP En pozo disuelto en CHCl; Negativo 

9 iXs2FDCM En pozo disuelto en CHCl; Negativo 

10 jXs2AcOEt Por sensidisco disuelto en CHCl Negativo 

11 /Xs2MeOH Por sensidisco disuelto en MeOH Negativo         
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CONTINUACION 
  
  

  
  

  

  

  

  

      

No. de CLAVE DE LA 
muestra FRACCION METODO UTILIZADO RESULTADO 

12 Xs2SEP En pozo disuelto en CHCl3 Negativo 

13 Xs2SDCM En pozo disuelto en CHCl, Negativo 

14 Xs2SAcOEt Por sensidisco disuelto en CHCl; Negativo 

15 Xs2SA Por sensidisco disuelto en MeOH Negativo 

16 Xs2SMeOH Por sensidisco disuelto en MeOH Negativo 

17 Clionasterol (LXX!) | Por sensidisco disuelto en CHCl3 Negativo           
  

  

  

En total se valoraron 17 muestras, que correspondieron 

recolecta, nueve de la segunda y el clionasterol (LXXI). 

siete a la primera 

Los extractos XsFEP y XsSEP no pudieron ser valorados pues las fracciones 

ya habian sido procesadas completamente cuando se realizé la valoracion cualitativa 

(sobre los extractos crudos obtenidos). Sin embargo, en el material de la segunda 
recolecta todas los extractos fueron valorados; es importante recordar que cada 

muestra fue ensayado por triplicado para cada una de las cepas utilizadas, para asi, 

obtener resultados confiables (Vanden y Vlietinck, 1991). 
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DISCUSION 

GRUPOS QUIMICOS Y 
ELUCIDACION DE ESTRUCTURAS 

1. HIDROCARBUROS. 

En el espectro de RMN 'H a 200 MHz de las fracciones XsFEP’-A y XsFEP’-B 

de la esponja fresca se observa tnicamente !a presencia de hidrocarburos saturados; 

es decir, slo se observa una sefial triple aproximadamente a los 0.88 ppm ja cual 

corresponde a los grupos metilos terminales (CHs-) y una sefal simple ancha 

aproximadamente en 1.25 ppm caracteristica para grupos metilenos de la cadena 

alifatica (-(CHs2)n-). A pesar de que no se observaron sefiales que indiquen la presencia 

de hidrégenos unidos a carbonos de dobles enlaces (5.12 ppm) en el andlisis por 

CG/EM se detecté la presencia de huellas de un triterpeno con 6 insaturaciones 

(escualeno XXV) el cual se encontrdé en cantidades minoritarias en estas fracciones. 

El espectro de RMN 'H a 200 MHz correspondiente de la fraccién XsFEP’-C 

resulté ser ligeramente diferente a las dos anteriores ya que aparte de observarse la 

presencia de hidrocarburos saturados, se hace evidente la presencia de dobles 

enlaces, los cuales corresponden a un hidrocarburo con 6 insaturaciones que se 
identificé como escualeno (XXV); éste se caracteriz6 por la presencia de la sefal para 
los protones vinilicos en 5.12 ppm y las sefiales de grupos metilo vinilicos (=C-CHs), 0 
sea los metilos sobre los carbonos olefinicos, los cuales aparecen como sefiales 
simples en 1.68 y 1.60 ppm (‘“cis”y “trans” al protén vinilico respectivamente). También 

se observa la sefial correspondiente a los grupos metilenos entre los dobles enlaces 

(=CH-CH,-CH,-CH=), los cuales se caracterizan por una sefial ancha en 2.0 ppm. El 

escualeno (XXV) es el componente mayoritario en esta fraccidn. 

En fos espectros de RMN 'H a 200 MHz de las fracciones Xs2SEP-A y 
Xs2SEP-B de la esponja seca presento el mismo perfil que tas fracciones anteriores, 

pudiéndose identificar las sefiales correspondientes a hidrocarburos (0.88 y 1.25 ppm), 

y en la fracci6n Xs2SEP-B, las antes descritas para el escualeno en 1.60 y 1.68 para 

los grupos metilos y la sefial ancha en 2.0 ppm que corresponde a los grupos 

metilenos entre los dobles enlaces. También es evidente la presencia de dobles 
enlaces en las dos fracciones; sin embargo, en la fracci6n Xs2SEP-A corresponden a 

los hidrocarburos C23 y Cag , como se comprobé en ei analisis por CG/EM de esta 
mezcla; en tanto que en la fraccién XsSEP-B, estas sefiales corresponden al 

escualeno (XXV). 

Los espectros de RMN 'H no permiten identificar individualmente los 
hidrocarburos en una mezcla; sin embargo, el andalisis por CG/EM es una de las 
mejores herramientas para tal fin (Budzikiewicz et a/., 1964). Asi, los alcanos obtenidos 
en las fracciones XsFEP’-A, XsFEP’-B, XSFEP’-C y XsSEP-A dan lugar a espectros de 

masas con una distribucién de picos de intensidades muy caracteristica ya que se 
encuentran picos separados de manera regular por 14 unidades de masa en donde los 

maximos de intensidad se refieren a la serie de los iones de m/z 29, 43, 57, 71, 
85...CrH2n.1, acompanados de picos dos unidades de masa menos de m/z 27, 41, 55, 
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69...CrHen.1, de menor intensidad que proceden de la reaccién de deshidrogenacion. 

Las maximas intensidades corresponden a los fragmentos C3 y C, y luego disminuye 

continuamente al aumentar el numero de carbonos de la cadena hidrocarbonada hasta 

llegar a un pico [M-29]* que corresponde a [M-C2Hs] * como lo sefiala Calderon y Stud 

(1986); de hecho, estos autores sefialan que en ocasiones puede observarse el patron 

de fragmentacién hasta [M-15]* que corresponde a la pérdida de un CHs-. 

En el material de ta segunda recolecta se encontraron hidrocarburos 

insaturados de cadenas de C29 y C29; sin embargo, no pudo establecerse la posicion 

del doble enlace con estos datos espectrométricos. Estos se caracterizan por 

presentar tres series de fragmentacién, una que corresponde a la mas significativa en 

intensidad de m/z 41, 55, 69, 83...C,H2n-1 acompafiadas por sefales mas débiles de 

mz 43, 57, 71...CrHans y de m/z 39, 53, 67, 81...CaHan3. Sin embargo, esta ultima 

serie no se observé tan claramente como las dos anteriores; un hecho que confirma la 

presencia del doble enlace aparte del peso molecular es que el ion molecular [M]" 

corresponde a un pico de mayor intensidad comparado con los hidrocarburos 

saturados (Calderon y Stud, 1986). 

También se logré detectar la presencia de escualeno (XXV) y de otro 

compuesto triterpénico con 6 insaturaciones, ambos se encontraron tanto en el 

material de la primera como de la segunda recolecta. El otro compuesto triterpénico 

con 6 insaturaciones no se pudo identificar. 

El unico estudio sobre el género que informa sobre la presencia de 
hidrocarburos fue realizado por Carballeira et a/. (1988) en Xestospongia muta la cual 

fue recolectada cerca de la Parguera, Puerto Rico en marzo de 1986, junto con otras 

tres especies de esponjas: Agelas dispar, Cliona aprica y Spheciospongia vesparium. 

El método de extraccién y purificacién fue muy semejante al utilizado en este trabajo 

(Anexo B). 

En el estudio de Carballeira et al. (1988) se identificaron Unicamente 
hidrocarburos saturados Cy2, Cra, Cig a Cig y Cos a Cas, siendo el compuesto 

mayoritario el hidrocarburo C17 (34 %) seguido del C14 (30 %); los hidrocarburos de 
cadena alifatica mas larga fueron C2, y Cas (3 y 5 %, respectivamente) siendo la 
proporcién entre pares y nones casi de 1:1 (55.5 y 44.4 % respectivamente) sin 

considerar los datos de abundancia. Estos autores de acuerdo con los tiempos de 
retencién (TR) y el resultado del espectro de masas lograron discernir que en sus 

mezclas existian hidrocarburos de cadena ramificada Cig y Czs; estos autores 
mencionan que los hidrocarburos obtenidos de cada uno de las esponjas fueron 

comparados por CG/EM con muestras “auténticas” (hidrocarburos estandares) 

confirmando asi su identificacién, pero no dan los TR para cada hidrocarburo por lo 

que no se pudo hacer una comparacién con los datos obtenidos en este trabajo; el 

patron de ramificacién de estos hidrocarburos no posible establecerlo 

espectroscopicamente, por lo que tampoco pudo esclarecerse. 

En este trabajo se encontraron hidrocarburos de Cig a mas de Czs, como lo 

indican tos resultados en la fraccién XsFEP’-B, en donde, se encontraron 
hidrocarburos C27, Cog y Cag y en la fraccién XS2SEP-A se identificaron C2, Caz y Cag a 
C33. No se logré identificar hidrocarburos ramificados, pero a diferencia de Carbalieira 
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et al. (1988) si se identificaron compuestos insaturados, en especial en la fraccion 

Xs2SEP-A (Cos y Co) pero en cantidades minoritarias (0.79 y 0.99 % respectivamente). 
Aun con estas diferencias con estos autores, al igual que en sus resultados, el 

hidrocarburo mas abundante fue el C,7 siendo esto mas notorio en las fracciones 
XsFEP’-C y Xs2SEP-A (15.58 y 31.22 % respectivamente). 

| 

El porcentaje entre la presencia de hidrocarburos pares y nones es muy similar 
a lo encontrado por Carballeira ef al. (1988), ya que en las fracciones XsFEP’-A 

XsFEP’-C y Xs2SEP-A se encontré en una proporcion de 1:1. 

Estos mismos autores no llegan a conclusiones concretas sobre la presencia de 

estos compuestos en el organismo y mencionan unicamente las posibles causas que 

a continuacién se escriben: 
I, 

1) Son de lorigen exdgeno y la esponja es capaz de obtenerlos del medio de 
forma tal vez preferente; es decir, son concentradores bioldgicos de 

hidrocarburos. 

2) Aigunos'o todos son de origen enddégeno; es decir, la esponja los sintetiza a 
partir de'compuestos precursores mas simples. 

3) De origen bacteriano. 

Todas estas hipétesis requieren de un mayor estudio, siendo las dos ultimas las 

que necesiten tambien de experimentos sobre biosintesis. 

También meéncionan que se requieren de mas estudios en diferentes especies 
de esponjas para poder determinar en caso de que sean de origen exdgeno, de que 

exista o no preferencia de captacién o que si éstos pueden representar un valor 

taxonémico. \ | 

En este trabajo tampoco se puede concluir en forma definitiva el origen de 

estos hidrocarburos; sin embargo, es importante hacer notar que la zona de muestreo 

se encuentra muy cerca del Puerto de Veracruz, por lo que las diversas actividades 

portuarias pueden ser una importante fuente de contaminacién por hidrocarburos o 
petrdleo, al medio én donde las esponjas, en este caso X. subtriangularis, pueden ser 

bioacumuladores de éstos, ya que son organismos filtradores del agua de mar en 

forma constante. Sin embargo, el bajo porcentaje del contenido de éstos en las 

fracciones analizadas que va del 0.04 al 0.42 % (XSFEP’-A = 0.42 %, XsFEP’-B = 0.15 
%, XSFEP’-C = 0.04 %, XS2SEP-A = 0.11 % y XS2SEP-B = 0.27 %) (Tabla 10), se 
puede pensar que éstos no son biosintetizados por la esponja; sino que mas bien 
pueden haber sido biodegradados por ella. 

| 

Carballeira et al. (1988) mencionan valores de! 1 al 2 % de hidrocarburos 
totales con respecto al peso seco de todas las esponjas analizadas por ello, 

incluyendo a X. muta; sin embargo, aportan poca informacién con respecto a este 

punto por fo que hay que considerarlos con reserva, ya que estos porcentajes resultan 
ser muy elevados. | 

I 

Es conocido que el océano presenta procesos naturales para la eliminacién de 

hidrocarburos, los mas ligeros son evaporados, otros son fraccionados y dispersados 
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por la marea y e! oleaje u oxidados por el aire y otros, son destruidos por bacterias o 

absorbidos por organismos marinos (Féurier et al., 1975). Sin embargo, se requieren 
de mayores estudios tanto de otras especies de esponjas como de otros invertebrados 

sésiles asi como del sedimento localizados en el area de estudio para poder concluir 

categéricamente todo lo anteriormente presentado. 

Haciendo una comparacién de los resultados obtenidos en este trabajo con 
aquellos de Carballeira et a/. (1988) sobre otras especies de esponjas, se encontré que 

Agelas dispar presenta hidrocarburos de cadenas hidrocarbonadas desde Cio hasta 
Cz, todos lineales y saturados, siendo el hidrocarburo mas abundante e! C14 (20.2 %), 

seguido del Cig (15.6 %), Cas (14.5 %) y Cr2 (10.8 %) y algunos otros compuestos como 
xilenos isoméricos y probablemente compuestos aromaticos y alquenos biciclicos. 

Spheciospongia vesparium presenta Unicamente hidrocarburos lineales saturados C12 
a Cre, Cig, Cog a Cos y Cog a Cos, Siendo los mas abundantes Cy4 y Cy2 (23.5 y 13.8 %). 

Cliona aprica presenta hidrocarburos lineales saturados Cy, a Cys, Caz, y Cog & Cos y 

como insaturados un Co,; los compuestos mayoritarios son C14, Cis y el insaturado Co, 

(22.31, 22.07 y 11.22 %). 

Como se puede apreciar en ninguno de los casos anteriores se registra el 
hidrocarburo saturado C,7 como compuesto mayoritario, por lo que podria inferirse que 

éste sea una caracteristica quimiotaxonémica del género Xestospongia; también es 
importante hacer la observacién que en ninguna de las tres especies estudiadas por 
estos autores se encontyraron hidrocarburos saturados Czas y C27, pues aunque éstos 

se encontraron en cantidades minoritarias, pueden ser utilizados en quimiotaxonomia a 

nivel especifico como lo mencionan Carballeira et al. (1988) para este tipo de 

hidrocarburos (minoritarios); sin embargo, seria muy atrevido afirmar de manera 
contundente estas observaciones, para ello deben hacerse mayores estudios. 

ll. ESTERES DE ESTEROLES CON ACIDOS GRASOS. 

La mezcla de ésteres de esteroles Xs2SEP-D se caracteriz6 por ser un sdlido 

de color amarillento. En su espectro de RMN a 200 MHz se aprecia en !a regién de 

0.79 a 1.02 ppm el perfil clasico de la presencia de esteroles. En este espectro se 

alcanza a distinguir las sefiales para los protones de ios grupos metilos 
correspondientes a los carbonos Cia y Cig como sefales simples en 0.68 y 1.02 ppm, 

asi como los protones de los grupos metilos (H21, Hee, H27 y Hze); por lo que el perfil 

correspondié al clionastero! (LXXI). La sefal mas desplazada en 4.60 ppm 
corresponde al protén H3 sobre el carbono base (C3) en donde se enlaza el éster con 
el acido graso. La presencia de éste provoca que el protén H3 se encuentre 
desplazado a campo mas bajo debido al efecto de desproteccidn, finalmente en 5.3 

ppm se observa la sefial que indica la presencia de dobles enlaces tanto en el 

esqueleto esteroidal como de las cadenas alifaticas de ef acido o los acidos grasos 
que estan esterificando a los esteroles. 

El espectro en el IR no presenta bandas de absorcién en la regién de 3,500 

cm’' (grupos -OH); sin embargo, ademas de las absorciones de grupos C-H en 2928 y 

2855 cm', asi como para los grupos -CHe- y CHs en 1465 y 1379 cm' 
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respectivamente se observa la absorcién correspondiente al grupo carbonilo del éster 
en1720cm". | 

i 

Después de la reaccién de hidrdlisis aicalina, la fracci6n de esteroles obtenida 
se acetilé (MEAc-a) y se analizé por CG/EM. El contenido de esta mezcla fue similar a 
las obtenidas de! los diferentes extractos de ambas recolectas, que contenian !os 

esteroles; en ellos se identificaron los acetatos de colesterol (LX), desmosterol (LXII), 

dihidrobrassicasterol y/o campesterol (LXIV), brassicasterol y/o crionasterol (LXVI), 
poriferasterol y/o éstigmasterol (LXVIIl) y acetato de clionasterol (LXXII) y/o B—sitosterol 

(LXX)}, éste ultimo como componente mayoritario (49.74 %), seguido del acetato de 

brassicasterol ylo. crionasterol (LXVI) (6.01 %). En el analisis por CG/EM también se 

detecté la presencia del estigmasta-3,5-dieno proveniente de ‘a descomposicién 

térmica del compuesto mayoritario. 

Una observacion que es importante hacer notar, es que todos los tiempos de 

retencién (TR) obtenidos en esta mezcla fueron menores al promedio estimado 

(mostrado en la tabla 24), este promedio fue obtenido de todos los valores de las 

diferentes fracciones de esteroles analizadas, ya que todos los andlisis de éstas por 
CG/EM fueron realizados bajo las mismas condiciones (Tabla 13), sirviendo entonces 

como patron de identificacién de esteroles. 

| 

La mezcla de Acidos grasos obtenidos de ja hidrdlisis alcalina se esterificaron 
con diazometano (MAGEst) y se analizaron por CG/EM. Los resultados fueron muy 
similares a aquellos encontrados en las mezclas de ésteres metilicos aislados y acidos 
libres esterificados: En este caso se identificaron acidos saturados C-14, C-15 y C-16 
con un porcentaje del 12.08 % e insaturados C-16, C-18, C-24, C-25, C-26 y C-27, 

entre estos tres Uultimos se identificaron acidos demospdngicos los cudles se 
caracterizan por présentar dos dobles enlaces localizados entre los carbonos 5-6 y 9- 

10 en la cadena hidrocarbonada (Tabla 12). El porcentaje de éstos acidos grasos 

insaturados fue de 80.84 %. La proporcién entre acidos de cadenas pares y nones fue 

de 1:1, pero por porcentajes de abundancia correspondieron a 62.32 y 30.60 %. Los 

compuestos mayoritarios correspondieron a los acidos demospéngicos A°°C-26 (42.92 

%)y A°°C-27 (25.76 %), seguidos de un acido saturado C-16 (8.16 %). 
I 

El comportamiento respecto a la relacién entre cadenas saturadas e 

insaturadas de esta'mezcia fue igual a lo encontrado en todas las mezclas de ésteres 

metilicos y en las mezclas de acidos grasos esterificados. En cuanto a la proporcién 
entre pares-y nones se encontrd el mismo resultado al compararse con la 

correspondiente a todas las mezclas de acidos grasos, siendo mayor la abundancia 
para aquellos de cadena par. Y mas. aun, el compuesto mayoritario es el mismo acido 
graso: el acido demospdngico A*’-hexacosadienoico (LVI), encontrado en las 

fracciones XsAMet- B (27.35 %), XS2FEP-FMetA (41.68 %) y Xs2SEP-FMetC (50.57 %) 
y/o como el éster metilico correspondiente en las fracciones XSFEP-A (34.82 %), XN-B 

(36.79 %), XSFEP’- -G (37.28 %) y Xs2FEP-D (26.80 %) (Tabla 11). 

Como se mencioné en el método, la fraccidn XsSEP-C fue una mezcla de 
esteroles esterificados con acidos grasos como lo indica su espectro de RMN 'H 200 

MHz; éste fue muy simitar al espectro de la fraccidn Xs2SEP-D (que también fue una 

mezcla de esteroles ésterificados); sin embargo a diferencia de la fraccién anterior éste 
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presenta sefiales que se pueden asignar a un ciclopropano como una sefial multiple 

ancha entre 0.0 y 0.15 ppm. Las sefiales restantes son muy semejantes a la fraccién 
Xs2SEP-D; el protén H; se localiza en 3.65 ppm y también se observa la presencia del 
proton vinilico (He) en 5.34 ppm. 

Un hallazgo importante en este trabajo, es que los ésteres de esteroles con 

acidos grasos solamente se detectaron en el material seco, cuyos extractos se 
obtuvieron por percolacién tanto de la primera recolecta como de la segunda. Sin 
embargo, en fa primera se detecté como esterol mayoritario el petrosterol (LXXIIl) en 
tanto que en la segunda fue el clionasterol (LXXI), como se esquematiza en el 
siguiente recuadro: 

  

  

    
   RO RO 

R = CH3-(CHe)a- 6 R = CHs3-(CHa)n- 6 CHs-(CHe)n*(CH=CH)n-(CH2) ar CH3-(CHe)n-(CH=CH)n~(CHo)n- n=162 n=162 

Posibles ésteres del petrosterol Diversos ésteres del clionasterol obtenidos de la fraccién XsSEP-C obtenidos de la fraccién Xs2SEP-D 
{Primera recolecta esponja seca) (Segunda recolecta esponja seca)   
  

  

El hecho de que éstos no se hayan encontrado en el extracto metandlico de fa 
esponja fresca puede ser debido a que en solucién acuosa-metandlica se haya 
provocado, una hidrdlisis y/o metandlisis de estos ésteres de esteroles produciéndose 
asi, acidos grasos y ésteres metilicos los cuales sélo se obtuvieron del extracto 
metanélico. Sin embargo, esta explicacién no pudo ser confirmada. 

En el género Xestospongia se ha identificado un éster graso de un esterol 
(compuesto 200 del Anexo A), el cual fue obtenido mediante cromatografias sucesivas 
y HPLC (High performance liquid cromatography) del extracto de MeOH-tolueno 3:1 de 
la esponja Xestospongia sp. recolectada en Bahamas (ver Anexo B). La hidrdlisis 
alcalina con una solucién de hidréxido de potasio (KOH) al 5 % en EtOH a 45 °C por 1 
h, seguido de una metilacién con CHzN2 en Et, proporciondé el éster metilico del acido 
y el esterol correspondiente (Gunasekera et al., 1991). 
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Tanto 
el'acido 

graso 
como el esterol 

entre si, habian 
sido identificados 

en otros 
organismos 

marinos 
pero no esterificados, 

el Acido 
graso 

correspondi6 

a un acido C-16 
con 3  ramificaciones 

(Acido 
4,8,12-trimetil-tridecanoico) 

el cual fue aislado 
anteriormente 

de la esponja 
Petrosia 

ficiformis 
(Ayanoglu. 

et al., 1982) 
y el esterol, 

se 

caracterizé 

como 
el 24,26-ciclo-5a-colest-(22E)-en-36-ol 

que antes 
habia 

sido aislado 
del coral 

blando,Sarcophyton 

glaucum 
(Kobayashi 

et a/.,1983). 

En este trabajo, como ya se mencioné, se aisié una serie de acidos grasos y 

otra de esteroles, por lo que no puede especificarse en detalle que acidos grasos se 

unen a que esteroles, aunque en el caso de la fraccién Xs2SEP-D el esterol 

mayoritario fue. el clionasterol (LXXI) y el Acido mayoritario fue un a> 

hexacosadienoico (C-26)(LVI). 

De acuerdo con la literatura consultada (Anexo A y B), éstos constituyen el 

primer registro, tanto en la especie como en el género y por supuesto, la riqueza de 

estos ésteres de'esteroles hubiera sido mayor si se hubiera podido analizar ia mezcla 

de ésteres de esteroles con acidos grasos de la fracci6n XsSEP-C 

Ill. ACIDOS GRASOS Y SUS ESTERES METILICOS. 

La mezcla de esteres metiticos XsFEP-A fue caracterizada por medio de sus 

espectros en el IR y RMN 'H (200 MHz). En el espectro en el IR se observa ja sefal 

caracteristica del grupo carbonilo de un ester en 1732 cm', ademas de las 

absorciones a 2928 y 2856, 1464 y 1367 cm’ para C-H, -CHe- y CH;-respectivamente, 

también se identifies la presencia de dobles enlaces por las absorciones 

correspondientes a 3005 y 1626 cm’ ‘ respectivamente (=C-H y -C=C-). Esta presencia 

de dobles enlaces fue confirmada en el espectro de RMN por una sefal multiple en 5.3 

ppm, debida a protones vinilicos (-CH=). 

En el espectro de RMN 'H, se observa ademas una sefial simple aguda en 3.64 

ppm que corresponde a los tres protones del metilo correspondiente al éster (-OCHs). 

La presencia de grupos -(CH2),- y CHs-, queda caracterizada por una sefial simple y 

otra sefial triple distorsionada en 1.25 y 0.85 ppm respectivamente. Esta fraccién 

consiste en una mezcla de ésteres metilicos de acidos grasos saturados e insaturados, 
la cual se analizé por CG/EM. Los resultados se muestran en la tabla 11. 

| 

Las mezclas XsN-B, XsFEP’-G y Xs2FEP-D presentaron el mismo perfil que la 

fraccién anterior, tanto en su espectro en el IR como de RMN ‘H, por lo que 

constituyen mezclas similares de ésteres metilicos de Acidos grasos que también 

fueron analizadas por CG/EM (Tabia 11). 

Los ésteres, metilicos de acidos grasos presentan un patrén de fragmentacion 
en espectrometria de masas independiente de la longitud de la cadena; aquellos de 

cadena larga como. los aislados en este trabajo se comportan como los acidos grasos 

(Calderon y Stud, 1986); es decir muestran una serie de iones que corresponden a 

fragmentos hidrocarbonados de tipo alquilo CoHa.. (m/z 29, 43, 57, 71,.....), 
acompafhados de fragmentos olefinicos C,Han., (m/z 27, 41, 55, 69,.....) y otra serie de 
fragmentos con oxigeno, de los cuales el mas caracteristico es el pico de m/z 74 
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producido a través de un rearreglo de McLafferty y que es el pico base (100 %) en el 
espectro, seguido del pico a m/z 87 que corresponde a un ion [CH2-CHz-COOMe]’ y 
sus homdlogos [(CH2),-COOMe]’ donde n = 6, 10,.....(m/z 143, 199,.....) conocidos 

como productos de McLafferty (Calderon y Stud, 1986), que son de menor intensidad, 

pero de mayor intensidad que los homdlogos donde n = 3, 4, 5, 7, 8, 9, etc. Asi, los 

iones correspondientes a los productos de McLafferty son mas significativos que los de 

la otra serie principalmente ai aumentar e! numero de carbonos; otros iones de 

importancia en tos espectros de estos compuestos es un pico de m/z 43 que 

corresponde a un (C3H7]" de la parte final de la cadena hidrocarbonada y un (M-31]" 6 

(M-32]" que corresponde a la pérdida de CHs-O 6 CHs-OH respectivamente (Hesse et 

al., 1997). Un ejemplo del patrén de fragmentacién explicado anteriormente se 

representa en el siguiente recuadro para un éster saturado de férmula molecular 
CrzHy,O2: 

  

  

  

SERIE McLAFFEATY 87 

  

OMe 4H 

ie 213 187 ‘or I 3144 
M+-43 M+-43-56 M+-43-56-56 

SERIE HIDROCARBONADA 

PATRON DE FRAGMENTACION DE UN 
ESTER METILICO SATURADO CyHe,O2       

  

  
De acuerdo con Hesse ef al. (1997) los ésteres metilicos no saturados dan 

espectros de caracteristicas olefinicas semejantes a los fragmentos de cadenas 
hidrocarbonadas de m/z 41...C,H2,.1 acompafadas por sefiales mas débiles de m/z 
43...CaHons y de m/z 39...CiHens, ademas de que se encuentran algunos fragmentos 

de la serie de McLafferty (Budzikiewicz et a/., 1964 y Calderon y Stud, 1986), estas 
mismas caracteristicas se observaron en este trabajo. Sin embargo, como Calderon y 
Stud (1986) lo.mencionan la posicién del doble enlace no puede ser determinada. Una 

observacién importante es que en los compuestos insaturados la intensidad de jos 

picos principales son de m/z 41, 55 y 69, en tanto que en los saturados se localiza en 
m/z 74 (producto de McLafferty). 

Asi, en el analisis por CG/EM se puede distinguir si el éster metilico es de un 
acido saturado o insaturado debido, principalmente, por la diferencia en dos unidades 
de masa 6 4, 6, etc. segtin sea el numero de insaturaciones presentes en la cadena 
alifatica; sin embargo, saber si éstos son normales o ramificados se requiere conocer 
el tiempo de retencién (TR) de los estandares de los diferentes is6meros, en especial 
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I 

entre ésteres 
de acidos 

de cadena 
normal 

o lineal y de cadena 
ramificada. 

Carballeira y Maldonado 
(1988) 

y Carballeira 
y Reyes 

(1990) 
han encontrado 

la relaci6n 
existente 

entre 
sus respectivos 

tiempos 
de retencion, 

ellos mencionan 
que los ésteres 

metilicos 
de cadena 

normal 
o lineal 

presentan 
mayores 

tiempos 
de retencién 

que aquellos 
ramificados, 

el orden 
de aparicion 

de éstos 
fue de la siguiente 

manera, 
los ramificados en la parte 

central 
de la cadena 

poseen 
tiempos 

de retencién 
menores 

que aquellos 
que presentan 

la iramificacién 

en la posicién 
iso- y éstos, 

de aquellos 
de ramificacién anteiso- 

; por lo que en un estudio 
de CG/EM 

los ramificados 

apareceran 

primero 
que 

los lineales. 
: 

En este estudio, 
sdlamente 

en la fraccibn 
XsFEP-A 

se logré identiticar diferentes 
tipos de ésteres 

metilicos 
saturados; 

en algunos 
casos 

se encontraron 

mas 
de un TR para un ‘mismo 

peso molecular, 
indicando 

con ello que se trata de diferentes isomeros 
(Tabla 

11 y 12), por ejemplo, 
para la férmula 

molecular 
CyHyO2 

se 

obtuvieron 
cuatro 

diferentes 
TR para los isémeros 

n-hexadecanoato 

de metilo, 
isohexadecanoato; 

de metilo, 
anteisohexadecanoato 

de metilo 
y el 4,8,12- 

trimetiltridecanoato 

de metilo. 
Por esta razén 

en la tabla 11 se observan, 
en algunos 

casos, 
mas de un valor de TR para una misma 

formula 
molecular. 

En tos éstéres de acidos insaturados, se encuentran dos casos de interés, 
aquellos con una insaturacién y con dos insaturaciones. Los mono-insaturados fueron 

identificados como'tales pero no se logré confirmar la posicién de la doble ligadura, por 

lo que la estructura propuesta en la tabla 12 es tentativa. Existen algunos métodos que 

ayudan a determinar la posicién de los dobles enlaces en la cadena alifatica como son 

la deuteracién del doble enlace, la apertura del epdxido con dimetilamina (Budzikiewicz 

et al, 1964) o la formacién de los pirrolilidos correspondientes (Carballeira y 

Maldonado, 1988), los cuales se consideraran para posteriores trabajos. 

I 

Para los ésteres con doble insaturacién la situacidén es algo diferente, 
Carballeira y Maldonado (1988) y Carballeira y Reyes (1990) explican que si en el 

espectro de masas'del éster metilico de un acido graso se observa un pico base de 
m/z 81 (como se observa también en este trabajo), se puede sugerir la existencia de 

una doble insaturacién en 5 y 9. La comparacién con los espectros de ésteres 
metilicos con doble insaturacién en 8 y 11, muestran diferencias en el pico mayoritario 
que en éstos casos es de m/z 67. 

Otra observacion interesante que hacen estos autores (Carballeira y 
Maldonado, 1988) y Carballeira y Reyes, 1990), es que si la esponja tiene ésteres 
A°°C-26 no habra A°°C-16 y viceversa. Xestospongia subtriangularis contiene A°°C-26 
mas no A*°C-16, lo que esta de acuerdo con Ia anterior afirmacién. 

Los espectros de masas de Ios tres acidos demospéngicos (A*° insaturados) 
identificados en X. subtriangularis muestran un patrén de fragmentacién muy similar, 
en el cual los fragmentos mas significativos son los de m/z 81, 109 y 141. Ef pico base 

de m/z 81 se origina’ muy probablemtente de la ruptura del enlace 7/8, la cual siendo 

Bes mas labil, generando el fragmento [CH2-CH=CH-(CH2)3-COOMey]’ de m/z 141, el 
cual por pérdida de 32 unidades de masa (pérdida de MeOH) genera ei ion de m/z 109 

o bien por pérdida de 60 unidades de masa (H-COOMe) da el pico base de m/z 81. Se 

observa ademas de! ion molecular [M]* otros picos significativos correspondientes a los 
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fragmentos {M-MeO]* (M-31), (M-MeOH]* (M-32), [M-MeO-H20]" (M-31-18), [M-CaHg02]” 

(M-74), y [M-CgH13O2-H]’ (M-142), que confirman !a presencia de los dobles enlaces en 

las posiciones 5 y 9 como se observa en el siguiente recuadro: 

  

  

  

109 

t MeOH gg 

441 (CgH1302) ——— 81 (CeHa) (100%) 
+(CaHaO2) 

127 (C7H1102) 

   
+H 

73 (CgHsO2) —> 74 

59 (C2Ha02) 

251 265 291 
(CrgHas) (CisHa7) (C2itae) 

R=H, [M]+ = 378 
ReMe, [Mj+ = 392 a a 
R=Et, {[M]+ = 406 250 264 ©2890 

PATRON DE FRAGMENTACION DE LOS ESTERES METILICOS DE LOS 
ACIDOS DEMOSPONGICOS (4°? INSATURADOS)     
  
  

Las cuatro fracciones (XsN-B, XsFEP-A, XsFEP’-G y Xs2FEP-D) presentan un 

comportamiento simitar en cuanto al porcentaje entre ésteres de cadena saturada e 

insaturada, siendo siempre mayor para los de cadena insaturada (65.73, 64.84, 70.48 

y 58.86 % respectivamente); de igual modo en la relacion entre los ésteres de acidos 

grasos de cadena par y non, es mayor el porcentaje de abundancia para los ésteres de 

cadena par en las cuatro fracciones (56.76, 64.33, 64.80 y 62.93 % respectivamente), 

esto se debe principalmente a que el compuesto mayoritario en los cuatro casos es el 

éster metilico del Acido demospéngico A**-hexacosadiencico (LVI). 

Como se puede observar en la tabla 11 las fracciones XsN-B, XsFEP-A, 

XsFEP’-G y Xs2FEP-D presentan diferentes contenidos de ésteres metilicos; en las 

tres primeras fracciones no se encuentran ésteres de cadena C-29 pero si en la ultima; 

ademas, las dos primeras son muy similares entre si. Esto puede deberse al hecho de 

que el material de la primera recolecta fue procesado de manera diferente al de la 

segunda, y entre las dos primeras fracciones los métodos de extraccién y purificacién 

fueron diferentes, por lo que se suponen las ligeras diferencias entre ellos. 

La fraccién Xs2FEP de la segunda recolecta se reunié las fracciones obtenidas 

durante la extraccién (EP, AcOEt y DCM) en tanto que en el material de la primera 

recolecta slo se proces6 Ja fraccién de EP (ver método). Esto, como se mencion6 

anteriormente, puede marcar la diferencia entre los resultados, ya que da ia impresién 

102 

 



de que hubo mayor eficiencia en la extraccién de este tipo de compuestos en el 

material de la segunda recolecta. 
h 

Otra observacién de interés es que los ésteres metilicos de acidos grasos sdlo 

se obtuvieron en los extractos metandlicos de la esponja fresca, tanto de la primera 

como de la segunda recolecta y no de la esponja seca en la que sdlo se encontraron 

mezclas de acidos grasos. Este hecho permite suponer que los ésteres metilicos se 
hayan formado durante el proceso de extraccion con el MeOH. 

Hasta antes de este trabajo, en el Género Xestospongia no se han encontrado 

ésteres metilicos de acidos grasos, Unicamente se tiene e! registro de ésteres metilicos 

de acidos bromados poli-insaturados, como se puede ver en el anexo A y B: 

compuestos 26, 27, 28, 29 y 30 (Quinn y Tucker, 1991; Petil et a/., 1992 y Brantley et 

al., 1995). | 
I 

Debido a: que la mezcla de los acidos grasos no se resuelve de manera 

satisfactoria por CG/EM, fue necesario preparar los ésteres metilicos en las diferentes 
fracciones en lasique se hallaron acidos grasos. 

I 

Como se ‘mencioné en el método la fraccién XsA resulté ser una mezcla de 
Acidos grasos que se trat6é posteriormente con una soluci6én etérea de diazometano. 

Los ésteres metilicos de los acidos grasos presentes en dicha fraccién se analizaron 
por RMN 'H a 200 Mhz, en el espectro correspondiente se observa la sefial simple 

aguda en 3.67 ppm que corresponde a los protones del metilo del éster y la sefial 

multiple ancha aproximadamente en 5.36 ppm debida a la presencia deprotones 
vinilicos. Este espectro concuerda en todos sus aspectos con aquellos 
correspondientes a las mezcia de ésteres metilicos ya antes descritos. 

IL 

Las fracciones Xs2FEP-F, Xs2SEP-F y Xs2SEP-GD por sus espectros en el 

IR y de RMN 'H 'resultaron ser mezclas de acidos grasos, estos espectros fueron 
iguales a los de ila fracci6n XsA. E! andlisis por CG/EM de los ésteres metilicos 
correspondientes, dio resultados similares a los discutidos anteriormente. 

Las tres fracciones XsAMet-B, Xs2FEP-FMetA y Xs2SEP-FMetC muestran un 
porcentaje mayor, de acidos grasos insaturados sobre los saturados ya que el 

compuesto mayoritario en éstas fue el 4cido A®°C-26. En cuanto al porcentaje de 
abunfancia entre pares y nones, ei patrén es el mismo, es decir, un mayor porcentaje 

para acidos grasos de cadena hidrocarbonada par (52.4, 5845 y 56.73 % 

respectivamente). Como se puede observar, los resultados corresponden a los 
obtenidos en las mezclas de ésteres metilicos libres, en donde el éster metilico 
mayoritario fue de! Acido demospdéngico A**-hexacosadienoico (LVI). 

En estas mezclas se logré identificar a los ésteres correspondientes a los 

siguientes 4cidos grasos siguiendo las mismas reglas especificadas por Carballeira y 
Maldonado (1988) y Carballeira y Reyes (1990) y ya mencionadas anteriormente (ver 
tabla 13): ' 

A) Saturados: Acido n-hexadecanoico, isohexadecanoico, anteisohexade- 
canoico, 4,8,12-trimetiltridecanoico, n-heptadecanoico, n-eicosanoico, isoeicosanoico, 

q 
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anteisoeicosanoico, n-heneicosanoico, isoheneicosanoico, anteisoheneicosanoico, n- 

docosanoico, isodocosanoico, anteisodocosanoico, n-tricosanoico, isotricosanoico y el 

acido anteisotricosanoico. 

B) tnsaturados: 

B.1 Mono-insaturados: Acido A''-hexadecenoico, A‘'-nonadecenoico, a‘*- 
heneicosencico, A‘*-tricosenoico, A'*-tetracosenoico, A'°-pentacosenoico, A‘*- 
hexacosenoico y A'*-heptacosenoico. 

B.2 Doble insaturados también conocidos como acidos demospéngicos: Ae. 

pentacosadiencico, A**-hexacosadiencico y A°°-heptacosadienoico. 

Los acidos grasos han sido estudiados ampliamente en esponjas, incluyendo al 

Género Xestospongia (Anexo A). Bergquist et a/. (1984) realizaron un estudio de la 
composicién de acidos grasos de 55 especies de esponjas de Australia encontrandose 

entre ellas Xestospongia exigua y Xestospongia sp.; Carballeira y Maldonado (1988) 
analizaron este mismo contenido en 3 esponjas de Puerto Rico entre ellas 
Xestospongia muta. 

En fa tabla 23 se puede apreciar una comparaci6n entre los diferentes acidos 

grasos totales de estas especies incluyendo Xestospongia subtriangularis. 

Tabla 23. CONTENIDO DE ACIDOS GRASOS TOTALES EN 
DIFERENTES ESPECIES DEL GENERO Xestospongia 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

      

Xestospongia 
No. de subtriangularis X. Xestos- 

Carbonos Xs2FEP- | Xs2SEP- | exigua pongia X. muta 
XsAMet-B FMetA FMetC sp. 

C-14 1.01) | ws | ----- 6.00 3.50 2.40 
C-15 743 | ve 2 6.50 2.50 14.10 

C-16 18.97 6.01 3.65 | 43.00° 29.00* 33.30* 

C-17— | were | eee 0.92 | ----- 5.50 14.90 

C-18 2.75 2.82 0.97 29.50 10.80 4.90 
C-19 2.50 5.90 1.85 1.00 1,00 8.90 

C-20 0.45 2.18 0.73 2.50 3.00 12.50 

C-21 1.54 5.10 2.71 [| -- 1,00 1.60 

C-22 | were | eee 2 | wae 3.00 |  —-++-- 

C-23. | so ---- 4.50 0.89 | ----- 6.00 | = 

C-24 3.06 5.76 ? 1.00 3.60 |  ----- 

C-25 3.38 7.54 10.30 1.00 1.50 | ww 
C-26 27.35° 41.68" 51.38* 9.00 19.70 | ww 
C-27 [| -- 14.19 | ee 450 | -- 
oe ee es ee 5.50 7.40               
    * Acido mayoritario 

? Existe presencia pero el espectrémetro no indicé e! porcentaje de abundancia. 
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En este trabajo, existen algunas diferencias en la composicién de acidos grasos 

del material procesado en la primera y segunda recolecta; asi como, entre material 
fresco contra material seco. Ya que en el material de la segunda recolecta no se 

encontraron acidos C-14 en tanto que en el primero no se encontraron acidos C-27. 

Esto puede deberse a que en la primera recolecta sdlo se procesé el extracto de EP, 

en tanto que en'la segunda se reunieron varios extractos y/o fracciones. 

De igual; modo, el material de la primera recolecta fue procesado mediante 

separacién de acidos y neutros, en tanto que el material de la segunda fue por medio 

de columnas cromatogrdaficas. Por lo que la conjuncién de las cuatro fracciones puede 

ser mas representativa de la especie; asi, Xestospongia subtriangularis presenta 

acidos desde C-14 a C-27 en tanto que en X. exigua no se detectaron acidos grasos 
C-21, C-22, C-23 y C-27; en X. muta tampoco se detectaron acidos de C-22 a C-27 y 
presenta junto con Xestospongia sp. el acido C-28 el cual no se detectd en la especie 
estudiada en este trabajo (ver tabla 23). 

Considerando la clasificacién de Bergquist et a/. (1984) en: acidos grasos de 

cadena media (ACM) aquellos de C-14 a C-22 y de cadena larga (ACL) aquellos de C- 
23 a C-30, se encontré lo siguiente: X. exigua, X. muta y Xestospongia sp. asi como el 

material de la primera recolecta de X. subtriangularis presentan un mayor porcentaje 

de ACM que de ACL (88.5/11.0, 92.6/7.4, 59.3/39.8 y 56.32/10.39 respectivamente); 
sin embargo, este comportamiento es totalmente inverso para el material de la 

segunda recolecta, en donde el porcentaje de ACL se incrementa sobre los ACM 

(10.83/62.57 y 24.32/70.35). 
I 

Bergquist ‘et a/. (1984) mencionan en su estudio, que en las esponjas es 

caracteristico observar un porcentaje representativo de ACL en comparacién con otros 

invertebrados matinos y que, e! porcentaje de abundancia relativa de éstos puede 
variar durante el afio; esto de acuerdo con las especies Halichondria moorei, Aphysilla 
rosea y lophon minor, y es por esta razén que los acidos grasos no tienen gran valor 

quimiotaxonémico'a nivel especifico. Aunque en este trabajo no se puede afirmar si 
sucede este fenédmeno entre el material de la primera y segunda recolecta, es 

importante tener en cuenta que la temperatura superficial del agua en la segunda 

recolecta fue menor que en la primera (27.6 contra 29.8 °C) pudiendo ser entonces un 
posible factor cuya, influencia se ve reflejado en el porcentaje de ACL (un incremento). 

Un hecho también observable, es que considerando el porcentaje de 
abundancia relativa de dacidos de cadena par y non, se encontré que las cuatro 
especies de la tabla 23 (incluyendo el material de las dos recolectas de X. 
subtriangularis), el mayor porcentaje corresponde a aquellos de cadena par. Bergquist 
et al. (1984) mencionan que los compuestos de cadena non son caracteristicos de 
bacterias y muchos. de estos organismos viven embebidos en el interior de la matriz de 

la esponja por lo que es relativamente frecuente encontrarlos en las esponjas; sin 
embargo, como se observa en la tabla 27 en X. subtriangularis muchos de éstos se 
encuentran en porcentajes altos, por lo que queda en duda su origen bacteriano. 

Para las cuatro especies, el Acido graso mas abundante dentro de los ACM fue 
el Acido C-16 y dentro de los ACL el acido mas abundante fue el C-26, con excepcién 
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de X. muta que no presenta un dcido C-26 sino un C-28 con tres insaturaciones 

(5,9,19-octacosatrienoico). 

En cuanto a los acidos grasos insaturados, Bergquist et a/. (1984) no hacen 
mencién del porcentaje de éstos para ninguna de las especies estudiadas; ellos 

sélamente mencionan que del total, hay un porcentaje que va del 16.4 al 71.1 %. X. 

muta contiene un valor de 29.4 % de dacidos grasos insaturados (Carballeira y 

Maldonado, 1988) y cae dentro del margen anterior, junto con los diferentes 
porcentajes para cada fraccién de la especie X. subtriangularis (37.52, 64.46 y 56.35 

% respectivamente). 

Otro hecho de importancia es que Bergquist ef a/. (1984) mencionan la 
presencia de Acidos grasos poli-insaturados y, en este trabajo, sdlo se detectd la 

presencia acidos con dos y tres insaturaciones; sin embargo, sf se concuerda con 
estos autores en que el porcentaje de estos acidos insaturados aumenta en la fraccién 

de ACL. Por otro lado, se aislaron Acidos A®°C-26 y A°°C-27 y no se aislaron A°°C-16 y 
A°°C-17 respectivamente, lo cual concuerda lo mencionado por Carballeira y 

Maldonado (1988) y Carballeira y Reyes (1990). 

Si se analiza la informacién publicada sobre el género en relacién a los acidos 
grasos (Anexo A y B) se puede observar que, a excepcidn de los trabajos de Bergquist 
et al. (1984) y Carballeira y Maldonado (1988), en todos los demas trabajos se aislaron 

Acidos grasos poli-insaturados bromados (mono- 0 poli-bromados). En este estudio no 

sé encontrdé ninglin acido de este tipo, esto puede deberse principalmente a que el 
método de extraccidén en casi todos los casos fue diferente (Anexo B). 

Carbalieira y Maldonado (1988) analizaron el contenido de acidos grasos de 

una especie identificada inicialmente como X. halichondoirdes; sin embargo, 
actualmente esta especie ha sido cambiada al género Plakortis (P. halichondroides 

(Wiedenmayer, 1977); por ello no se incluyé en esta discusién. 

V. ESTEROLES. 

eo CLIONASTEROL (LXXI). 

Del extracto metandlico de ta primera recolecta de X. subtriangularis procesada 
humeda, asi como de los extractos de la esponja de la segunda recolecta procesada 

humeda y seca, se obtuvo el clionasterol (LXXI) como componente mayoritario en las 

fracciones XsNE, XsFEP’-J, XS2FEP-G y Xs2SEP-GE. Los espectros de RMN ‘Ha 200 

MHz de estas fracciones muestran claramente la presencia de esteroles, ya que se 

observa el perfil cla4sico de éstos. Las sefiales mas sobresalientes son las de los 
protones de los metilos Cig y Cig localizados en 0.65 y 0.98 ppm respectivamente, asi 
como la sefial correspondiente al protén H3, que se encuentra a campo mas bajo como 

una sefial ancha aproximadamente a 3.5 ppm y que indica la presencia del grupo -OH 
en C3 que es comtin en estos compuestos; asi también se observa la presencia de la 

sefial de los protones vinilicos en la posicién 5,6 que corresponde a una sefial multiple 

en la regién de 5.33 ppm. 
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\ 
En el ! espectro de masas, determinado por !E, se observa eli pico 

correspondiente a un ion molecular [M]’ de m/z 414 que esta de acuerdo para la 
formula molecular CagHs9O correspondiente a un 24-etil-colesterol (clionasterol y/o B- 
sitostero!) ya que el patrén de fragmentacién concuerda con el de estos compuestos 
(Aizawa et.al,.1974). 

I 

Es dificil distinguir entre el clionasterol (LXX!) y el B-sitosterol (LXIX), basados 

unicamente en datos fisicos (pf. y rotacidn déptica) o datos en el IR y EM, dada la 
similitud en sus estructuras ya que éstos unicamente se diferencian por la 

configuracién absoluta del centro quiral C24, ef cual se ha establecido como A (con el 

sustituyente etilo B en C24) en el B-sitosterol (LXIX) y S (con el sustituyente a en C24) en 
el clionasterol (LXXI). Sin embargo, ésto se pueden lograr distinguir, aunque con 

algunas restricciones por medio de RMN 'H y RMN "°C. 

El esterol mayoritario aislado de X. subtriangularis se obtuvo principalmente de 
la fraccién XsFEP’-J como un compuesto sdlido cristalino de pf. 144-146° y [aJp -31.7° 

(clionasterol pf. registrado 147-148° y [aJp registrado -48.3; f-sitosterol pf. 136-137° y 

{Jo -35 DPN, 1997) que se identificO con base en sus datos espectroscépicos 
principalmente de RMN ‘Hy RMN "8C como clionasterol (LXXI). 

Con el ;objeto de identificar inequivocamente el esterol aislado como 
clionasterol (LXX1) se determinaron sus espectros de RMN de alta resolucién tanto de 

‘H (500 MHz) como de "°C (125 MHz). Para confirmar los diferentes desplazamientos 
quimicos y la asignacién completa de las sefiales en los espectros de RMN ‘H que se 
presentan en este trabajo; se realizaron experimentos de doble resonancia 'H-'H 

(irradiaciones) y'de correlaci6n homonuclear 'H-'H en dos dimensiones (COSY), asi 

como experimentos de correlacién heteronuclear 'H-"°C a un enlace (HMQC) y a larga 
distancia (HMBC). La multiplicidad de las sefiales de "°C, debido a interacciones a un 
enlace, o sea el'grado de protonacién de cada uno de los atomos de carbono en la 

molécula (CH3, CHz, CH y C) se establecio mediante experimentos de transferencia de 
polarizacién conacidos como DEPT y APT. 

t 

En el espectro de RMN 'H la principal diferencia entre estos dos epimeros, 

aunque no muy significativa, se observa en el desplazamiento quimico de la sefal 
triple de los protones del metilo Hz9 del grupo etilo en Cz, los cuales en el clionasterol 

(LXX1) se localizan a campo ligeramente mas bajo (0.85 ppm), en tanto que en su 

epimero B-sitostero! (LXIX) se localiza a campo ligeramente més alto (0.84 ppm). Esta 

diferencia no es tan clara en el espectro de RMN 'H a 200 MHz, siendo mas facil de 
detectar en espectros de alta resoluci6n a 500 MHz en tas que se pudo observar 
claramente la sefial triple con constante de acoplamiento (J) de 7.5 Hz en 0.85 ppm, 

ademas de ias sefiales dobles en 0.93 (J = 6.5 Hz), 0.81 (J = 7.0 Hz)y 0.83 (J = 7 Hz) 
que se deben a log metilos secundarios C2;, Cag y C27, respectivamente. 

La comparacién con el espectro del B-sitosterol (LXIX) (Guerrero, 1997) 
obtenido en las mismas condiciones mostré una diferencia de 0.007 ppm entre las 

sefiales triples (Hzg). Diversos autores sefialan diferencias similares para estos 
protones; por ejemplo Rubistein et a/. (1976) registra una diferencia, como Horibe et al. 
(1989) y Notaro et ai. (1992), de 0.006 ppm, Matsumoto ef a/. (1983) de 0.009 a 0.010 
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ppm y otros autores que aunque no manejan una diferencia especifica si sefalan la 
existencia de ésta. ' 

Sin embargo, en RMN “C la diferencia entre estos dos compuestos es mas 
significativa, principalmente en los carbones de la cadena lateral (CL) siendo mas 

evidente en los carbonos cercanos al centro quiral C24. En el clionasterol (LXXI) C2o, 

C21, Cas y Cog se encuentran a campo mas bajo & 36.23, 18.79, 26.34 y 46.01 
(diferencias de 0.08, 0.03, 0.19 y 0.13 ppm, respectivamente), en tanto que los 
carbonos Cas, Cag, C27 y Cog Se encuentran a campo mas alto &¢ 28.90, 18.94, 19.55 y 
22.97 (diferencias de 0.3, 0.77, 0.23 y 0.12 ppm, respectivamente) comparadas con el 

B-sitosterol (LXIX); Fujimoto e Ikekawa (1979) también observan este patrén de 
cambios, pero no mencionan ningun intervalo, en tanto que Wright et a/. (1978) si dan 

algunos datos para los carbonos C29, Cas y Cag Que Se encuentran a campo mas bajo 
(diferencias de 0.12, 0.26 y 0.22 ppm respectivamente) y a los carbonos Cos, Cag y Caz 

localizados a campo mas alto (diferencias de 0.39, 0.77 y 0.20 ppm); también Valls et 

al. (1994) observ6 este comportamiento y de hecho sefala que la maxima diferencia 

se encuentra en el carbono C2. pero no da un intervalo, Horibe et a/. (1989) sefala un 

margen para los carbonos Czg y Cz; de 0.80 y 0.21 ppm siendo estos datos muy 
semejantes a los obtenidos en este trabajo. 

Con respecto a los carbonos Czg y Czy cabe hacer la aclaracién que la 
asignacién de éstos se hizo de acuerdo con las asignaciones realizadas por Horibe et 

al. (1989); es decir, la sefial a campo mas alto en RMN 'H corresponde a los protones 
del C2g en tanto que la sefal a campo mas bajo corresponde a los protones del Co7. En 

cuanto a los dos protones de grupos metilenos tales como C;, C2, C4, entre otros; cabe 
hacer la aclaracién de que el valor dado a campo mas alto corresponde al proton axial 

en la estructura, en tanto que el ecuatorial presenta desplazamientos quimicos a 
campo mas bajo. 

Una comparacidon de los datos obtenidos en este trabajo con otros registros de 

RMN 'H y “C de estos dos compuestos se presenta en las tablas 15 y 16. El andlisis 

de estos datos permite hacer algunas observaciones; por ejemplo, Greca et al. (1990) 

senalan un desplazamiento de 0.85 t para los protones Hep del B-sitosterol (LXIX), por 

lo que pudiera pensarse que Se trata de clionasterol (LXXI) y no de B-sitosterol (LXIX); 

sin embargo, los datos de °C concuerdan con los del B-sitosterol (LXIX) y con los 
datos registrados por Aliotta et a/. (1990) para el B-sitosterol (LXIX) aislado de la 

misma planta acuatica para 'H (6 0.848, que si se redondea, da 0.85). 

Durante la recopilacién de esta informacién, también se encontré que en la 

literatura consultada causa confusién el uso de la representacién a y B para el 

sustituyente en C24. En algunos articulos, en el texto refieren al B-sitosterol con una 

configuracién a para el grupo etilo en Coa; en tanto que su epimero clionasterol se 

menciona con una configuracién B; sin embargo, las estructuras que los mismos 

autores muestran en el trabajo cuando se refieren a la configuracién absoluta Ro S 
para los epimeros, la representacién es totalmente opuesta, ya que para el B-sitosterol 

(LXIX) con una configuracién establecida A, él sustituyente en C2, debe representarse 

como B y para el epimero clionasterol (LXXI), con una configuracién ,S el etilo en Ca, 
debe representarse como a como se muestra en et siguiente recuadro: 
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a
 

ASIGNACION DE LA CONFIGURACION ABSOLUTA (A-S) 

PARA LOS EPIMEROS 24-ETILCOLESTEROL 

  

    

| 29 (HAHAH)    

   

(H4H,C) 28 29 (HHH) 

HH.c)22 3° 2H 
25 (H,C,C) ‘ } A        

” mM) i 1P 26 mee 

1 
3° 

° 4 

> 1 

'B-sitosterol Clionasterol 1° 

2° 8 Mo 
2° 

1°         
  

En una comunicacién personal por correo electrénico con ei Dr. Alain Milon del 
Laboratorio fundamental de farmacologia y de toxicologia del centro de neuroquimica 
de Francia, se le comentd lo anterior, ya que en uno de sus articulos (Marsan et al., 

1996), se presenta este hecho, a lo cual comenté: *...estaé Ud. en lo correcto en su 

observacién, pero dentro del campo de los esteroles existe mucha confusién con 
respecto a este tema; sin embargo la asignacién correcta y que debe considerarse es 

la dada por !a configuraciéri absoluta Ro S en cuyo caso la estructura mostrada en el 
articulo corresponde adecuadamente...”. Otros autores que se consultaron y en donde 
se observa este mismo incidente son: Rowe (1965), Erdman y Thompson (1972), 
Patterson (1972),;Rubistein et al. (1976), Wright et al. (1978), Duperon et ail. (1983), 
Matsumoto et a/. (1983), Pinto y Nes (1983), Kalidindi et a/. (1988), Horibe et al. (1989) 

y Marsan et al. (1996). 

Los experimentos de doble resonancia proporcionaron informacién que fue util 
para confirmar los desplazamientos quimicos y constantes de acoplamiento de algunos 

hidrégenos en la molécula, pero fueron especialmente provechosos para confirmar la 

posicién relativa dé los metilos secundarios en la cadena lateral (CL). Asi, por ejemplo: 

a) La irradiacion de la sefal en 1.68 ppm asignada a Hes, confirma la presencia 

del grupo isopropilo en la CL, ya que como consecuencia de ésta, las dos 
sefales dobles asignadas a los metilos secundarios Czg y C27 se colapsan a 

sefiales simples, confirmando que ambos grupos metilo interaccionan con et 

mismo proton Hes. 

b) La irradiacion de !a sefial doble en 0.93 ppm asignada a los protones del 
metilo 21, modifica las sefales en 1.3 ppm, confirmando la posicién de Heo y 

también, simplifica la sefal asignada a Hes (5 1.68) indicando que la sefial 
correspondiente al protén del metino 24 debe de encontrarse también en 
0.93 ppmisobrepuesta con la sefial de Ha;. 

[ 
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C) La irradiacién de la sefial triple en 0.85 ppm asignada al metilo 29, contirmé 

la posicién de los protones del metileno 28 ya que se observan cambios en 
la region de 1.12 y 1.32 ppm. 

d) La irradiaci6n de 1a sefial del protén sobre la base del alcohol secundario en 
Cs (Hs, § 3.52), confirma los deplazamientos de los protones de los metilenos 
2 y 4. Las sefiales para H, se colapsan a una sefal doble de dobles (J = 13 

Hz y 2 Hz) y una sefial doble ancha (J = 13 Hz), indicando que la existencia 
de acoplamients de H, a larga distancia, probablemente con Hs, H7 y/o Ha. 

€) Contrariamente, la irradiacibn sobre la sefal de Hy, confirmé los 
acoplamientos a larga distancia con He, H? y He. 

f) Finalmente la irradiacién sobre la sefal del protén vinilico He (8 5.35) 
confirmé la posicion de los protones del metileno C7 (6 1.50 y 1.97) y el 
acoplamiento a targa distancia con Hg axial (5 2.22). 

En el espectro de RMN 'H del acetato de clionasterol (LXXII), se observa 

claramente la presencia del grupo acetoxi (AcO-) en Cz, ya que e! protén H3 se 
encuentra desplazado a campo mas bajo, de 3.52 ppm en el clionasterol (LXXI) a 4.55 

ppm en el acetato correspondiente (LXXIl), debido al efecto de desproteccién que 

provoca la presencia de este grupo AcO-; en este mismo espectro se observa la 

aparicién de una sefial simple aguda en 2.04 ppm que corresponde a los protones del 

metilo del grupo AcO-. El punto de fusién determinado para este acetato fue de 140- 

141° (pf. registrado 140-141° DNP, 1997). 

El andlisis por CG/EM del producto de acetilacién, confirma la presencia de 24- 

etil-colesterol (clionasterol y/o su epimero B-sitosterol) como componente mayoritario 

en las diversas fracciones analizadas (Tabla 13). Sin embargo, se observa la presencia 

de otros componentes, que de acuerdo con sus pesos moleculares puede tratarse de 

brassicasterol y/o crionasterol, dihidrobrassicasterol y/o campesterol y poriferastera! y/o 

estigmasterol; ademas de otros componentes que pueden ser los correspondientes 

productos de eliminacién térmica del acetato. 

Debido a que todas las fracciones caracterizadas como esteroles se analizaron 

por CG/EM ya una vez acetiladas bajo tas mismas condiciones, se obtuvieron TR muy 

similares que ayudaron a identificar a los componentes de estas mezclas; es decir se 
obtuvo el TR medio (TRx) junto con la desviacién estandar (DE) para cada uno de los 
componentes de las mezclas, como se puede observar en la tabla 24. 

El valor de n (tamafio de muestra o numero de fracciones analizadas) no es el 

mismo para el clionasterol y/o B-sitosterol con un valor de n = 4 en lugar de n = 5, esto 

es debido a que este compuesto no se encontré en la fracci6n XsSEP-FEcAc en 
donde se identificO petrosterol (LXXIIl) como se puede ver en los resultados 
correspondientes (Tabla 13). 

Este no es el primer registro de clionasterol (LXXI) en el género, ya que 

Zimmerman y Djerassi (1991) registran anteriormente el aislamiento de clionasterol 

(LXXI) en mezcla con B-sitosteroi (LXIX) de la esponja Xestospongia testudinaria 

(anexo A y B) en un 11 % aproximadamente de la mezcla total de la fraccién 
esteroidal; sin embargo, si es el primer registro de este compuesto como componente 
mayoritario en el género. Otros autores como Kerr et af. (1991) han registrado el 
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aislamiento de '24-etil-colesterol en X. muta pero no hacen mencién de la 

estereoquimica de este compuesto (ya sea ay Bo Ay S). 

Tabla 24. VALORES DE LA MEDIA Y DESVIACION ESTANDAR 

CORRESPONDIENTES A LOS TIEMPOS DE RETENCION DE 
CADA UNO DE LOS COMPONENTES DE LAS MEZCLAS 

' DE ESTEROLES ANALIZADAS POR CG/EM. 
! 
  

  

  

  

  

  

  

  

    

COMPUESTO | TRx { DE i n 

Desmosterol 21.27 0.46 5 
Colestero! | 21.43 0.46 5 

Brassicasterol y/o 
crinosterol ; 21.99 0.40 5 

Dihidrobrassicasterol : 
y/o campesterol 22.32 0.50 5 

Poriferasterol y/o 
estigmasteroli 22.54 0.54 5. 

Clionasterol y/o B— 
sitosterol | 23.93 0.38 4       
      
TRx = Valor medio de los tiempos de retencion 
O€ = Desviacién estandar det valor medic de los tiempos de retencién 
n = Tamajfio de muestra (Num. de mezclas consideradas en el andlisis) 

El clionasterol (LXXI) es un compuesto muy conocido en: organismos acuaticos, 
por ejemplo se ha encontrado en: 

a) En las algas verde-azules (Myxophyceae) (Paoletti et a/., 1976). 

b) En las algas rojas Porphyridium sp. (Duperon et al., 1983) y Gracilaria edulis 

(Das y Srinivas, 1992). 

c) En las algas cafés Nitella (Sica et a/., 1983 y Wright et a/., 1984). 

d) En algas verdes Caulerpa taxifolia (Patterson, 1972; Rao y Pullaiah, 1982 y 
Akninet et al., 1992), Chlorella ellipsoidea (Duperon et al., 1983), Caulerpa 

prolifera, C. racemosa, Bryopsis plumosa, Halimeda tuna, H. incrassata, 
Boodleopsis pusilla, Udotea petiolata, Cladophora vagabunda y C. rupestris 

(Rao y Pullaiah, 1982; Akninet et a/., 1992 y Valls et a/., 1994). 

e) En los dinoflagelados Brareum asbestinum y Glenodinium (Bohlin et al, 
1981). 

De hecho, Bergman et al. (1944) mencionan que el clionasterol (LXXI) es un 

compuesto comun en esponjas: Spirastrella inconstans, Anthosigmella varians, Cliona 

aprica, C. celata, Cribochalina vasculum y Spheciospongia vesparium (Carballeira et 
al, 1989; Doss et al, 1990 y DPN, 1997). Sin embargo, como ya se mencioné 

anteriormente, no existen datos espectroscépicos completos sobre este compuesto. 

Un punto a digcutir es el origen del clionasterol (LXXI), si es o no producido por 

la esponja. Es conocido que Xestospongia subtriangularis presenta asociacién 
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simbiética con un alga verde-azul, Chroococcus (De Laubenfels, 1930 y Green, 1977) 
y se sabe también, que las algas verde-azules se caracterizan por contener mayor 

cantidad de clionasterol (LXXI) que sus contrapartes eucariotas (Paoletti et a/., 1976); 

sin embargo, un estudio detallado sobre este tema se ha realizado en otros géneros en 
especial sobre el género Dysidea (Hinde et al., 1994 y Unson et al., 1994) por lo que 

debe considerarse abierta la posibilidad de que to sintetice: 

1) La esponja. 
2) La alga verde-azul. 
3) La alga verde-azul produzca el precursor y la esponja termine la 

sintesis 0, viceversa. 

Dado que el clionasterol (LXXI) es mayoritario, podria suponerse que la esponja 
es la responsable de su sintesis, aunque el alga verde-azul pueda contribuir en cierto 
porcentaje. Otra posibilidad es que las esponjas se alimenten de este tipo de aigas 

junto con otras como las algas verdes dei Género Chlorella (como ya se menciond, 

éstas son ricas en clionasterol), por lo que la esponja puede ser un reservorio de este 

compuesto. Zimmerman et al. (1990) en un estudio sobre el contenido esteroidal en los 

diferentes tipos de células de la esponja Tethya aurantia y dos de sus simbiontes, sdlo 

encontraron clionasterol (LXXI) en los simbiontes en tanto que el colesterol (LIX) fue el 
compuesto mayoritario en la esponja (en cualquiera de sus tipos de células). Se ha 

observado que los esteroles mayoritarios son componentes de la membrana celular 

(Doss et a/., 1990) y en ei caso de Xestospongia subtriangularis, el clionasterol (LXXI) 

si es un componente mayoritario, por lo que es muy posible que sea sintetizado por la 

esponja. 

Pero para responder con certeza a esta duda, se requiere realizar mas estudios 

semejantes a los de Zimmerman et al. (1990). 

2° 7-OXOCLIONASTEROL (LXXV). 

De la fraccién XsFEP'-JL se obtuvo un sdlido de pf. 100-105° y [alo -46° que se 

identific6 espectroscdpicamente como 7-oxoclionasterol (LXXV) (registrados para el 7- 

oxoclionasterol: pf. 138-139°; [a]p -105.6° Das y Srinivas, 1995); su espectro en el IR 
muestra presencia de grupos -OH (3513 cm’) y carbonilo (1668 cm’). En su espectro 

de RMN ‘'H a 200 MHz presenta el perfil clasico de un esterol y la comparacion de 
estos datos con los del clionasterol (Tablas 15 y 18) indica que la CL no sufre cambios; 

sin embargo, el hecho de que la sefial para los protones del metilo angular en Cio (Hig) 

se localiza despiazada a campo mas bajo indica que el grupo carbonilo se encuentra 

localizado en el nucleo esteroidal. 

La multiplicidad y el desplazamiento quimico del protén vinilico (He 5 5.69, d, J = 

2 Hz) proponen que el grupo carbonilo debe localizarse en la posicién siete, y por lo 

tanto, debe tratarse del 7-oxoclionasterol (LXXV). La comparaci6én con los datos de 

Das y Srinivas (1992) y Notaro et al. (1992) para este compuesto aislado de una alga 

roja Gracilaria edulis y de la esponja marina Cliona copiosa respectivamente, apoyan la 

anterior aseveracién, ya que éstos concuerdan casi perfectamente; lo mismo sucede 

con los datos en el IR. 
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En el espectro de masas por IE se confirma la presencia de un compuesto de 

P.M. 428 que esta de acuerdo para una férmula molecular CagH«sO2 y por lo tanto para 

el 7-oxoclionasterol, el patrén de fragmentacién también concuerda con el publicado 

por Das y Srinivas (1992) y Notaro ef al. (1992). 

I 

Una caracteristica peculiar que presenta este compuesto es el hecho de que al 

revelar con una solucin Acida de sulfato cérico, éste se tora de color amarillo, por to 

que fue facil su detecccién en otras fracciones tales como XsFEP’-JOF, XsFEP’- JN, 

XsFEP’-JP, XsFEP’-JQ y XsFEP'-M. De las tres Ultimas fracciones se purificd el 

material por CPP y las fracciones de interés se reunieron para diversos experimentos 

de RMN 'H y RMN 8¢. El resultado ae estos estudios permitié la asignacién completa 

de las sefales | en RMN ‘H y RMN ' 3¢ como se puede observar en las tablas 18 y 19. 

En estas tablas se enlistan los datos de RMN obtenidos para el 7-oxoclionasterol 

(LXXV) aislado. en el presente trabajo y se compara con los datos de este mismo 

compuesto aislado de otras fuentes y del acetato correspondiente de los cuales existe 

poca informacién, asi como con su epimero Cz.-etil, el 7-oxositosterol del cual existe un 

poco mas de informacion. 
i 
I 

Como en el caso del ctionasterol (LXXI) y su epimero el B-sitosterol (LXIX), la 

diferencia entre’ sus correspondientes 7-oxo derivados (7-oxoclionasterol LXXV y 7- 
oxositosterol) en RMN 'H radica también en el desplazamiento quimico del grupo 

metilo 29 (Hz) que es poco significativo (§ 0.85 en el 7-oxoclionasterol LXXV y 8 0.84 

en el 7-oxositosterol) (Notaro et a/., 1992 y Das y Srinivas, 1992) y como se discutid 
anteriormente. En la tabla 18 se encuentran algunos datos incongruentes en el 

desplazamiento 'quimico registrado para H29, que probablemente se deben a la 
pequefia diferencia entre ambos epimeros (46 ~ 0.007). Asi, Shoolery ef al. (1983) y 

Greca et al. (1990) registraron un valor de 0.85 ppm para Hes en el 7-oxositostero! en 

lugar de 0.84 ppm. Por el contrario, en el caso de Guerriero et al. (1993), que también 

registra un valor de 0.85 ppm para Hze, pero sus datos de 8¢ son mas acordes para el 
7-oxoclionasterol, (LXXV) y casi idénticos a los obtenidos en este trabajo. Mas aun 
considerando, que la fuente de origen fue la esponja marina Corallistes undulatus, se 

puede suponer que el compuesto aislado por Guerriero et al. (1993) haya sido el 7- 

oxoclionasterol (LXXV) y no 7-oxositosterol, como lo mencionan los autores. Con base 
en estas consideéraciones también se puede sugerir que el 7-ox0-24-etilcolesterol 

aislado por Riccardis et a/. (1993) de la esponja Stelodoryx chiorophylla debe ser 

también el 7-oxoclionasterol (LXXV). 

Se ha sugerido que la presencia de este tipo de compuestos y de otros 7- 
oxiesteroles se puede deber a un proceso de oxidacién con el oxigeno del aire durante 
el aislamiento y purificacién, o bien durante el almacenaje, referido por algunos autores 

como proceso de auto-oxidacién (Schroeder et a/., 1980; Das y Srinivas, 1992; Greca 
et al. 1990; 1994; Guerriero et a/., 1993 y Arreguin-Espinosa et al., 1998). 

Lo anterior\esta de acuerdo con las observaciones realizadas en este trabajo; 

por ejemplo, las fracciones XSFEP’-J y XsFEP’-M se obtuvieron de la misma columna 

cromatografica a principios de marzo de 1996; la primera fracci6n inmediatamente de 

ser obtenida fue analizada por CCF revelando unicamente !a presencia del clionasterol 

(LXXI) y esteroles con el mismo Rf. (mancha de color café-rojizo al revelar con sulfato 

cérico); sin embargo, al analizarse nuevamente por CCF a principios de agosto de 
I 
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1996 se observaron ademas del clionasterol (LXXI) otros dos productos mas polares 
(menor. Rf., mancha de color amarillo y mancha de color azul), los cuales 
correspondieron al 7-oxoclionasterol (LXXV) y 7a- y 78-hidroxiclionasterol (LXXVIII y 

LXXX) io que indica que éstos son productos de un proceso de oxidacién ocurrido 

durante el tiempo que permanecié la muestra expuesta al aire. En cuanto a la segunda 

fraccién XsFEP’-M, en ésta se detecté desde un inicié (marzo de 1996) la presencia 
del 7-oxoclionasterol (mancha de color amarillo) por lo que se puede pensar que la 
esponja lo produce; sin embargo, el extracto de EP del cual se obtuvo esta fraccién fue 
obtenido a principios de noviembre de 1995 y no fue hasta marzo del afio siguiente 
que se proceso existiendo entonces la posibilidad de que se tlevara a cabo el proceso 
de oxidacién. 

En el material de la segunda recolecta el 7-oxoclionasterol (LXXV) sélo se 
encontré en el extracto de la esponja seca y no en ei extracto metandlico de la esponja 
humeda y el rendimiento obtenido fue mucho menor que en el material de la primera 
recolecta. En este ultimo el 7-oxoclionasterol (LXXV) correspondié al 0.24 % de la 
fraccién de EP de la esponja fresca (XsFEP’), en tanto que en la segunda sdlo 
correspondié el 0.014 % del extracto de la esponja seca (Xs2SEP). El hecho de que el 
material de la segunda recolecta fuera analizado en un periodo de tiempo mas corto 
puede responder a estas observaciones; es decir, la obtencion de la fraccién Xs2SEP- 
J fue a mediados de febrero y ésta se procesé a mediados de marzo, por Io que el 
proceso de oxidacién no se llevé a cabo por un periodo prolongado como en los otros 
casos, este hecho se observa mas notoriamente para la fraccién XSSEP y la obtencion 
del 7-oxopetrosterol (LXXVII) en donde se obtuvo un rendimiento dei 3.5 % ya que el 
tiempo en que se tardé en procesar la muestra fue de casi un afio (ver discusién del 7- 
oxopetrosterol, pag. 120). 

El tratamiento del 7-oxoctionasterol (LXXV) con AczO ¥ piridina proporcioné el 
acetato correspondiente (LXXVI) el cual se analizé por RMN 'H y RMN “°C. Los datos 
confirmaron las asignaciones hechas, que se pueden observar en las tablas 18 y 19. 
En RMN 'H se observa el desplazamiento del protén Ha hacia campo mas bajo por la 
presencia del grupo AcO en el carbono C3 que pasé de 3.67 ppm en el 7- 
oxoclionasterol a 4.72 ppm en el acetato (LXXVI); otro cambio importante es la 
aparicién de una sefial simple aguda en 2.05 ppm que corresponde a los protones del 
metilo del grupo AcO-; los datos anteriores estan de acuerdo con los registrados por 
Das y Srinivas (1992) para el acetato del 7-oxoclionasterol (LXXVI). 

En la literatura consultada no se encontraron datos de RMN “C del acetato 
(LXXVI), por lo que en este trabajo se presenta por primera vez la asignacién completa 
para este compuesto. Al comparar estos datos con los del 7-oxoclionasterol (LXXV) se 
encontré, como era de esperarse, que la principal diferencia se encuentra en el C3 en 
donde se une el grupo AcO-, observandose en el acetato un desplazamiento a campo 
mas bajo, de 70.52 ppm a 72.27 ppm. Asi mismo, los carbonos vecinos a éste tales 
como C2, Cs y Csse encuentran desplazados a campo mas alto (de 31.18 a 27.40 ppm, 
41.81 a 37.76 ppm y de 165.15 a 163.81 ppm respectivamente); se observa ademas, 
la aparici6n de una nueva sefal en 170.26 ppm que corresponde al carbono del grupo 
carbonilo de! acetato. 
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De la fraccién Xs7HC-b se obtuvo un sdlido de pf. 136- 137° y [a]p -61.6°. Su 

espectro en el IR mostré la absorcién caracteristica que indica la presencia de grupos - 

OH en 3607 cm". El perfil de! espectro de RMN 'H es el caracteristico de un esterol, de 

hecho semejante al del clionasterol (LXXI); en él se observaron las sefales simples 

agudas correspondientes a los metilos angulares Cyg y Cio en 0.686 y 0.996 ppm; 

ademas de las! sefiales para los metilos secundarios Ca1, Czs y Czr como sefales 

dobles en 0.937 (J = 7 Hz), 0.812 (J = 7 Hz) y 0.83 ppm (J =7 Hz); asi como la sefial 

triple para el metilo Cz) en 0.851 ppm (J = 7.5 Hz); la presencia de esta ultima indica la 

presencia de un grupo etilo-c sobre C24, 0 sea una configuracién absoluta S en ese 

centro quiral, al igual que en el clionastero! (LXXI). 

h 

En la region de los protones sobre bases oxigenadas, ademas de la sefiai en 

3.59 ppm, tipica'del protén sobre !a base del alcohol secundario en Ca, se observa otra 

sefal en 3.88 ppm que debe corresponder a la base de otro alcohol secundario. 

En la region de los protones vinilicos, se observa una sefial doble de dobles en 

5.60 ppm (J = 5.25 y 2 Hz) que debe corresponder a He; el desplazamiento de esta 

sefal a campo mas bajo comparativamente con el clionasterol (LXXI), asi como la 

multiplicidad de ila sefial, permite suponer que el otro alcohol secundario se puede 

encontrar en Cy. Esto quedé confirmado por la clara correlacién que se observa entre 

esta sefial (5 5.60) y la sefial en 3.88 ppm, en el espectro de correlacién homonuclear 

'H-'H en dos dimensiones (COSY); por lo tanto, esta ultima sefial (8 3.88) debe 

corresponder a H;. Los datos anteriores concuerdan para el 7a-hidroxiclionasterol 

(LXXVIII), el cual ha sido aislado anteriormente del alga roja Gracilaria edulis (Das y 

Srinivas, 1992). | 

I 

La presencia de una sefial triple en 5.29 ppm, sugirid la existencia de pequenas 

cantidades de otro componente que se identificé como el correspondiente epimero 78- 

hidroxiclionasterol (LXXX), el cual ha sido aislado recientemente de la esponja Cliona 

copiosa (Notaro et a/., 1992). 

El punto de fusién e indice de rotacién doptica obtenidos en este trabajo (pf. 

136-137° y [ap -61.6°) son diferentes a los registrados en fa literatura para el 7B- 

hidroxiclionasterol (LXXX) (pf. 157-158° y [a@Jp -19.5°) y el 7a-hidroxiclionasterol 
(LXXVII) (Pf. 225-226? y [a]p -32.7°); ya que en este caso se trabajé con la mezcla de 

los epimeros y no'con los compuestos puros. 

En las tablas 20 y 21, se compara los desplazamientos del 7a- y 7$- 
hidroxiclionasterol (LXXVII y LXXX) obtenidos en este trabajo con los de otros autores. 
En el trabajo de Chaurasia y Wichtl (1987) se presentan los datos totalmente inversos 

para el protén H7; sin embargo, los datos de 'C concuerdan con los de este trabajo y 
los de otros autores en lo que se refiere al nucleo esteroidal, por lo que se presume de 

que estos autores cometieron un error al redactar esta seccién. 

I 

Los datos de RMN "°C para los compuestos 7a y 7B-hidroxiclionastero! (LXXVIII 
y LXXxX), confirman la existencia de los dos epimeros, ya que se observaron sefiales 

duplicadas para la mayoria de ellas, siendo las mas sobresalientes las sefales para C7 
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y los carbonos vecinos a éste Ce y Co que se encuentran a campo mas bajo en el 7B- 
hidroxiclionasterot (LXXX) (S¢ 123.92 y 42.29) (diferencias de 1.58, 8 y 6 ppm 
respectivamente); sin embargo, no se pudieron asignar todos los valores para este 

compuesto (LXXX), ya que la mayoria de los desplazamientos de las sefales son muy 

similares 0 iguales. 

En cuanto a los datos de RMN ‘°C no existen datos registrados para ninguno 
de los compuestos 7a y 78-hidroxiclionasterol (LXXVIII| y LXXX); sin embargo, al 
comparar los datos de Chaurasia y Wichtl (1987), Fukuyama et a/. (1988), Greca et al. 

(1990) y Guerriero et a/. (1993) registrados para los epimeros correspondientes 7a y 

78-hidroxisitosterol, encontramos lo siguiente: los datos de los tres primeros articulos 
son muy similares entre si; sin embargo, los de Guerriero et al. (1993), y en especial 

los de la cadena lateral son comparativamente similares a los de este trabajo. Como se 

discutié anteriormente los carbonos C29, C21, Cas, Cos y Cog SE ENCUENtran a Campo mas 

bajo en tanto que C22, Crs, Cog y C27 Se encuentran a campo mas alto en el clionasterol 

(LXXI) comparativamente con el B-sitosterol (LXXXIV). Este mismo comportamiento se 

presenta en los datos de Guerriero et a/. (1993) y en los de este trabajo. Con base en 

lo anterior y considerando ademas de que la fuente de obtencién fue una esponja 
marina (Corallistes undulatus), es muy probable que el producto aislado por estos 

autores sea 7oa- y 7f-hidroxictionastero] (LXXVII y LXXX) y no 7a- y 7B- 

hidroxisitosterol. 

El espectro de masas por IE del producto aislado mostré un ion molecular (M]* 

de m/z 430 que es el pico base y que esta de acuerdo con una formula molecular 

CagHsoO2. El patron de fragmentacion result6 muy similar a lo registrado por Notaro et 

al. (1992), Das y Srinivas (1992) y Guerriero et ai. (1993). Estos ultimos autores hacen 

una distincién en cuanto a la abundancia relativa de los picos de! patrén de 
fragmentacién de los dos epimeros y mencionan que en el espectro del 7a- 

hidroxiclionasterol (LXXVIII) se observa como pico base (100 %) el ion molecular m/z 

412; en tanto, que en el 7B-hidroxiclionasterot (LXXX) el pico base resuité el fragmento 
de m/z 43 y el pico de m/z 412 tiene un porcentaje del 94 %; sin embargo, los autores 

no hacen ninguna referencia del porcentaje del pico de m/z 43 en el 7a- 

hidroxiclionasterol. En este trabajo se observan las dos sefiales (m/z 412 con un 100% 

y m/z 43 con un 6 %) ya que se trabaj6 con la mezcla de estos dos compuestos. 

La mezcla del 7a- y 7B-hidroxiclionasterol (LXXVIII y LXXX) también se aisl6 en 

el material de la segunda recolecta pero unicamente del extracto metandlico de la 

esponja fresca. Al observar su espectro de RMN 'H a 200 MHz se puede distinguir el 

mismo perfil esteroidal; es importante hacer notar que la proporcién de los epimeros 

en la mezcla, en este caso fue casi de 1:1, en tanto que en la fracci6n Xs7HC-b fue de 

3:1 con predominio del 7a-hidroxiclionasterol. 

Deshmane y Dev (1971) y Greca et al. (1990) también registran el aislamiento 

de la mezcla de los 2 epimeros 7a- y 7B-hidroxisitosterol; de hecho, los primeros 

autores llevaron a cabo su separaci6n al formar los dibenzoatos correspondientes; sin 

embargo, por la poca cantidad de material que se obtuvo en este trabajo, ya no se 

realizé la separacién de los dos epimeros mediante este proceso. 
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Con la'finalidad de confirmar la estructura del 7a- y 7$-hidroxiclionasterol 

(LXXViIIl y LXXX) y su relacién estructural con el 7-oxoclionasterol (LXXV), se traté una 

pequefa cantidad de la mezcla con cromoclorato de piridonio, para obtener el producto 

de oxidacién, el cual fue idéntico al 7-oxoclionasterol (LXXV). 
4 

El tratamiento con AczO y piridina proporcioné los diacetatos correspondientes 

(LXXIX y LXXXl) en cuyo espectro de RMN 'H se observa el desplazamiento a campo 

mas bajo de la sefal asignada a los protones de los metinos base de los alcoholes 

secundarios (H3 y H7). La sefal para Hg se desplaza de 3.59 a 4.62 ppm mientras que 

la sefial para H7 (8 3.88) se resolvié de tal manera que se observan dos sefales, una 

en 5.05 ppm que debe corresponder a Hy, en el diacetato del 7B-hidroxiclionasterol 

(LXXXI) y la otra en 4.97 ppm para el Hyp en el diacetato del 7a-hidroxictionasterol 

(LXXIX) que es ‘el componente mayoritario (Das y Srinivas, 1992). Las sefiales para los 

metilos de los acetatos se observaron en 2.03 y 2.05 para el 7a-hidroxiclionasterol 

(LXXVII) (Das y Srinivas, 1992 sefalan para estos protones valores de 2.01 y 2.04 

ppm) y en 2.04'y 2.05 ppm para el 7B- -hidroxiclionasterol (LXXX). En este trabajo se 

presenta por primera vez los datos de RMN ‘H del acetato del 7B-hidroxiclionasterol 

(LXXXI) y se. confirman los datos de Das y Srinivas (1992) para el 7a- 

hidroxiclionasterol (LXXVIII) y su acetato (LXXIX). 
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Et espectro de masas tanto por FAB como por IE muestran un ion molecular de 

m/z 412 el cual esta de acuerdo para el petrosterol (LXXIIil). El espectro de masas por 

IE concuerda con la presencia de una insaturacién en la cadena lateral (CL) (presencia 

de un ciclopropano o doble enlace), ya que es caracteristico que junto con la pérdida 

de ésta se pierdan 2H dando en este caso un pico de m/z 271 ({M-CL-2H] *, 65 %), 
ademas de que sé observa el pico de m/z 370, que corresponde a la fisién de los 
enlaces 25-26 y 25-27 tipico det ciclopropano, como se muestra en el siguiente 
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recuadro (Ravi et al., 1978), asi como picos relacionados con esta ruptura de m/z 355, 

352 y 337 ([370-Me]", [370-H20]" y [370-Me-H20}’). 

  

  

1 (Salts 
21, 24 26 

25 29 

ww 27 

Ruptura del ciclopropano           

  

Ei patrén de fragmentacion del resto de la molécula concuerda con los datos 
referidos por Sica y Zollo (1978) para el petrosterol (LXXIII) aislado de la esponja 
marina Petrosia ficiformis. 

Con el objeto de establecer la asignacién completa de los desplazamientos 
quimicos tanto de RMN 'H como de RMN "°C, se realizé una serie de experimentos 
que incluyen experimentos de doble resonancia ('H-'H) unidimensionales 
(irradiaciones para establecer acoplamientos vicinales), asi como experimentos de 
transferencia de polarizaci6n ( DEPT o APT) para la determinacién de la multiplicidad 
de las sefiales de '°C por acoplamiento a un enlace; es decir, para establecer el grado 
de protonacién de cada uno de los atomos de carbono en la molécula, o sea el numero 
de metitos, metilenos metinos y carbonos totalmente sustituidos (CH3, CH2, CH y C) en 
la molécula. Se realizaron también experimentos bidimensionales de correlacién 
homonuclear 'H-'H (COSY) y de correlacién heteronuclear 'H-'°C a un enlace (HMQC) 
y a larga distancia (HMBC). 

Los resultados de los experimentos realizados se resumen en la tabla 17; 
concuerdan y confirman ta estructura para el petrosterol (XXIII) aislado. Son 
particularmente utiles los experimentos de doble resonancia ‘H-'H, que permitieron 
confirmar la posicién relativa del ciclopropano y los metilos secundarios en la CL del 
petrosterol (XXIII),como se explica a continuacién: 

a) La irradiacion de la sefial doble en 1.01 ppm, simpiifica la sefial en 0.45 ppm 
que pertenece a uno de los protones del anillo del ciclopropano, por jo tanto 
la sefal irradiada (8 1.01) debe de corresponder al metilo secundario sobre 
el anillo del ciclopropano (Heo) y la sefial en 0.45 ppm al protén del metino 26 
(Hee). 

b) La irradiacion inversa, sobre !a sefial en 0.45 ppm (Hz), simplifica la sefial en 
1.01 ppm a una sefal simple y afecta también la sefial del metino en 0.13 
ppm (H2s) y la sefial del metileno en 0.08 y 0.15 ppm confirmando que el 
metino 26 soporta un grupo metilo (C29) y que éste junto con Cos 
corresponden a metinos y C27 a un metileno del anillo del ciclopropano. 
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c) La ifradiacion de la sefial del metilo secundario en 0.889 ppm (Hee) afecta la 
sefal multiple en 0.60 ppm que debe pertenecer a Has, ya que la irradiacién 
inversa, ademas de simplificar la sefial doble en 0.889 ppm, afecta la sefial 

en 0. 13 ppm (Hes) y la region de 1.24 a 1.32 ppm donde se encuentra Hos, lo 
anterior indica que Czg se encuentra como un metilo en Cas y confirma que 

Cos es un metino del ciclopropano. 

d) La irradiacién de la sefial del metilo en 0.921 ppm (Ha1) afecta la regién de 

1.36 ppm, la irradiacién inversa (sobre 1.36 ppm) simplifica la sefial doble del 

metilo (0.921 ppm) a un singulete, confirmando la posicién relativa de Hzo 
con Hay. 

e) Las irradiaciones de los hidrégenos del metileno del ciclopropano (He7) en 
0.08 y 0.15 ppm, afectan las sefales asignada a los metinos Has y Hoe. 

f) La irradiacién del protén vinilico Hs (8 5.35) simplifica la sefial en 1.97 y 1.48 
ppm que deben pertenecer a los protones H7 y ademas a la sefial en 2.23 

ppm asignada a H, axial, lo que confirma el acoplamiento a larga distancia 

con éste. 

g) Finalmente, la irradiacién de Hg (5 3.52) simplifica ambas sefiales de H, y las 

sefales de Hz en 1.50 y 1.82 ppm. 

El petrosterol (LXXI) fue aislado por primera vez de la esponja Petrosia 

ficiformis por Sica y Zollo (1978); sin embargo, la estructura inicialmente propuesta fue 

corregida por Mattia et a/. (1978) con base en el analisis de difraccién de rayos X del 

derivado p-bromobenzoato. Posteriormente este compuesto ha sido aislado de otras 

especies de esponjas, ta mayoria relacionadas con el Género Xestospongia como los 
géneros Petrosia (P. hebes), Haliclona (Haliclona sp.) y Cribrochalina (C. vasculum) 

(Doss et ai., 1990 y Carballeira y Reyes, 1990) y ha sido sintetizado por Proudfoot y 
Djerassi (1984) y: por Honda et a/. (1996). Sin embargo, a pesar de haber sido aislado 
en varias ocasiones y de haber sido sintetizado, no existen datos espectroscépicos 

completos de RMN ' H ni RMN “8c. 

En lo que respecta a RMN 'H solo existen datos de las sefales mas 

sobresalientes; ademas, algunos trabajos como los de Sica y Zollo (1978) y Carballeira 
y Reyes (1990) presentan errores y ambigiiedades en la asignacién de algunas de las 

sefales, asi como en los datos del acetato correspondiente (LXXIV) (Proudfoot y 
Djerassi, 1984). | 

En este trabajo se lleva a cabo por primera, vez la asignacién completa de los 
desplazamientos quimicos tanto de RMN 'H como “°C para el petrosterol (LXXIII); en la 
tabla 17, es evidente que el nucleo esteroidal es el mismo entre el clionastero! (LXX!) 
(Tablas 15 y 16) y,el petrosterol (LXXIII); y que las diferencias se dan en la CL, mas 
notoriamente, a patti de los carbonos C23 a C25 debido a la presencia del ciclopropano. 

La acetilacion del petrosterol (LXXIII) proporcioné el acetato correspondiente 
(LXXIV), que mostré pf. 109-110° y [a]o -40.38° (reportados: pf. 112-114° y [a]p -41.5° 
Sica y Zollo, 1978).'Sin embargo, x llevar a cabo el andalisis por CG/EM results, como 
en los casos anteriores, una mezcla donde e! componente mayoritario fue petrosterol 
(77.80 %), seguido'de otros esteroles en cantidades minoritarias como brassicasterol 
y/o crinosterol (2. 98; '%), dihidrobrassicasterol y/o campesterol (2.64 %), colesterol (2.19 
%) y desmosterol qa 06 %) (Tabla 13). En este estudio también se encontraron 
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compuestos generados por la descomposicién térmica del dihidrobrassicasterol y/o 
campesterol y poriferasterol y/o estigmasterol (Tabla 13). 

Este es el primer registro del petrosterol en el género Xestospongia; sin 
embargo, no debe de extrafiarse este hecho, ya que los Géneros Petrosia y Calix que 
pertenecen también al Orden Petrosida (establecido por Bergquist, 1980) se 
caracterizan por contener compuestos con cliclopropanos o ciclopropenos en la 
cadena lateral como compuestos mayoritarios, lo que apoya el establecimiento de este 
orden de manera quimiotaxomdémica como to establecieron Fromont et al. (1994): 

o Petrosia ficiformis posee petrosterol en un 60 %. 
° Petrosia hebes posee petrosterol y hebesterol en un 50.6 %. 
° Calix nicaensis posee calysterol en un 52 %. 

Estos mismos autores consideran como una excepcidn a esta tegla a varios 
géneros, incluyendo al Género Xestospongia; sin embargo en 1994 y 1996 se 
encontraron los compuestos flamados aragusteroles A-D obtenidos de Xestospongia 
Sp. que se caracterizan por poseer un ciclopropano en la cadena lateral (compuestos 
194-197, Anexo A y B) (Shimura et a/., 1994; Iguchi et a/., 1994 y Kobayashi et a/., 
1996) y con este trabajo se hace un enriquecimiento en lo que se refiere a este punto. 

Llama la atencién el hecho de que este compuesto no se encontré en el 
material de la segunda recolecta, aunque se recolecté en el mismo sitio y en fechas 
similares; tampoco se encontré algtin compuesto derivado que diera evidencia de que 
haya estado presente y que se hubiera modificado durante el proceso de extraccién 
y/o purificacién. Okano et af. (1982) y Fromont et al. (1994) han encontrado que 
existen cambios tanto en el contenido esteroidal como de sus porcentajes en las 
mezclas de un individuo a otro de la misma especie a lo largo del afio. Sin embargo, 
afirmar ésta punto requiere de mayor investigacién a un nivel mas detallado y no de 
forma general, como se hizo en este estudio, ya que todo el material recolectado se 
reunié sin hacer excepcidn de la forma, tamafio y lugar de recolecta (dentro o fuera de 
la laguna arrecifal) por lo que es totalmente un evento azaroso que el! material que se 
obtuvo de la esponja seca y molida de la primera recolecta sea Unica y 
exclusivamente un individuo; por lo que dicha observacién queda abierta a discusién. 

° 7-OXOPETROSTEROL (LXXVHI), 

El 7-oxopetrosterol (LXXVII) se aislé de la fraccién XSSEP-Fib como un solido 
de pf. 116-117° y [a]p -77.56°. 

Como en el caso del 7-oxoclionasterol (LXXV), el 7-oxopetrosterol (LXXVII) se 
caracteriza por una mancha de color amarillo en CCF al ser revelado con una solucién 
acida de sulfato cérico. Esta caracteristica permitid que este compuesto fuera 
detectado rapidamente en las diferentes fracciones analizadas. 

El espectro de RMN 'H a 200 MHz muestra similitud con el petrosterol (LXXiIll) 
en lo que se refiere a las sefiales que corresponden ai ciclopropano de Ja CL; sin 
embargo, como en el caso del 7-oxoclionasterol (LXXV), la sefial aguda 
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correspondiente a los protones del grupo metilo angular sobre Cio (His) Se encuentra 

desplazado a campo mas bajo comparado con el petrosterol (LXXIII) (de 1.01 ppm a 

1.20 ppm). Si se comparan Jos datos del 7-oxoclionasterol (LXXV) con el 7- 

oxopetrosterol: (LXXVII) se observa que los desplazamientos quimicos son muy 

similares en !o que se refiere al nucleo esteroidal; sin embargo en los correspondientes 

ala CL existen diferencias en especial de los protones de los carbonos del C22 al C29; 

lo que confirma que el ridcleo esteroidal es e! mismo y que, la CL es igual a la del 

petrosterol (LXXIIl). 

El espectro de masas por IE concuerda con lo anterior; ya que en el se observa 

union molecular M* de m/z 426 que corresponde a una formula molecular de CagHagQo, 

de acuerdo con’ el 7-oxopetrosterol (LXXVII); el patron de fragmentacion es muy similar 

al del petrosterol; muestra la presencia de un pico a m/z 285 que corresponde a la 

pérdida de la CL-2H y sugiere la presencia de un ciclopropano en la cadena lateral (ya 

antes discutido) y los picos de m/z 384, 369 y 351 en donde el primero corresponde a 

la ruptura del ciclopropano entre los carbonos Cz—-C2s y Ca7-Cos y los ultimos dos se 

relacionan con esta ruptura ([384-Me]" y (384-Me- -H20}’); ademas de los picos de nvz 

205, 192, 187, Way 161 (Das y Srinivas, 1992). 

Los diversos estudios espectrocopicos por RMN permitieron asignar todos los 

desplazamiento$ quimicos tanto de 'H como de °C de este nuevo compuesto como se 

muestra en las tablas 18 y 19. Los experimentos de doble resonancia, como en e! caso 

del petrosterol (LXXIII) fueron especialmente utiles en la determinacién de {a posicién 

relativa de los; metilos secundarios en la cadena lateral, como se explica a 

continuaci6n: | 

h 

a) La irradiacién de la sefial doble en 1.01 ppm (Hes) simplifica la sefial en 0.45 

ppm (Hze). 
b) La irradiacién inversa (H2., 5 0.45), convierte la senal doble en 1.01 ppm a 

una sefal simple y afecta las sefiales en 0.13, 0.08 y 0.15 ppm 

correspondientes ai anillo del ciclopropano. 

c) Las irradiaciones en 1.36 (Hao) y 0.60 ppm (H2.), simplifican las senales 

dobles en 0.93(H2:) y 0.89 ppm (H29) a sefiales simples. 

d) Las irradiaciones sobre Hs (3.68 ppm), modifican las sefales de los protones 

Hs y He.' 

@) La irradiacién sobre He (5.69 ppm), simplifica la sefial de H, en 2.40 ppm 
comprobando la existencia del acoplamiento a larga distancia de Hg con H, 
axial. 

° 7ay 7B-HIDROXIPETROSTEROL (LXXXiII y LXXII). 

La mezcla del 7a-— y 7B-hidroxipetrosterol (LXXXII y LXXXIII)} se aisl6 como un 

sdlido de pf. 122-124° y [a]p -7.54°. 

La comparacién de los datos de RMN 'H y RMN “C indican que la cadena 
lateral debe ser la' misma con la del petrosterol (LXXII} ya que se observan sefales 

muy semejantes para un ciclopropano en la cadena lateral en Ja misma posicién que 

éste; en cambio, ; las sefales correspondientes al nucleo esteroidal son muy 
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semejantes a las descritas para el 7a— y 7B-hidroxi-clionasterol (LXXVIII y LXXX); es 
decir, a campo bajo se observa la sefal tipica que corresponde al protén Hs y otra 
sefial en 3.86 ppm que debe corresponder al protén Hy. 

La diferencia principal entre estos dos compuestos radica en el desplazamiento 
quimico de He, en donde para e! 7a-hidroxipetrosterol (LXXXI!) se localiza a campo 
mas bajo (5.61 ppm) como una sefial doble de dobles (J = 5.5 y 2.0 Hz), en tanto que 
para su epimero 7B-hidroxipetrosterol (LXXXIII), se encuentra a campo mas alto (5.29 
ppm), como una sefial triple (J = 2 Hz) concordando con los desplazamientos del 
mismo He de los otros 7a- y 7B-hidroxiesteroles. 

En cuanto al analisis de °C, al comparar esta mezcla con los datos del 
petrosterol (LXXIIl), nuevamente encontramos que los carbonos de la CL no sufren 
cambios significativos; sin embargo, en el niicleo esteroidal si los hay especialmente 
en el C7 y carbonos vecinos a éste; es decir, los carbonos Cs, Cg, Cr y Cg se 
encuentran a campo mas bajo, en tanto que e! Cy se encuentra a campo mas alto en el 
7a- y 7B-hidroxipetrosterol (LXXXII y LXXxiIll), encontrandose la mayor diferencia en el 
C; en donde de 31.92 ppm en el petrosterol (LXXIIl) se despiaza a 65.36 (7a- 
hidroxipetrosterol) 6 73.37 ppm (7B-hidroxipetrosterol). Como en el caso de la mezcla 
del 70- y 7B-hidroxiclionasterol (LXXVIII y LXXX), también en esta mezcla se observan 
sefiales duplicadas con desplazamientos muy similares o iguales, para la mayoria de 
los carbonos. 

Las principales diferencias entre estos dos epimeros radica en el carbono Cry 
los carbonos vecinos a éste, ya que los carbonos Cg, C7, Cg y Cg se encuentran a 
campo mas alto en el 7a-hidroxipetrosterol (LXXXII) en tanto que el carbono Cs se 
encuentra a campo mas bajo. Nuevamente la maxima diferencia se observa en el 
carbono C; (Tablas 20 y 21). 

El EM-IE esta de acuerdo con la estructura; presento un ion molecular de m/z 
428 que concuerda una férmula molecular CagHagOo que fue confirmada por EM en su 
modalidad FAB" de alta resolucién; la presencia del ciclopropano en la CL queda 
establecido por el pico de m/z 287 [M-CL-2H]* que es caracteristico, como ya se 
menciono, de estos compuestos. También esta presente el pico correspondiente a la 
ruptura del ciclopropano (m/z 386), asi como los picos relacionados a esta ruptura (m/z 
371 y 353). Ademas, los picos de m/z 175, 161, 135,109, 107, 95, 81, 69, 55 y 43 que 
corresponden al nucleo esteroidal y que son tipicos de los 7a— y 7B-hidroxiesteroles; 
(son las sefiales mas sobresalientes del 7o— y 7B-hidroxiclionasterol, LXXVIII y LXXX). 

Una observacién es la proporcién de los componentes de la mezcla en la cual 
el 7a-hidroxipetrosterol (LXXXIl) es mayor que el epimero B (LXXXIIN; asi tenemos que 
en la fracci6n XsSEP-FKe, la proporcién 7a y 7B-hidroxipetrostero! fue 1:1; en las 
fracciones XsSEP-MAC y XsSEP-NAD de 1.5:1 y en la fraccién XsSAcOEt-FAD de 2:1. 

El origen de estos compuestos oxigenados en la posicién siete se puede 
atribuir en parte como en los casos discutidos anteriormente a un Proceso de oxidacién 
durante el proceso de extraccién, purificacién y almacenamiento de las muestras. 
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Es importante sefialar que estos dos compuestos el 7a- y 7-hidroxipetrostero! 

(LXXXI y LXXXIII), asi como el 7-oxopetrosterol (LXXVII) se describen por primera vez 

para el Génera Xestospongia y para el Phylum Porifera; de hecho, también dentro de 

la quimica organica, confirmandose una vez mas que las esponjas son una fuente de 

nuevos y poco. comunes esteroles como ya diversos autores lo han mencionado, en 

especial Faulkner (1984, 1986, 1987, 1988, 1990, 1991, 1992, 1993, 1994, 1995, 1996 

y 1997) en sus diversos compendios de trabajos quimicos en organismos marinos. 

ACTIVIDADES COMPLEMENTARIAS. 

Con la finalidad de obtener de forma paralela resultados comparativos por 

CG/EM de las diferentes muestras estudiadas, éstas fueron enviadas al Lab. de 

Quimica organica, UADY (ver método, pag. 46). 

El espectrémetro de este laboratorio trabaja con un software diferente al del 1Q, 

por lo que el primero no proporciona datos de los porcentajes de cada uno de !os 

componentes de. las diferentes mezclas, sino que especifica el porcentaje de confianza 

con el cual el instrumento detecta un compuesto al ser comparado con una base de 

datos. De este ‘modo, aunque el contenido de la muestra, es decir su andlisis 

cualitativo es el mismo, el cuantitativo puede no ser comparable. 

Una observacién que debe hacerse notar es que en el instrumento de la UADY 

no se produjeron ‘compuestos por descomposicién quimica, lo que refleja que este tipo 
de compuestos no se encuentran en las mezclas, sino que se forman cuando el 

compuesto, principalmente el mayoritario, probablemente aumenta su temperatura al 

recorrer la columna cromatografica. 

De este rmhodo, se puede decir que los datos si fueron comparables y 

permitieron entonces reafirmar que la elucidacion fue correcta. 

Otro hecho. que es importante resaltar es que las muestras acetiladas muestran 

un mayor detalle; o se resuelven de manera mas satisfactoria que aquellas no 

acetiladas; este hecho se pudo observar en este espectrémetro ya que se analizaron 

ambos tipos de esteroles, lo cual no se realizé con el espectrémetro del 1Q. 

Nuevamente, los epimeros no se pueden distinguir en esta clase de estudios, ya que 

en un inicio se esperaba obtener TR diferentes para el clionasterol (LXXI) y B-sitosterol 
(LXIX), los cuales como ya se explicé, fueron los mismos. 

VALORACION BIOLOGICA 
(ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA) 

' 

El hecho dé que todas las pruebas hallan resultado negativas para los 

diferentes extractos' y/o fracciones utilizadas para este fin, no quiere decir que no 

existan compuestos | en éstas que posean alguna actividad microbioldgica. 
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Dos fenédmenos son de interés, uno y el mas comun es el proceso de 

sinergismo, es decir, siempre que un compuesto se encuentra en una mezcia su poder 
de actividad se reduce o es inferior por la presencia de otros compuestos antagonistas, 

lo que repercute en muchos casos que la mezcla total no presente actividad (Vanden y 

Vlietink, 1991). La segunda, es ef hecho de que los compuestos con actividad se 

encuentren en porciones tan pequefias (minoritarias) que su efecto no sea observable 
(Vanden y Vlietink, 1991). 

Green et al. (1985), ya habian registrado resultados similares al utilizar el 

sobrenadante del extracto metandlico de la esponja X. suntriangularis, que dio un 

resultado negativo en contra de Staphylococcus aureus, Salmonella typhy y S. 

dysenteriae. En este trabajo se confirma esta observacién de manera mas amplia. 

El hecho de que la mayoria de compuestos aisiados e identificados se 
encontraron en cantidades menores a las requeridas para este tipo de estudio, 

conllevé a que no se realizara este tipo de valoracién biolégica sobre éstas. Por esta 

razon se realiz6 una revision en la literatura para tener una mejor conceptualizacién de 

la posible actividad biolégica de estos compuestos, ya sea antimicrobiana o de otra 
naturaleza. 

e CLIONASTEROL (LXxXI). 

La actividad bioldgica de este compuesto en este trabajo se dirigid a un estudio 

sobre actividad antimicrobiana, la cual result6 ser negativa para todos los 

microorganismos de prueba como se puede observar en la tabla 22. 

Haciendo una revisién bibliografica, el unico registro que se encontré se refiere 

al acetato de clionasterol (LXXIlI), el cual presenta actividad sobre las larvas de 

Dermestes maculatus, 20 larvas de esta especie al ser expuestas al compuesto 

murieron y en 25 dias ninguna lleg6 al estado de pupa (Ikan et a/., 1971). 

Sin embargo, nuevos estudios del epimero C24, B-sitosterol, abren una puerta 

para el uso de este tipo de compuestos en diferentes campos: en el incremento en la 
actividad fibrinolitica (anticoagulante) en la sangre y tejido de pulmén y rifién en conejo 
(Hoffmann y Klocking, 1988); sobre actividad anti-incrustante (antifouling) contra 
cianofitas, crisofitas y clorofitas (Aliotta et a/., 1990); sobre la permeabilidad de 
membrana (Marsan et a/., 1996) y sobre e! enriquecimiento en la proliferacién in vitro 

de la respuesta de las células T y NK (Bovic et a/.1996). 

° 7-OXOCLIONASTEROL (LXXV). 

Debido a la poca cantidad que se aisid de este compuesto no pudieron 
realizarse las pruebas de actividad antimicrobiana. Haciendo una revisién en la 
literatura con respecto a este punto se encontré que este compuesto sdlo ha sido 
aislado de fuentes marinas: 
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a) De Gracilaria edulis (alga roja) como 38-hidroxiporiferasta-5-en-7-ona (Das y 

Srinivas, 1992). 

b) De Cliona copiosa (esponja marina) como 24 S-3B-hidroxi-24-etil-coles-5-en- 

7-ona 6n mezcla con su Cz, epimero (Notaro ef al/., 1992). 

c) De Corallistes undulatus (esponja marina) como 7-oxositosterol (Guerriero et 

al., 1993). 

En este tltimo trabajo se encontré una referencia sobre la actividad bioldégica: el 
extracto de DCM (de donde se aislé al 7-oxoclionasterol, LXXV), inhibié el crecimiento 

de células KB y: Pasa en un 100 y 34 % respectivamente a concentraci6n 10 pg/ml; éste 
mismo extracto:no presento actividad antimicrobiana, antifungica ni herbicida; pero, no 

se realizaron pruebas con los compuestos puros. 

De estos compuesto no se encontro mayor informacién; sin embargo, otros 
estudios realizados sobre el epimero C2, correspondiente, 7-oxositosterol y de otros 7- 
oxoesteroles dejan abierta la posibilidad de potencialidad de este tipo de compuesto: 

a) El extracto de EP y éter de la planta terrestre Euphorbia fischeriana present 
actividad antitumoral contra células del higado HTC, en donde se aislaron diversos 7- 

oxoesteroles en, los que se incluyen el 7-oxositosterol, pero nuevamente, no se 
realizaron las pruebas sobre los compuestos aislados (Schroeder et a/., 1980). 

b) El 7-oxositosterol junto con el 7-hidroxisitosterol son potencialmente activos 

contra aigas (anti-incrustante o antifouling) (Greca et al., 1990). 
c) El 7-oxositostero! mostré valores significativos contra la actividad de los 

hongos patégenos Puccinia striformis y P. hordei en hojas de trigo y cebada; sin 

embargo, los autores no dan datos precisos de su actividad (Schabdach et a/., 1995). 

d) El 7- oxositosterol estimula la germinacién y el crecimiento, del tallo de la 

planta Lactuca sativa enun 4 y 22 % a concentraciones de 10° My 10° M; asi como la 
germinacion y el crecimiento de la raiz de las plantas Hordeum vulgare y Allium cepa 

enun 52 y 8 % para la primera y un 4 y 8 % para la segunda a 10° My 107M ya 10° 
My 10% respectivamente. Sin embargo, a concentraciones mayores de lo mencionado, 

este compuesto se comporta como agente alelopatico sobre las tres plantas. Este 7- 

oxositosterol fue aislado de la planta Melilotus messarensis (Macias et al., 1997). 

Es asi que pueden justificarse nuevos estudios y evaluaciones hacia estos 
campos de la investigacion. 

° 7a- y 7B-HIDROXICLIONASTEROL (LXXVII Y LXXxX). 
I 

En lo que respecta a la actividad biolégica de la mezcla del 7a- y 7B- 

hidroxiclionasterol (LXXVIIl y LXXX), en este trabajo no se pudieron realizar Jas 

pruebas de actividad antimicrobiana correspondientes, debido principlamente a que se 

obtuvo una pequena cantidad de mezcla. 

Sin embargo, haciendo una revisién bibliografica se encontré que estos dos 

compuestos si poseén alguna actividad bioldgica, éstos han sido aislados Unicamente 
de fuentes marinas tanto como compuestos puros, asi como en mezcla: 
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a) De Gracilaria edulis (alga roja) se aisl6 7a-hidroxiclionasterol (LXXVIN) (Das y 

Srinivas, 1992). 

b) De Cliona copiosa (esponja marina) se aisié 7B-hidroxiclionasterol (LXXX) 

(Notaro et a/., 1992). 

c) De Corallistes undulatus (esponja marina) se aisl6 7o- y 7B- 
hidroxictionastero} (LXXVIII y LXXX) (Guerriero et al., 1993). 

Esta ultima cita es el unico trabajo en donde se encontré una referencia sobre 

la actividad biolégica: el extracto de DCM (en donde se aisi6 al 7a- y 7B- 
hidroxiclionasterol, LXXVIII y LXXX), inhibid el crecimiento de células KB y Pg en un 

100 y 34 % respectivamente a concentracién 10 pg/ml; este mismo extracto no 

presenté actividad antimicrobiana, antifungica ni herbicida; pero, no se hicieron 

pruebas con los compuestos puros. 

Sin embargo, en cuanto a los Cz,-etil epimeros, 7a-— y 7B-hidroxisitosterol, 

existen mas estudios, tales como: 

a) El extracto de EP y éter de la planta terrestre Euphorbia fischeriana presento 

actividad antitumoral contra células del higado HTC, en donde se aislaron diversos 7a- 
y 7B-hidroxiesteroles en los que se incluyen el 7a- y 7B-hidroxisitosterol, pero 

nuevamente, no se realizaron las pruebas con los compuestos aisiados (Schroeder et 

al., 1980). 
b) El 7a-hidroxisitosterol presentd actividad fibrinolitica (inhibe la coagulacién de 

la sangre) a concentraciones mayores de 0.1 mg/ml. Este fue extraido de la planta 

terrestre Spatholobus suberetus (Fukuyama et al., 1988). 
c) El 7a- y 7B-hidroxisitosterol junto con el 7-oxositosterol son potencialmente 

activos como anti-incrustante o antifouling (especiaimente, contra algas) (Greca et al., 

1990). 
d) El 7a-hidroxisitosterol presentd actividad inductora sobre las células de 

ieucemia humana HL-60 reduciendo en un 75 % el NBT a una concentracién de 5 
ug/m!. El 7B-hidroxisitosterol no presenté esta actividad (Rui y Lianniang, 1993). 

e) El 7o- y 7B-hidroxisitosterol mostraron valores significativos contra fa 
actividad de los hongos patédgenos Puccinia striiformis y P. hordei en hojas de trigo y 
cebada con un porcentaje de resistencia de 39 a 49 % (Schabdach et a/., 1995). 

f) El 7a-hidroxisitosterol estimula !a germinacién en un 2, 44 y 10 % sobre las 
plantas Lactuca sativa, Hordeum vulgare y Allium cepa a concentraciones de 10° M, 
10° My 10” My 10” M respectivamente. También estimula el crecimiento del tallo de 
la primera y tercera planta en un 13 y5 %a 10° M y 10° M respectivamente y el 
crecimiento de raiz en la segunda y en la tercera planta en un9y 11 %a 10° My 10° 
M, respectivamente. E! 7B-hidroxisitosterol estimula la germinacién en las tres en un 4, 
72 y 10% a10°M, 10° My 10° M respectivamente; también estimula el crecimiento 
del tallo de la primera y segunda planta en un 19 y 14 % ambas a una concentracién 

de 10° y el crecimiento de raiz en la segunda y en la tercera planta en un 4 y 14 %a 

10° My 10° M, respectivamente. Pero ambos compuestos a concentraciones mayores 
de lo mencionado, se comportan como agentes alelopaticos sobre las tres plantas. El 

7a- y 7B-hidroxisitosterol fueron aislados de la planta Melilotus messarensis (Macias et 
al., 1997). 
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Es asi que se puede considerar al 7o- y 7B-hidroxiclionasterol (LXXVII y LXXX) 

como compuestos de interés potencial en estos campos de la investigacion. 

° PETROSTEROL (LXXIN). 

Debido ‘a la poca cantidad de material obtenido no se pudieron realizar las 

pruebas correspondientes para conocer si este compuesto presenta algtin efecto 

antimicrobiano.. Una observacién que llama la atencién es que existen otros 

compuestos con presencia de ciclopropano en ta cadena lateral en 26-27 y con la 

misma estereoquimica, que el petrosterol (LXXIII) como es el caso de los aragusteroles 

A-D y de los aragusterocetales A y C también aislados del Género Xestospongia 

(compuestos 194-199, Anexo A y B); por lo que tal vez el petrosterol pueda tener una 

actividad similar. (activiad cancerigena, antitumoral y citotéxica sobre células KB y Ly210) 

(Anexo C); sin embargo, para afirmar esto se requieren de mayores estudios sobre 

este campo. ! 

° 7-OXOPETROSTEROL (LXXVII). 

Debido nuevamente a la poca cantidad que se obtuvo de este compuesto, 

tampoco se pudieron realizar las pruebas correspondientes a la actividad 

antimicrobiana. Y 'debido al hecho de que es el primer registro de este compuesto en la 

quimica organica ho existe ningun antecedente de su actividad biolégica como en los 
otros casos; sin émbargo, su potencialidad queda para ser analizada ya que en su 

molécula conjuga' dos caracteristicas de interés: un grupo ceténico en el nucleo 

esteroidal y un ciclo propano en la CL; siendo entonces un compuesto atractivo para 

diferentes pruebas biolégicas. De ahi se desprende el interés de conseguir mas de 
este tipo de compuesto de una fuente natural, aunque no queda descartada ia 

posibilidad de sintetizarlo. 

°70~-y 7B-HIDROXIPETROSTEROL (LXXXII Y LXXXiIll). 

Nuevamente, debido a la poca cantidad de material obtenido de esta mezcla 
del 7a- y 7B-hidroxipetrosterol (LXXXII y LXXxXiIIl), no se pudieron realizar las pruebas 
de actividad microbiolégica correspondientes; sin embargo, al igual que en el 7- 
oxopetrosterol (LXXVII), la potencialidad de estos compuestos puede ser muy 

interesante al observar la actividad de otros 7a- y 7B-hidroxiesterosteroles (ya 
mencionados anteriormente) y mas aun por el hecho de que en sus moléculas se 
conjugan dos caracteristicas de importancia, la primera la presencia del grupo -OH en 

C7 y la segunda, la presencia de un ciclopropano en la cadena lateral. 
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CONCLUSIONES 

De! presente trabajo se concluye: 

° La redescripcién de la esponja Xestospongia subtriangularis ratifico la 

correspondiente de Green ef al. (1986); sin embargo, aport6 nueva 

informacién en lo que se refiere a su forma, tamafio, color, caracteristicas del 

esqueleto ectosomal y endosomal, asi como de su distribucién y abundancia. 

Las caracteristicas morfolégicas y morfométricas tanto de la parte externa de 
la esponja como de su esqueleto hacen a Xestospongia subtriangularis 
categéricamente inconfundible de otros miembros de la Familia Petrosiidae y 
por tanto, da mayor validez al estudio quimico de sus componentes. 

Este es el primer registro de la especie en el arrecife Isla Verde, Veracruz, 

México; aunque ya habia sido registrada en otros arrecifes del Sistema 
Arrecifal Veracruzano (SAV). 

Existen diferencias en la composicién quimica entre el material de la primera 

y segunda recolecta (Junio, 1995 y Junio, 1996 respectivamente), esto dado 

principalmente en una mayor diversidad de compuestos dentro de un mismo 

grupo quimico: Hidrocarburos, ésteres metilicos de acidos grasos y acidos 
grasos. 

En las mezclas de esteroles se observaron cambios en la composicién tanto 

cualitativamente como cuantitativamente. 

Existen también diferencias en la composicién quimica de cada una de las 

recolectas dependiendo del método de extraccién y de la eficiencia del 
mismo (esponja humeda y seca). 

De la esponja procesada humeda (extraccién con MeOH), se aisiaron 
hidrocarburos, ésteres metilicos de acidos grasos, acidos grasos y esteroles 
(clionasterol, 7-oxoclionasterol, 7a- y 7-hidroxiclionasterol, tanto de la 
primera como de la segunda recolecta). 

De la esponja procesada seca, se aislaron hidrocarburos, ésteres de 

esteroles con Acidos grasos, acidos grasos y esteroies (1a. Recolecta: 

petrosterol, 7-oxopetrosterol, 7a- y 7-hidroxipetrosterol; 2a. Recolecta: 

clionasterol y 7-oxoclionasterol). 

Se elucidaron un total de 83 estructuras en las que se incluyen algunos 

derivados: 25 hidrocarburos, 33 acidos y 25 esteroles. 

Las estructuras que presentaron mayor dificultad para ser elucidadas, fueron 

las del clionasterol (y su diferencia con el B-sitosterol) y la del petrosterol 

(posicién del ciclopropano en la cadena lateral). 
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ANEXO D 

  
  

ESPECIES DEL GENERO Xestospongia REGISTRADAS EN LA LITERATURA 

| 

1. Xestospongia ashmorica (Hooper)*" 

2. Xestospongia bergquistia Fromont*? 

3. Xestospongia caminata’ Pulitzer-Finali 1986- 
19877 \ 

4. Xestospongia carbonaria Lamarck 1814** 

I 

5. Xestospongia 

ct. carbonaria 
(Lamarck 

1814)** 

6. . Xeslospongia caycedoi| Zea y van Soest 
1986°° 

7. Xestospongia clavata 
1993*° 

8. Xestospongia coralloides' (Dendy 1924 
9. Xestospongia cretacea (Schmidt 1870)"° 
10. Xesiospongia diprosoria, De Laubenfels 

1930" ”"' | 
11. Xestospongia dominacana 

1986-1987°° 
12. Xestospongia exigua Kirkpatrick 1900°''"? 
13.Xestospongia grayi (Hechte! 1983)" 
14. Xestospongia informis Putitzer-Finali 1992- 

1993°° 

15.Xestospongia ingens (Thiele 1989)*" 
16. Xestospongia mamillata \Pulitzer-Finali 1980- 

1981°? 
17.Xestospongia muta (Schrpiat 1870) 
18, Xestospongia novaezealandiae Bergquist y 

Warne 1980*° 

i 
jPulitzer-Finali 1992- 

ye 

Pulitzer-Finali 

29,15,16 

19. Xestospongia pachyderma (Burton)*® 

20. Xestospongia pacifica Kelly-Borges y Bergquist 
1988* 

21. Xestospongia portoricensis Van Soest 1980°'*"® 

22. Xestospongia a ioxima (Duchassaing y 
Michetotti 1864)*" 

23. Xestospongia et. proxima 
Michelotti 1864)*'® 

24. Xestospongia rosariensis Zea y Ritzler 1983*'° 

(Buchassaing y 

25. Xestospongia ct. rosariensis (Zea y Riutzler 
1983)""° 

26. Xestospongia sapra De Laubenfels 195477! 
27. Xestospongia similis (Ridley y Dendy 1886)*"? 
28. Xestospongia Subtriangularis (Duchassaing 

1850)*'°? 
29. Xestospongia testudinaria Lamarck 1814** 

30. Xestospongia tierneyi (De Laubenfels 3 1953)° 
31. Xestospongia trindanea Ristau 1978°*4 
32. Xestospongia tuberosa Pulitzer-Finali 1992- 

1993°° 
33. Xestospongia vanilla (De Laubenfels 1930)""° 
34. Xestospongia variabilis (Ridley 1884)*" 

35. Xestospongia wiedenmayeri Van Soest 1980" 

"1 Edrada, 1996. *2 Fromont, 1994. *3 Pulitzer-Finali, 1986-1987. *4 Amir, 1991. *5 Zea y van 
Soest, 1986. *6 Pulitzer-Finali, 1992-1993. *7 De Laubenfels, 1932. *8 Bergquist y Warne, 1980. 
*9 Wiedenmayer, 1977. *10 De Laubenfels, 1930. ‘11 De Laubenfels, 1949. *12 Hooper y 

Wiedenmayer, 1994. 13 Mothes y Bastian, 1993. “14 Kong et.a/., 1994. “15 Alcolado, 1976. “16 
Van Soest y Stentoft, 1988 *17 Kelly-Borges y Bergquist, 1988. *18 Van Soest, 1980. "19 Van 
Soest, 1984. *20 Zea, 1987. *21 De Laubenfels, 1954. *22 Green, 1977. *23 Alcolado, 1981. *24 
Ristau, 1978. *25 Pulitzer-Finali, 1980-1981. 
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