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BESUMEN

Son muy pocos los estudios del Phylum Porifera en México, en cualquier area de
investigacién. Xestospongia sublriangularis es una esponja endémica del Atlantico
Tropical Oeste, y éste es el primer registro de ia especie en el arrecife Isla Verde,
Veracruz, México. La redescripcion 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 MeQOH) se aislaron hidrocarburos,
ésteres metilicos de Aacidos grasos, 4cidos grasos y esteroles (clionasterol, 7-
oxoclionasterol, 7a y 7b-hidroxiclionasterol); en tanto, que de la esponja seca, se
aislaron hidrocarburos, ésteres de esteroles con &cidos 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 establecio de acuerdo al analisis de sus
espectros en el IR, RMN 'H y °C, EM-IE, CG/EM, entre otras. Las estructuras que
presentaron mayor dificultad fueron las del clionasterol (vs. B-sitosterol) y la del
petrosterol (posicion del ciclopropano en la cadena lateral). Tanto los 7-oxoesteroles
como los 7-hidroxiesteroles resultaron ser “artefactos” provenientes de la oxidacion de
los esteroles mayoritarios (clionasterol y petrosterol); de los cuales, los derivados del
petrosterol son nuevos compuestos dentro de ia quimica organica.

Se registra por primera vez la asignacién completa de RMN 'Hy *3C para el petrosterol,
7-oxopetrosterol, 7a-y 7b-hidroxipetrosterol y el acetato del 7-oxoclionasterol y de
RMN 'H para el clionasterol, 7a- y 7u-hidroxiclionasterol. Siendo también, este el
primer registro del clionasterol y del petrosterol como componentes mayoritarios en el
Género Xestospongia.

Se desarrolld una serie de bioensayos de actividad antimicrobiana, los cuales
resultaron negativos para todos los extractos y/o fracciones 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 Poritera. 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.

Quaiitative and quantitative diffences in the chemical composition were found
between samples collected on June, 1995 (first collect) and one year latter 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-hydroxypetrosterol - 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 3G El, GC/MS and others). The major
difficulties were on the elucidation of clionasterol (vs. B-sitosterof) 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 clionasteroi 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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y Limnologia
ProNH - Di-isopropil amina

1Q - Instituto de Quimica
- Infrarrojo

J - Constante de acoplamiento



KB - Carcinoma nasofaringeo
KCI - Cloruro de potasio

Kg - Kilogramo o kilogramos
km - Kildmetros

KOH - Hidraxido de sodio

kV - Kilovolts

Ly210 - Leucemia murina

m - Metro o metros

m - Sefial multiple o multiplete
m? - Metro 0 metros cuadrados
M - Molaridad

{M]" - lon molecular

Me - Metilo

MEB - Microscopio Electrdnico de
Barrido

MeCN -Cianuro de metilo

Me:CO - Acetona

MeOH - Metanol o alcohol metilico

mg - Miligramos

MHz - Megahertz
MIC - Concentracién minima

inhibitoria
min. - Minutc o minutos
mL - Mililitros

pL - Microlitros

mm - Milimetros

um - Micras o micrémetros

uM - Micromolar

m/z - masa/carga

n - Tamafo de la muestra (nam.
de mezclas consideradas en el
analisis). Tabla 24

N - Normalidad (concentracion)

N2 - Nitrégeno

NaOH - Hidréxido de sodio

Na;SO, - Sulfato de sodio (anhidro)

ng - Nanogramos

NH,OH - Hidréxido de amonio

nm - Nandmetros

-OH - Grupo hidroxilo u oxhidrito

pf. - Punto de fusion

Ph - Peso humedo

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 protdnica
RMN 'C - Resonancia Magnética
Nuclear de carbono 13.
s - Sefial simple o singulete
SAV - Sistema Arrecifal Veracruzano
SiQ, - Dioxido de silice
Sol. - Solucién
t - Sefal triple o triplete
TMS - Tetrametil-silano
TR - Tiempo de retencién
TRx - Valor medio de los tiempos de
retencion
- Sefal triple de triple

UADY - Universidad Auténoma de
Yucatan
UAM - Universidad Autdnoma
Matropoiitana
UBIPRO - Unidad de Biotecnologia y
Prototipos
UNAM - Universidad Nacional
Auténoma de México
uv - Ultravioleta
VIH - Virus de inmuno-deficiencia

Xe - Xendn

8 - Frecuencia de incidencia
{Abundancia relativa)

& - Desplazamientos quimicos

8c- Desplazamientos quimicos en °C

> - Mayor que

< - Menor que

[o]o - Indice de rotacién Gptica

V max. - Frecuencia maxima (IR)
A - Insaturacion {enlace doble)



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

INTRODUCCION

En las ultimas décadas, el océano ha adquirido mayor relevancia por constituir
un componente importante en el desarrollo socioecondmico de diversos paises, tales
como Japon, Estados Unidos, Francia, Alemania, Canada y Australia, cuya economia
esta basada en gran parte en recursos de origen marino y han adoptado una actitud
pricritaria en su estudio.

México, a pesar de contar con una gran extensién de litorales, ha desarrollado
el conocimiento y estudic 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 los recursos de relevancia econdmica y ecoldgica de los ambientes
tropicales encontramos al Phylum Porifera (mds cominmente llamado “esponjas”)
(Bakus et al., 1986). En io que respecta a este phylum existen en México muy pocos
estudios publicados, enfocados més a estudios sobre taxonomia y sistematica (Green,
1977; Green y Gomez, 1984; 1986; Green et al., 1986 y Gémez y Bakus, 1992),
estudios sobre valoracion y utilizacién como recurso explotable y potencial (Green,
1977), estudios sobre ecologia quimica (Green, 1977 y Green et al. 1985) y sobre
bioquimica (Arreguin et al., 1993 y 1995}, sin embargo, no se han llevado a cabo otros
estudios sobre genética, reproduccion, fisiologia, ecologia, zoogeografia, entre otros,
por {0 que es urgente realizar en México este tipo de estudios.

Como recurso explotable, las esponjas sélo han entrado en esta categoria por
la presencia de especies conocidas como “esponjas de bafio” 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:

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

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

oDebido a que su fibra noes combustible, estas esponjas pueden utilizarse en la
construccion del esqueleto de armas, cohetes y barcos de guerra (Gémiz: com.pers.).

Las esponjas también se han considerado como un recurso potencial por la
presencia de diversos compuestos con actividad biolégica y/o farmacoldgica 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 1_IMe‘xico se han realizado algunos estudios, en un esfuerzo regional desde
1977, sobre la actividad antibiética e ictiotoxicidad de las esponjas del Golfo de Mexico
(Green, 1977 y Green et al., 1985), Caribe (Arreguin-Espinoza, 1998), en el Océano
Pacifico (Cruz, 1984 y 1988 respectivamente) y Golfo de California (Betancoun, 1992y
Encarnacién y Kerr, 1992); sin embargo, no ha existido un trabajo continuo ni con una
planeacion sistematica sobre el tema, lo que ha provocado que la participacion del pais
a nivel mundial sea lamentablemente muy reducida y dispersa. Todos estos factores
han imped‘ido entender por qué estos animales tienen la capacidad de producir este
tipo de compuestos de los cuales podemos obtener un beneficio no sbélo para México
sino para la humanidad entera.

)
El qstudio de algunos compuestos quimicos dentro de las esponjas marinas es
importante por varias razones:
|
o Enriquece a la quimica organica, al aportar compuestos con estructuras poco
comunes y novedosas (Cruz, 1988).

o éontribuye al conocimiento de la biosintesis de constituyentes quimicos,
basandose: en aspectos fisioldgicos y bioguimicos celulares propios de la esponja.

I
o Influye sobre la informacion biosintética de los compuestos quimicos, que
| . . » .
puede ser aplicable dentro de la biotecnologia marina.
I.

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 al.,, 1984 y Faulkner, 1986).

I

o Aporta bases quimicas de la llamada ecologia quimica marina, para explicar
las diversas relaciones biolégicas entre los organismos asociados a las esponjas
{competencia intra- e interespecifica, depredacion, comensalismo, mutualismo, entre
otras) con' respecto a la produccién de sustancias anti-incrustantes (antifouling),
antimicrobianas e ictiotéxicas, entre otras (Faulkner, 1986 y Cruz, 1988).

En |]o que se refiere a a quimica de los organismos marinos, numMerosos
autores han realizado compendios de los trabajos publicados que incluyen al Phylum
Poritera como: Halstead (1965), Premuzic (1971), Scheuer (1973), Golberg (1974),
Minale (1976), Faulkner (1977, 1984, 1086-1988, 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 biolégica de interés para el hormbre como
antivirales,  antibacterianos, fungicidas, antihelminticos, insecticidas, cardiotonicos,
citotéxicos, anticancerigenos, antitumorales, ictiotoxicos, anticoagulantes, hipoténsicos,
etc., y han 'venido a formar parte del desarrollo de la farmacognosia y la farmacologia

marina. 1

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 sélo se fortalecera a ésta sino a varias disciplinas,
involucradas de manera muiti- e inter-disciplinaria.

| 2
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GENERALIDADES

PHYLUM PORIFERA

El Phylum Porifera més 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 esponjas 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 distribucién 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 circulacion 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 vy
metabolitos de desecho; por lo que existen diferentes tipos de organizacion, siendo el
mas sencillo la organizacién ascon, seguido del sicon (simple y complejo) y por dltimo

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); el 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 seleccidn de acuerdo con el tamafio 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 reproduccion sexual como asexual (Bergquist,
1978 y Barnes, 1987). Dentro de la reproduccién sexual existen especies dioicas y
monoicas, tanto sincrénicas como asincronicas; mientras que en la reproduccidn
asexual ocurren varios procesos tales como la fragmentacién, regeneracién, gemacion
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 ia identificacion de las esponjas;
puede estar constituido de materia organica y en muchos casos estd reforzado por
componentes inorganicos (silice y carbonato de calcio). El componente organico esta
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I
constituido por una‘lproteina estructural caracterizada por un arreglo fibrilar llamada
espongina, la cual suele arreglarse en fibras (Figuras 2 y 3). El material inorganico que
compone al esqueleto de la esponja recibe el 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).

L
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F_IGUFIA 1. Diferentes tipos de organizacién del sistema aculfero en esponjas: A. Organizacion ascon. B, Organizacién sicon
simple. C. Organizacion sicon compleja. D, Organizacién leucon. (Tomado de Bayer y Owre, 1968),

X Aunque hay otros datos importantes para la identificacién de las esponjas: el
tal\mano,‘color.. fa formal (Figura 5), la consistencia y la textura; la mayoria de la
sistematica porifera se bgsa en la composicién quimica y estructural del esqueleto.
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FIGURA 2. Ejemplos de estructuras retlculares: A, Estructura calinida. B. Estructura anisotrépica. C-D. Representacién de
dos tractos o columnas plumosas. E. Reticulacion isodictial. F. Especializacion peritérica de un esqueleto fibroreticular,
caracteristico de Caflyspongla. (Tomado de Wiedenmayer, 1977; D tomado de Bergquist, 1978},

FIGURA 3. Tipos de fibras: A. Sélida y opaca. B. Hueca y clara. C. Sedimento fino en el centro. D. Sedimento grueso
incrustado. E. Esplculas propias en el centro. F. Centro con espiculas propias y ademas equinadas. (Fomado de De
Laubenfels, 1953).

II
|
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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 (ltima clase, relegando a sus
miembros a las clases Calcarea y Demospongiae; por otro lado se ha sugerido también
que la Clase Hexactinellida debe ser removida del Phylum Porifera y colocada en el
Phylum Symplasma (Bergquist, 1985). Actualmente, estas modificaciones no han sido
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ampliamente aceptadas y se prefiere seguir trabajando con la clasificacién ya antes
mencionada. |
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FIGURA 4. Megascleras. A-l. Trienas: A. Triena con rabdoma corto. B. Plagiotriena. C. Anatriena. D, Protiena. E.
Mesotriena. F, Prodiena. G. Promonena. H, Ortotriena. 1. Dicotriena. J-T. Monoaxdnicas: J. Oxea fusiforme. K. Oxea hastada.
L. Estrongiléxea. M. Estrongile. N. Tilote. O. Oxea centrotilote. P. Estile fusiforme. R. Estiloida, 8. Tilvestile. T. Subitiloestile.
Microscleras. U-X. Monocaxénicas: U. Microtiloestile. V. Micréxsa centrotilote. W. Microestrongile. X. Micrdxsa. Y-b.
Sigmatoscleras: Y. Sigmas. Z. Toxa. a. Isoquela palmeada. b. Anisoquefa palmeada. c-d. Asteres: c. Oxisster. d.
Oxiesferaster. e. Esterroesferaster. (Tomado de Wiedenmayer, 1977)

|




FIGURA 5. Algunas formas comunes en espopnjas: A. Dos formas ramosas. B. Flabelada. C. Tubular. D. Vasiforme. E.
Incrustante. F. Semiestérica, (Tomado de Da Laubantels, 1953; F tomado de Gémez, 1982).

En los ultimos treinta afos las técnicas modernas de la Biologia, Microscopia
Electréonica, Histoquimica, Biologia Molecular, Ecologia Quimica, Buceo, entre otras,
han proporcionado mayor informacién sobre este phylum que, por ende, ha conducido
a que se le preste mayor atencién (Bergquist, 1985). Sin embargo, técnicas como ta
electroforesis del ADN no han tenido gran aportacién para el establecimiento de
categorias sistematicas, ya que éstas han provoado mayor ambigliedad a la
sistemdtica 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 resolucion de la problematica
sistémica del Phylum Porifera.




ANTECEDENTES

La esponja marlna Xestospongia subtriangularis (Duchassaing 1850) es una
especie endémica del Atldntico Tropical Oeste; registrada desde la costa oeste de
Florida hasta Panamd, 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 Iargo del Sistema Arrecifal Veracruzano (SAV) y Caribe mexicano
(Green, 1977; Green y Gomez, 1984 y Green et al,, 1986).

El primer trabajo encontrado sobre los componentes quimicos de la especie es
el realizado por Bergrnan 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 seco a temperatura ambiente y se extrajo la fraccion
lipidica con acetona en un aparato de Soxhlet, la cual fue fraccionada con benceno y
posteriormente sapomflcada Se separaron los esteroles por medio de precipitacion y
una vez acetilados se purificaron por recristalizaciones sucesivas, obteniendo un
compuesto mayoritario (80%) cuya formuia fue determinada por espectometria de
masas ayudado por el andlisis de diferentes derivados, finalmente quedé establecida
como CasHagO. Sin embargo, debido a la carencia de tecnologia en fa época no se
fogré mas detalle. '

Después de este trabajo siguieron otros sobre la especie, pero ninguno de tipo
quimico, solamente sobre la actividad bioldgica de diferentes extractos obtenidos:

En 1973, Stem'pien et al., investigando los extractos alcohélicos de las esponjas
recolectadas en Jamalca y en British Virgin Island encontraron que la esponja
Xeslospongia subtnangu!ans identificada como Neopetrosia longleyi produce la
aglutinacion de los huevos de erizo de mar.

En 1977, Greer'i realizé un trabajo sobre ecologia toxica en esponjas marinas; el
estudio fue realizado tanto en et 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
longleyi presentd 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 t“oxmldad menor a la media.

En este mismo estudio se llevd 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 téxicas como no tdxicas y entre ellas se registré a la
esponja X. submangulans Un dato importante es el del pez Pomacanthus paru cuyo
contenido estomacal o' constituyd en un 75 % de material porifero.

En ese mismo al‘ﬁo. Craft y Keller llevaron a cabo algunos estudios preliminares
en cuanto a la actividad antibidtica de diferentes esponjas caribefias sobre la anémona
de manglar Aiptasia tagetes. X. subtriangularis identificada como X. longleyi resulté ser
una de las nueve esponjas catalogadas como fuertemente antibiéticas, ya que causan
la muerte de la anémona en menos de 15 min. en este caso la extraccion se realizé
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con etanol (EtOH)(5 mL de EtOH/g de peso himedo), 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 mayorfa de las
esponjas estudiadas también ejercen actividad antimicrobiana y en algunos casos
actividad ictiotdxica; sin embargo, no especifican de que especies de esponjas se
trata.

En 1985, Green et al. realizaron un estudio sobre la actividad antimicrobiana e
ictiotoxica de las esponjas marinas de las aguas mexicanas. Para las pruebas
microbioldgicas se uso la técnica de sensidisco, utilizando 1 mL del sobrenadante del
extracto metandlico aplicado en el sensidisco de 5 mm de didametro. X. subtriangularis
fue inactiva contra Staphylococcus aureus, Salmonelia typhyy 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 resulté ser no toxica para el
pez de prueba.

Haciendo una revision 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 l0s siguientes grupos
(Anexo A y B): I. Hidrocarburos (9 compuestos), Il. Acidos organicos y ésteres de
acidos (22 compuestos), lll. Alcoholes (4 compuestos), IV. Aminas (8 compuestos), V.
Terpenoides (13 compuestos), V1. 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 citotdxica

tnhibidor de la actividad enzimatica y/u hormonal
Actividad anticancerigena '

Actividad antihelmintica

Insecticida

Actividad vasodilatadora

Actividad ictiotéxica

Actividad cardiotdnica

Actividad antialérgica

L2 BRI+ TR B B < - - - - -

Es evidente que el género Xestospongia es de gran interés para los cientificos
desde el punto de vista farmacologico y, por todo lo mencionado anteriormente; cabe
resaltar entonces, a importancia de estudiar a la especie X. subtriangularis de la cual
hasta la fecha no han sido estudiados los componentes quimicos que la caracterizan
(con técnicas e instrumentacidén moderna), solamente se han realizado estudios
preliminares de su actividad y que ademas, es una especie distribuida en aguas
mexicanas.
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OBJETIVOS ‘

Los objetivos generales del presente trabajo son:
|\
|

I. Contribuir al conocimiento de los recursos naturales marinos de las costas
mexicanas, en especial del Phylum Poriferay,

Il. Contribuir al conocimiento de los componentes quimicos del Phylum Poritera,
mediante c:él estudio de la esponja marina Xestospongia subtriangularis
(Duchassaing 1850), recolectada en aguas tropicales mexicanas (Golfo de
México).

1.

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

compuestols quimicos obtenidos de la esponja Xestospongia subtriangularis.

Los objetivos particulares del trabajo son:

I
o Obtener material bioldgico de la esponja marina X. subtriangularis

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

componentes quu’micps del mismo.

o Identificar y redescribir a la esponja marina X. subtriangularis (Duchassaing

‘:
o Aislar y purificar los componentes de cada uno de los diferentes extractos
que se obtengan de ia esponja mediante el uso de técnicas cromatograficas
convencionales. |
!
o 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.

1850).

o Realizar una evaluacion bioldgica preliminar de los extractos crudos y de los
metabolitos aislados mediante bioensayos sencillos y reproducibles de actividad
antimicrobiana.

‘

o Divulgar [os resultados en los foros apropiados que se dispongan
(conferencias, congresos entre otros), asi como, en publicaciones en revistas de
prestigio cientifico.

!
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AREA DE MUESTREO

o Clima.

Las costas de Veracruz tienen un clima tropical a subtropical con una
temperatura media anual entre 26 y 28 °C y una precipitacion 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 ia presencia de huracanes, que producen la mayoria de las lluvias
durante ese periodo (Ferre D'Amare, 1985).

o 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 varian 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 ¢} 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).

o Ubicacion.

El 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).

o Batimetria y tipo de fondo.

En generai, 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 gasterépodos, 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).

o 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 mds cercana. Su eje mas
largo es en direccion noroeste-sureste con 1.12 Km y su parte mas ancha mide 750 m.
En su extremo sur presenta un pequeno cayo de 225 m de longitud por 125 m de
anchura, conocido como Isla Verde (Carricart-Ganivet y Horta-Puga, 1993)(Figura 6).
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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). .

I T TEMPERATURA
’I FECHA PESO HUMEDO TOTAL | SUPERFICIAL DEL AGUA
7 - 8 de junio de 1895 5.960 Kg 29.8°C
23 de junio dg 1996 2.8038 Kg 27.6°C

La recolecta se realizé mediante buceo scuba o auténomo, con la colaboracion
de los M. en C. Joel Ortega Ortiz y Alberto Delgado Estrella. Cada buzo llevé 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, tamafno relativo (chico, mediano y grande, asociaciones con otros
organismos, entre otros. Todos estos datos son de importancia para la identificacion de
los ejemplares (Gémez com.pers.; van Soest, 1980 y Vazquez, 1994).

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

|

Una vez en'la isla, el material se limpié 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 congelacién por medio de hielo seco
y para su traslado al Laboratorio 021 del Instituto de Ciencias del Mar y Limnologia

(ICMyL), (primera recolecta) y al Laboratorio 2-6 del Instituto de Quimica (1Q), UNAM
(segunda recolecta) ambos en la Ciudad de Mexico.

|
L.a recolecta de material se realizé en forma aleatoria en los alrededores de Isla
Verde (dentro y fuera de la laguna arrecifal) sin hacer excepcion en cuanto al tamano y
color de los e]emplares (caracteristicas muy visibles) ya que el objetivo fue tomar una
muestra representativa de la especie.
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;
En la tabla dejacrilico se transcribieron a una libreta de campo los siguientes
datos: !
|‘
«Clave de recolecta
oLugar y fecha'de recolecta

. ! ,
oProfundidad a la cual se recolecto
i

oColor
. |
oConsistencia .
|

oTamaifio !
oTipo de sustrato

oObservacionas generales (asociaciones)
|

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

También se tomaron diapositivas por medio de una cdmara subacuatica, las
cuales servirdn para la exposicion del examen de grado y/o difusion de resultados en
conferencias o congresos.

:
|
ABUNDANCIA/RELATIVA

Para conocer de manera aproximada el nimero de esponjas de esta especie
en el arrecife Isla Verde se procedié a reallzar transectos de 50 m lineales a to largo de
los cuales se reahzaron 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 direccion 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° ai este con
respecto a cada linea de transecto).
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Es importante sefalar que la abundancia de una especie es indicador del papel
ecoldgico 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.

IDENTIFICACION TAXONOMICA E INCORPORACION DENTRO DE LA COLECCION

Tanto en la primera como en la segunda recolecta se separd un total de siete
ejemplares (5 y 2 respectivamente) destinados para la confirmacién taxondmica de la
especie. Estos ejempiares fueron colocados en un frasco de vidrio el cual se etiqueto
de acuerdo con las especificaciones de Gomez (com.pers.) y fijados en etanol (EtOH)
al 70 % para su deposito formal en el Lab. 021 del ICMyL, UNAM.

La identificacion de la especie se realizé siguiendo el método utilizado en el
laboratorio para la identificacién de esponja (Green y Gémez, 1984 y Vazquez, 1994) y
fue confirmada por la Bidl. Patricia Gémez, encargada de estas actividades en el
laboratorio, asi como de la coleccion del Phylum Porifera. Esta coleccion se localiza en
el mismo laboratorio y contiene ejemptares del Océano Pacifico, Goifo de Calitornia,
Golfo de México y del Mar Caribe. Los ejemplares recolectados y separados para dicho
fin se anexaron a dicha coleccion.

De uno de los ejemplares se realizaron dos preparaciones para ser analizadas
en el Microscopio Electrénico de Barrrido (MEB) localizado en el mismo instituto bajo la
direccion 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 fusidén 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
tAmpara de sodio, en cloroformo (CHCly). Indice de rotacién: [ap = a/C x1 (o -
rotacién observada en el polarimetro a 589 nm, C - concentracién en g / mL, | - longitud
de la celda, 1 dm).




!:

Para las crogl'natografias en capa fina (CCF) se usaron cromatofolios DC.
Aufolien Kieselgel 60 F 254 Merck, laminas de 20 cm X 20 cm X 0.2 mm; como
reveladores Iémpara:; UV Spectroline Modelo CX-20 a A 254 y 365 nm y solucién de
sulfato cérico amoénico al 1 % en acido sulfirico 2 N.

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

i
Para las cromatografias en fase reversa Cqs (CCRev) se utilizaron columnas
LOT HO7557, Bakerlbond Octadecilsilano articulada a Silica-Gel 40 um APD 60 °A. J.
T. Baker. '
I
Para las crorl'lpatografias en placa preparativa (CCP), se utilizaron placas de 20
X20cmyde2, 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 espectro$ en el infrarrojo (IR) se obtuvieron en un espectrofotémetro Nicolet
Magna 750 FT-IRSX, en disolucién de CHCI,. Las absorciones se dan en cm ™.

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 espectréometros analiticos Varian-Gemini 200, Varian-UNITY 200, Varian
VXR-300 y Variah-UNITY PLUS 500, utiizando como disolvente deutero-
cloroformo(CDCly). Los desplazamientos quimicos (5) estan dados en partes por millon
{(ppm)} vy 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°C: DEPT y APT (diferencia entre metilos, CHs-: metilenos, -CH,-
y metinos, =CH-) y espectros bidimensionales de correlacién homonuclear 'H-"H,
(COSY), de corrslacion heteronuclear *C-'H a un enlace (HMQC), y a través de 2 y 3
enlaces (HMBC); asi como también experimentos de doble resonancia (irradiaciones).

Los andlisis por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
(CG/EM) se realizaron en un cromatdgrafo Hewlett Packard 5985-B, usando una
columna HP Mod. PAS 1701, de 25 m de largo por 0.32 mm de didgmetro 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 alcoho! meta-nitrobencilico y como gas ionizante xendn en un
espectrometro JEOL-SX102A.

‘I
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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 la extraccion de compuestos orgénicos. El material homogenizado se
colocd en frascos de vidrio previamente lavados y etiquetados para ser transportados
al Lab. 2-6 del 1Q.

En dicho laboratorio, el homogeneizado se filtré en un embudo Blchner y papel
filtro Whatman No. 2 a presién reducida; e! residuo respectivo se volvié a colocar en
MeOH y este proceso se repitid seis veces. El material residual fue colocado en la
campana de extraccién para secarse completamente a temperatura ambiente;
posteriormente se coloco en bolsas de plastico para obtener el peso seco total de la
esponja procesada (983.9 g peso seco después de la extraccion).

El extracto metandlico-acuoso se concentrd por destilacién a presion 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 particion 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 fraccidon una vez que se elimind el disclvente por
destilacion a presion reducida se pueden observar en la figura 10.

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

El resto de la esponja (482 g peso humedo) se procedid a secar en una charola
de papel aluminio en la campana de extraccion a temperatura ambiente. La esponja
una vez seca (XsS = 263.4 g peso seco) se molié en un molino de mano y se
obtuvieron los extractos por percolacién usando diferentes disolventes de polaridad
creciente: EP, AcOEt, acetona (A) y MeOH. Los pesos correspondientes a cada
fraccidn, una vez que se elimind el disolvente por destilacion a presién reducida, se
pueden observar también en la figura 10. En este caso, al concentrar el extracto
metandlico se obtuvo un precipitado el cual se filtré y se lavo con dicloro-metano
(DCM). Posteriormente se eliminé el DCM obteniéndose un residuo XsSMeOH/DCM,; al
fitrado también se le eliminé el disolvente por destilacion obteniéndose el residuo
XsSMeOH.
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FIGURA 10. ANALISIS QUIMICO DE LA ESPONJA
MARINA Xestospongia subtriangularis

PRIMERA RECOLECTA (JUNIO, 1995)
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El precipitado una vez lavado con DCM dio prueba positiva para la presencia de
cloruros ('Ci) con una solucién de nitrato de plata (AgNO;)(formacién de un precipitado
blanco de AgCI)(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 secd 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 fracciond por particion 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 eliminé el disolvente por
destilacién a presion reducida se pueden observar en la figura 11. En este caso,
nuevamente la fraccion metandlica formd 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 percolacion, usando diferentes disolventes de polaridad
creciente: EP, DCM, AcOEt, acetona y MeOH. Los pesos correspondientes a cada
fraccion se pueden observar en la figura 11. El extracto acetdnico 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. Esponija fresca:

De las fracciones obtenidas anteriormente, la fraccion 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 sometié
a un analisis preliminar por cromatogratia en columna {CC) sobre Silica-Gel (Figura 10)
y la tercera porcion que corresponde al resto de la fraccion de éter de petroleo (10.2
g XsFEP') también se separé por cromatografia en columna (CC) sobre Silica-Gel.
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FIGURA 11. ANALISIS QUIMICO DE LA ESPONJA MARINA Xestospongia subtrianguiaris
 SEGUNDA RECOLECTA (JUNIO, 1996)

i

‘* Xestospongia

! subtrigngularis

l recolecta Jun'96

: Ph=2.803 Kg

‘ l

[
ESPONJA FRESCA ! ESPONJA SECA
EXTRACCION CON i Y MOLIDA (X525}
MeOH (Xs2F) Ph=8029 g ‘ Ps=4325g

| FRACCIONAMIENTO | PERCOLACION ——

POR PARTICION ‘
|

. N
IEP] [beM] [AcOEL| I:MeOH] [ | | %

EP DCM AcOEt A MeOH

L]

'}
Xs2FEP Pp  ALTRADO
2 i " YsISEP  FILTRADO Pp
& EXTRACCION ‘ Xs2FMeOH 9.337 4 Pp FILTRADO
CROMATOGRAFI conpeM T | )
EN[COtUMNA (cé; & Xs25A ggLRE)\CCSION ‘L
sfLICA GEL I —
CROMATOGRAF(A
: EN COLUMNA Xs25MeOH
; I— [ :
B Pp | ; I
Fig.16 :
Xs2FMeOH/DCM v Pp
1 Fig.17 Pp
o hi ' Xs2SA/DCM X525
il Pruchs [4) l McOH/DCM
AgNO3
I Yy
| Prueba (+)
AgNO3




I. ANALISIS PRELIMINAR POR SEPARACION DE ACIDOS Y NEUTROS DE
LA FRACCION DE ETER DE PETROLEQ DE LA ESPONJA FRESCA
(XsFEP).

o Separacién de compuestos acidos y neutros.

Una muestra de 1.911 g de la fraccion de éter de petrdleo (XsFEF) se disolvio
en acetato de etilo (AcOEt) y se extrajo en un embudo de separacién con una solucion
acuosa de hidroxido de sodio (NaOH) al 5 % (tres extracciones con un volumen de 50
mL cada una). Posteriormente la fase organica se lavé con agua hasta tener un pH
neutro de las aguas de lavado; se sect con sulfato de sodio (Nax;SQ.), se filtré y se
elimind el disolvente por destilacidon al vacio, obteniéndose 1.269 g de compuestos
neutros (XsN, 66.4 %) (el espectro en el IR de esta fraccion indicé la presencia de
compuestos 4cidos residuales) (Figura 12).

La fase acuosa alcalina se acidulé con una solucién de &cido clorhidrico (HCH) 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 lavo con agua, se secé con Na,S0, y se eliminé
el disolvente por destilacion al vacio. Se obtuvieron 575.1 mg de compuestos acidos
(XsA, 30.1 %) (Figura 12).

o Separacion por cromatografia de la fraccion neutra (XsN).

De la fraccion neutra se tomaron 1.096 g y se sometié 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 diametro) como eluyentes se usaron EP y mezcias 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).

I CLAVE DE LA PESO ]
ELUATOS J_FRACCION (mg) __ELUYENTE
1-7 XsN-A 10.3 EP, EP-ACOEt 95:5
8 XsN-B 407.3 EP-AcOE! 95:5
I 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-| 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 i
50 XsN-L 476 | AcOEt-MeOH 8:2

25




|
: EXTRACCION
NuOH §%

"FIGURA 12. ANALISIS PRELIMINAR POR SEPARACION DE
' COMPUESTOS ACIDOS Y NEUTROS DE LA FRACCION DE
' ETER DE PETROLEO DE LA ESPONJA FRESCA (XsFEP).

! XsFEP
1.911g

L

|

Fracc. Acuosa

Frace. Orgéni¢

Alcalina (Sales)

{neutros) Xs[\{
Pm=1.269g |
CAMBIO DE pH
i . CONHCI 25%
{1:096 g} CROMATOGRAFIA
EN COLUMNA EXTRACCION CON AcOEt
I (TOTAL 50 FRAC.)
XsN-B| [xsN-D XsN-E XsN-1 Sol.Acuosa Frace.Orgénica
407.3mg| |'60.3 me 262.6m 43.9mg (se desecho) (Acidos) XsA
! i 1 Pm=575.1g
! v ! ACA
. ACIDOS H PREPARATIVA
' GRASOS| [CLIONASTEROL _ 0.5 mm REACCION DE
¥ ) (LXX1) | (EXTRACCION ESTERIFICACION ~ —__
CON AcOED (133mg XsA + CHN2)
ESTERES METILIC

DE ACIDOS GRASOS

5
‘ 3
I XsAMet |

REACCION DE .
ACETILACION ™| xlslNg "La
(%Y. 9imp +PIRIDINA .emg
1+ Ac20) 5
) i CROMATOGRAFIA
I H EN COLUMNA
' ] (TOTAL 13 FRAC.)
' XsN-EAG :
18mg E
'= ¥ XsAMe-B
COLUMNA Y
© NORMAL — 70~ Y 7B-HIDROXI- mg
(TOTAL Y FRAC.) CLIONASTEROL :
'.‘ (LXXVIILy LXXX) ;
¥

ESTERES METILICOS

[XsN-EAcA - €
| 28.4mg x;’ﬁsE,,f;CB I DE ACIDOS GRASOS

Pm = Peso muestry

v
ACETATOS DE ESTEROLES
{ACETATO DE CLIONASTEROL,
LXXIE)

[

26



La fraccion XsN-B (407.3 mg, 37.2 %) resulté ser por medio de! andlisis de su
espectro en el infrarrojo (IR) y resonancia magnética nuclear de hidrégeno (RMN 'H) a
200 Mhz, una mezcla de ésteres metilicos de acidos grasos los cuales se analizaron
por cromatogratia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG/EM) (Figura 12).

La fraccion XsN-D (60.3 mg, 5.5 %) se caracterizd por medio de su espectro en
el IRy RMN 'H a 200 MHz como una mezcla de cidos grasos residuales.

La fraccion XsN-E (262.6 mg, 24 %) resulté ser por medio de su especiro de
RMN 'H a 200 MHz y por su espectro de masas por impacto electronico (EM-IE), una
mezcla de esteroles en la cual el componente mayoritario se identifico como el
clionasterol (LXXI) (Figura 12).

La fraccién XsN-J (43.9 mg) se purificé por cromatografia en capa preparativa
(CCP) de Silica-Gel de 20 por 10 cm y 0.5 mm de espesor. Como sistema de elucion
se usd DCM-Acetona 9:1 y la placa se desarrollé dos veces (2x). Se obtuvo una banda
que reveld de color azul con una solucion acida de sulfato cérico, la cual se extrajé con
AcOEt. Posteriormente se eliming el disolvente obteniéndose 11.8 mg (XsN-Ja) de un
producto que por RMN 'H a 200 MHz resulté ser una mezcla del 7o- y 7B-
hidroxiclionasterol (LXXVIIl y LXXX) (Figura 12).

o Esterificacion de ja fraccion acida.

A 133 mg de ios acidos (XsA) obtenidos de la separacion de acidos y neutros,
se disolvieron en 5 mL de éter etilico (Et,0) y se les agregd una solucion etérea de
diazometano (CHyNz), obtenida a partir de 165 mg de N-nitroso-Atmetilurea. Se dejé
reposar durante 6 h, después de las cuales se eliminé el disolvente.

El resultado de la reaccion (XsAMet) se purificé por cromatografia 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 fraccion eluida 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, 10s cuales se analizaron por CG/EM (Figura 12).

o Acetilacion de ia fraccion XsN-E

De la fraccién XsN-E se tomé una muestra de 89.9 mg, se disolvié en 0.5 mL de
DCM vy se le agregd piridina y de anhidrido acético (Ac,0) (3 y 6 gotas
respectivamente};, se dejo reposar a temperatura ambiente y se siguié el curso de la
reaccion por cromatografia en capa fina (CCF). Cuando la reaccién llegd a su término,
se elimind el exceso de reactivos por evaporacion, mediante una corriente de nitrdogeno
{N2).

El resultado de la reaccion {(XsN-EAc) se sometid a purificacién por CC sobre
Silica-Gel 60 Merck F-254 (3.5 g de silica, aplicacidén 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 Hracmones eluidas con EP/DCM 1:1 se obtuvieron los acetatos
correspondientes: XsN EACA (28.4 mg) y XsN-EAcB {21.6 mg), la primer fraccion fue
analizada también por CG/EM (Figura 12).

ll. ANALISIS PRELIMINAR POR CROMATOGRAFIA EN COLUMNA DE
LA i
FRACCION!DE ETER DE PETROLEO DE LA ESPONJA FRESCA
(XSFEP). ]

Una pequefia muestra (997.5 mg) de ia fraccién de éter de petroleo (XsFEP) se
separd por CC de Slllca Gel 60 Merck F-254 (13.4 g de Silica, muestra preadsorbida,
columna de 14 ¢m de alto por 1.5 cm de didmetro) eluyéndose con EP y mezcias 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-AcOE! 95:5
10-17 XsFEP-B 113.8 EP-AcOE! 95:5, EP-AcOFEt 9:1
18-25 XsFEP-C 178.9 EP-ACOE! 9:1, EP-AcOE! 8:2
[ 26-41 XsFEP-D 60.6 EP-AcOEt 8:2, EP-AcOE! 6:4
‘ EP-ACOE! 6:4, J
42-52 _‘ XsFEP-E 17.2 EP-AcOEt 4:6, AcOEt
5359 | XsFEP-F___ | 56.0 AcOEt, AcOEt-MeOH 8:2 |

La fraccién XsFEP-A (301.2 mg, 30.2 %) por medio del analisis de su espectro
enellRy 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 %) resultd ser por medio de sus espectros
en el IR y de RMN 'H a 200 MHz una mezcia de 4cidos grasos (Figura 13).

La fraccién XsFEP-C (178.9 mg, 17.9 %), analizada espectroscopicamente
resulté ser una, mezcla de esteroles siendo el componente mayoritario el clionasteroi
(LXX]) (Figura 13)

|

La fraccién XsFEP-E (17.2 mg, 1.72 %) se purificé 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 mgq) resulté ser la mezcla del 7o- y 7B-hidroxiclionasterol (LXXVIIl y LXXX)
(mancha azul),'la cual se reunié con la obtenida en la fraccion XsN-J (Figura 13).

: 28




FIGURA 13. ANALISIS PRELIMINAR POR CROMATOGRAFiA
EN COLUMNASOBRE SILICA GEL DE LA FRACCION
DE ETER DE PETROLEO (XsFEP).

XsFEP
997.5mg

CROMATOGRAFE(A
—  ENCOLUMNA

{TOTAL 59 FRAC))

XsFEP-A
3012 mg

]
[}
i
i
1
[l
+
1

v

ESTERES
METILICOS
DE ACIDOS
GRASOS

v
XsFEP-B XsFEP-C XsFEP-E
113.8 mg 178.9 mg 17.2 mg
': : PLACA
: ‘ " PREPARATIVA
\5' 6 0.5 mm
; EXTRACCION
ACIDOS CLIONASTEROL CON AcOE:
GRASOS (LXXID)
¥
XsFEP-Ea
3.5 mg
XsN-Ja
Fig. 12
vV |
SE REUNEN
70- Y 7B-HIDROXI-
CLIONASTEROL

(LXXVII y EXXX)

29




. SEPAHACION POR CROMATOGRAFIA EN COLUMNA DEL RESTO

DELA FHACCION DE ETER DE PETROLEO DE LA ESPONJA FRESCA

(XsFEP"). !

i

El resto de la fraccién de éter de petréleo con un peso de 10.2 g (XsFEP’)
también se separé 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 mues‘,tra 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 1 __XsFEP'-A 43.5mg EP
3 XsFEP'-B 15.5 mg EP
4 ' XsFEP'-C 4.4 mg EP-AcOEt 95:5
5 XsFEP'-D 0.9 mg EP-AcQEL 955
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’-| 1.6679 EP-AcOEt 95:5, EP-AcOEt 9:1
22-28 XsFEP’-J 2.3842g | EP-AcOEt9:1, EP-ACOE! 8:2
29-31 XsFEP-K 289.3 mg EP-AcOEL 8:2
32-34 XsFEP'-L 104.1 mg EP-AcOEt 8:2
35-48 XsFEP’-M 700.1 mg EP-AcOELt 8:2, EP-AcOEt 6:4
EP-AcOEt 6:4,
49-61 ! XsFEP’-N 312.5mg EP-ACOEt 4:6, AcOEt
62-64 1 XsFEP'-O 224.2 mg AcOEt
65-66 | XsFEP'-P 46.7 mg AcOEt
67-69 i XsFEP’-Q 45.8 mg AcQEt, 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 (155 mg, 0.15 %) y
XsFEP'-C (4.4 mg, 0.04 %) una vez anahzadas por medio de sus espectros de
resonancia magnética nuclear proténica (RMN 'H) a 200 MHz se catalogaron como
mezclas de hidrocarburos las cudles se analizaron individualmente por CG/EM. En las
dos ultimas fracciones se detectd la presencia de posibles compuestos terpenoides
(Figura 14). f

|
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FIGURA 14. ANALISIS POR CROMATOGRAFIA EN XsFEP'
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Las fracmones XsFEP'-G (4.004 g, 39.25 %) y XsFEP’-H (62.2 mg, 0 61 %)
resultaron ser, de acuerdo con sus datos espectroscopicos en el IR y de RMN 'H a 200
MHz, ésteres metilicos de acidos grasos, los cuales posteriormente se analizaron por
separado por CG/EM.

| .

La fracciénl‘szFEP’-l fue analizada de manera similar y se caracterizé como una
mezcla de acidos grasos (16.28 %).

|

La fraccion XsFEP'-J (2.384 g, 23.37 %) por medio de su espectro de RMN Ha
200 MHz resultd ser una mezcla de esteroles; de esta fraccion se tomaron 2.058 g y se
sometieron a recromatografia en columna (ver mas adelante).

La fraccion 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. L.a fraccion eluida con DCM-A 98:2, XsFEP'-MB (182.4 mg) se identificc por
CCF como el 7-oxoclionasterol (LXXV) (mancha de color amarillo).

!

La fraccion XsFEP'-N (312.5 mg, 3.06 %) se purificé de manera similar
obteniéndose 110 mg del 7a- y 7B-hidroxiclionasterol (LXXVIIl y LXXX) (mancha azul
en CCF).

!
l
o Separacion por recromatografia en columna de la fraccion XsFEP'-J.

De la fraccion XsFEP’-J se tomaron 2.058 g los cuales se sometieron a
recromatogratia’ 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, 6:14, 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. SEPAF}ACION POR RECROMATOGRAFIA EN COLUMNA DE LA
FRACCION DE ETER DE PETROLEO XsFEP'-J (2.058 g} OBTEN!IDA DE LA
COLUMNA PRIMARIA DE LA ESPONJA FRESCA.

‘ CLAVEDELA |  PESO
ELUATOS FRACCION ____(mg) ELUYENTE
) XsFEP’-JA 2.5 EP
4-5 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
9 ) XsFEP'-JE 38.9 EP-DCM 1:1
10-11 XsFEP'-JF 217.6 EP-DCM 1:1, DCM
12 ! XsFEP'-JG 371.5 DCM
13 XsFEP'-JH 48.6 DCM
14-15 XsFEP'-JI 26.4 DCM |
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CONTINUACION

CLAVE DE LA
ELUATOS FRACCION ___PESO __ELUYENTE
t= 16-18 XSFEP’-JJ 40.7 DCM, DCM-A 99:1
19-20 XSFEP’-JK 725 DCM-A 99:1
21-28 XsFEP-JL 160.3 DCM-A 99:1, DCM-A 98:2
29 XsFEP'-JM 353 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 964 |
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 327 DCM-A 8:2
61-62 XsFEP-JV 6.4 DCM-A 8:2, DCM-A 6:4
63-64 XsFEP-JW 78.8 DCM-A 6:4
65-68 XSFEP"-JX 36.7  DCM-A64
69-73 XsFEP'-JY 34.3 DCM-A 6:4, DCM-A 2:8
7480 XsFEP'-JZ 15.6 DCM-A 2:8, A

La fraccion XsFEP'-JG (371.5 mg) de la anterior recromatografia, se cristalizd
de DCM-MeOH obteniéndose el clionasterol (LXXI) como un sodlido (212.8 mg) de
punto de fusion (pf.) 134-136° y un indice de rotacion éptica [a)p -31.7°, determinado
en cloroformo (CHCl;). Se obtuvo una segunda cosecha del compuesto por
recristalizacién de las aguas madres que pesé 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 identificacion del 7-
oxoctionasterol (LXXV) (Figura 14), dicho compuesto se observé como una mancha de
color amarillo en CCF al revelarse con una solucion acida de sulfato cérico y el cual
presento pf. 100-105° y [ap -46°. '

La fraccion XsFEP'-JN (110.3 mg) se sometié a recromatografia en columna de
Silica-Gel 80 Merck F-254 (18.4 g de silica, aplicacién directa, 12.5 cm X 2.5 cm de
diametro), 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,
0.8 mg) se identifico por CCF como el 7a- y 7B-hidroxiclionasterol (LXXVIIl y LXXX)
(mancha de color azul). Este Gltimo (2 mg) también se obtuvo por CCP (10 X 20 X 0.25
mm, DCM-A 8:1, 5x) de la fraccién XsFEP’-JND (12.7 mg, eluida con DCM-A 96:4 y
9:1).
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La fraccion XsFEP-JO (70.8 mg) se purificod de manera similar a la anterior,
proporcionando pequefias cantidades adicionales de 7-oxoclionasterol (LXXV) (14.3
mg) ) (Figura 14). :l

|l

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
{(LXXVIIl y LXXX) (I)(SFEP'-JPf =4.7 mg y XsFEP'-JQe=19.6 mg) } (Figura 14).

Las fraccioriﬁes XsFEP-JPb y XsFEP'-JQb se reunieron con la fraccion XsFEP'-
JNCa y se marcaron con la clave Xs70C (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, LXXVIIl 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 Xs?HCI‘-a (10.7 mg) y Xs7HC-b (18.7 mg). El 7a- y 7B-hidroxiclionasterol se
obtuvo en la fraccion Xs7HC-b como un solido de pf. 136-137° y [o] o -46°. La fraccion
menos polar se caracterizé como un producto de descomposicion por oxidacién del
anterior el cual no se pudo identificar.

Ab. Espohja seca :

A.b.1. Extracto de éter de petréleo (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 g).

| CLAVE DE LA PESO
ELUATOS ' FRACCION {mg) ELUYENTE
1-3 : XsSEP-A 12.8 EP
4-6 i XsSEP-B 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
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CONTINUACION

CLAVE DE LA I - — - H
ELUATOS _FRACCION PESO J_ __ELUYENTE
[ 17-23 " XsSEP-F | 570.6 | EP-ACOEt 95:5
24-29 XsSEP-G 77.1 EP-AcOEt 95:5, EP-ACOEt 8:2
30-31 XsSEP-H 38.6 EP-ACOEt 8:2
" 32-35 XsSEP-| 58.0 EP-AcOEt 8:2
36-37 XsSEP-J 18.8 EP-AcOEL 8:2
38-39 XsSEP-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
i 45-48 XsSEP-N 49.7 EP-AcOEt 4:6
I 49-53 XsSEP-O 52.5 EP-ACOEt 4:6, AcOEt
54-56 XsSEP-P 11.2 AcOEt I
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 fraccion 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 fraccion se
sometié a recromatografia en columna de Silica-Gel 60 Merck F-254 (6 g de silica,
preadsorcion, 7 cm X 2 ¢m de diametro) utilizandose como eluyente EP y mezclas de
EP-AcOE! de polaridad creciente.

La fraccién XsSEP-D (187.1 mg, 11 %) por medio de sus espectros en el IR y
de RMN 'H a 200 Mhz, resultd ser una mezcla de acidos grasos.

La fraccion XsSEP-F (570.6 mg, 33.56 %) se analizd espectroscopicamente y
se caracterizd como una mezcla de esteroles que se purificd 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 purificacion a una
serie de cromatografias tanto en columna fase reversa Cys (CCRev) (aplicacion
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 mgy 15.1 mg
respectivamente del 7a- y 7B-hidroxipetrosterol (LXXXI y LXXXII).
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oSeparacion por recromatografia en columna de la fraccion XsSEP-F.

La fraccion XsSEP-F (570.6 mg) se sometié a recromatografia en columna de
Silica-Ge! 60 Merck F-254 (22.8 g de silica, muestra preadsorbida, 7.5 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 fraccidon XsSEP-FE (57.8 mg) después de purificarse por CCP (10 X 20
em X 1 mm, DCM-A 98:2, 3x) y cristalizarse de DCM-MeOH, se logrdé obtener 50.9 mg
de un sdlido de pf. 115-117° y o] o -27.11°, el cual fue identificado

espectroscopicamente como petrosterol (LXXIII).

Tabla 8. 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 35 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 25 DCM
15-19 XsSEP-FG 10.1 DCM, DCM-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 DCM-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 presenté pf. 116-
117° y [a]o -77.56° y se identificd espectroscopicamente como el 7-oxopetrosterol
(LXXVI).
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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 observd
como una mancha de color azul al ser revelada con una solucion acida de sulfato
cérico y fue identificado espectroscépicamente como el 7o- y 7B-hidroxipetrosterol
(LXXXITy LXXXII, ¢

A.b.2. Extrac{to de acetato de etilo (XsSAcCOE).

Del extracto'de acetato de etilo obtenido de la percolacion 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 diametro)
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 fraccioﬁes XsSACOEL-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) vy
posteriormente por CC de Silica-Gel 60 Merck F-254 se obtuvieron 2.3 mg del 7-
oxopetrosterol (LXXV!I) Asi mismo, se obtuvo de la fraccion XsSAcOEt-F, 3.7 mg del
7a- y 7B-hidroxipetrosterol (LXXXI y LXXXI).

B. Segundé recolecta.

v
B.a. Esponja fresca:

|

Las fracciones de EP, DCM y AcOEt obtenidas por particion del extracto
metandlico de la esponja fresca de la segunda recolecta se reunieron (Xs2FEP = 3.603
g) ) (Figura 11). De esta fraccion 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 diametro) utilizdndose como eluyente EP, mezclas de éste con AcOEt
(95:5, 9:1, 8:2, 6:4y 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. SEF’AHACION POR CROMATOGRAFIA EN COLUMNA DE LA FRACCION
OBTENIDA POR PARTICION DE LA ESPONJA FRESCA (Xs2FEP = 3.454 g).

I | CLAVE DE LA
ELUATOS ! FRACCION PESO ELUYENTE
EP

1-3 . Xs2FEP-A 11.7 mg
4-8 ' Xs2FEP-A 1.6 mg EP

9 | Xs2FEP-C 0.4mg ' EP-ACOE1 95:5
10 .| __ Xs2FEP-D 885.9 mg EP-AcOEt 95:5



CONTINUACION

CLAVEDELA | — — — l
ELUATOS l FRACCION ___PESO __ELUYENTE___ J
1112 | 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-AcQOEt 9:1 |
25-36 Xs2FEP-H 211.7 mg EP-AcOEt 9:1, EP-AcOELt 8:2 F
Il 37-50 Xs2FEP-I 215.7 mg EP-AcOEt 8:2
51-56 Xs2FEP-J 109.1 mg EP-AcOEt 8:2, EP-ACOELt 6:4
57-62 Xs2FEP-K 67.1 mg EP-AcQOEt 6:4
63-71 Xs2FEP-L 128.2 mg_ EP-AcOEt 6:4, EP-ACOEt 4:6
I 72-76 Xs2FEP-M 61 mg EP-AcOQEt 4.6, AcOEt
77-79 Xs2FEP-N 39mg AcOEt
80-84 Xs2FEP-O 159.5 mg AcOEt, AcOEt-MeQH 8:2
85-88 Xs2FEP-P AcOEt-MeQH 8:2
|___89-90 _Xs2FEP-Q | 380.6mg_ _ 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 sometid
a analisis por CG/EM (Figura 16).

La fraccion Xs2FEP-F (89.8 mg, 2.60 %) se compard por CCF con la fraccidn
XsA y, se caracterizé como una mezcla de acidos grasos, los cuales se sometieron a
una reaccion de esterificacion utilizando una solucién etérea de diazometano (CHzNz)
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 sometio a analisis
por CG/EM (Figura 16).

La fraccion Xs2FEP-G (1.0264 g, 29.72 %) se caracterizd 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-GACc se sometié a percolacion para purificarse eluyendo con EP y mezclas de
EP-DCM de polaridad creciente; asi la fraccion Xs2FEP-GAcB (76.1 mg) eluida con
EP-DCM 1:1, correspondié a la mezcla de los acetatos correspondientes que se
analizé 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 fraccion Xs2FEP-J (109.1 mg, 3.16 %) formé un precipitado que se filtro

(103.9 mg) vy se identificé por RMN 'H a 200 MHz y CCF como el 7a- y 7f-
hidroxiclionasterol (LXXVIIl 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 diametro) eluyéndose con EP, mezclas de polaridad creciente de EP-AcOEt
(9:1, 8:2, 6:4, 4:6, 2:8), AcOEt, mezcias 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 PERCOLACION DE LA ESPONJA SECA (Xs2SEP = 7.0248 g).

[ CLAVE DE LA _"
ELUATOS FRACCION _ | PESO ___ELUYENTE
1 Xs2SEP-A__ | 7.9mg 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-AcOELt 9:1
39-61 Xs2SEP-| 215.3 mg EP-AcOEt 9:1, EP-AcCOE! 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, AcOE!
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 mq 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 terpenocides (Figura 17).

La fraccion Xs2SEP-D (840 mg, 11.96%) eluida también con EP, resulto ser por
medio de su espectro de RMN 'H a 200 Mhz, una mezcla de ésteres grasos de
esteroles que se purificd por medio de CC sobre Silica-Gel 60 Merck F-254 (256.7 g de
silica, muestra preadsorbida, 8 cm X 3 cm de diametro) eluyéndose con EP y mezclas
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de polaridad cremente 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, CHCI3-EP 1:1 y 10 X 20 X 2 mm,
CHCI;-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 caracterizd por
medio de sus espectros en el IR y de RMN 'H a 200 MHz como una mezcla de &cidos

grasos. |

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

La fracciéh Xs2SEP-GD (615.5 mg) eluida con EP-DCM 1:1, resulté ser una
mezcla de acidos grasos por lo que esta fraccion se reunid con la fraccidn primaria
Xs2SEP-F (746.9 mg) (Figura 17). De esta fraccion total se tomaron 78.8 mg que se
esterificaron con CH;N;, posteriormente la mezcla de ésteres metilicos obtenidos se
purificé por CC Silica-Gel 60 Merck £-254 (5 g de silica, muestra preadsorbida, 1.6 cm
X 6 cm de diametro) eluyendo con EP y mezclas de EP-DCM de polaridad creciente,
en donde la fraccién 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 fraccidn Xs2SEP-GE (1.072 g) eluida con EP-DCM 1:3 se observd por
CCF la presencia’de esteroles, por lo que se tomaron 100.4 mg de esta fraccidn y se
acetilaron (10 gotas de Ac.O + 5 gotas de piridina). El resultado de la reaccion se
purificé por percolamon eluyendo con EP y mezclas de éste con DCM de polaridad
creciente; la fraccion 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 fraccion Xs2SEP-GE también se analizé de manera comparativa por
RMN 'H a 500 MHz con la fraccion XsFEP'-JG.

|
. |‘

La fraccion Xs2SEP-! (215.3 mg, 3.06 %) (Tabla 8) se sometié a
recromatografia en columna sobre Silica-Gel 60 Merck F-254 {15 g de silica, muestra
preadsorbida, 7.5 cm X 3 cm de diametro} utilizando como eluyentes EP, DCM vy
acetona y mezclas de éstos de polaridad creciente. La fraccién Xs2SEP-IG (23.2 mg)
se sometié 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 identificé por comparaciéon con el
compuesto ya antes identificado en el material de |la primera recolecta Xs70C (XsFEP'-
J, XsFEP'-M y XsFEP’-N).

.
1
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ESPONJA SECA DE LA SEGUNDA RECOLECTA (Xs2SEP).
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IV. REACCIONES Y DERIVADOS.

o Acetilacié:_h del clionasterol {LXXI).

|

Se tomé una muestra de clionasterol (26.8 mg) y se le afiadié anhidrico acético
(Ac:O}) vy plrldlna" 5y2 gotas respectivamente), la mezcla se dejo reposar a
temperatura amblente y se siguié el curso de la reaccién por CCF. Una vez finalizada
la reaccién se elimind el exceso de reactivos mediante una corriente de nitrégeno (Ny).
El residuo obtenido se cristalizé en DCM-MeOH obteniéndose el acetato
correspondiente (LXXIl) como un sélido (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.

;

|‘
o Acetilacidon del 7-oxoclionasterol (LXXV).

El 7-oxocfionasterol (LXXV) obtenido de la fraccion 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 logro obtener un total de 8 mg de acetato det 7-
oxocllonasterol (LXXV) éste fue analizado por RMN 'H a 200 y 500 MHz, °C a 125
MHz, DEPT, CO|$Y HMBC y HMQC.

;
o Acetilacion del 7a- y 7B-hidroxiclionasterol (LXXVIIl y LXXX).
.

De la mezcla del 7a- y 7p-hidroxiclionasterol {LXXVil y LXXX) obtenido de la
fraccién XsFEP'-N se tomaron 52.4 mg y se sometieron a reaccion de acetilacion (10
gotas de Ac,O + 3 gotas de piridina) durante 24 h a temperatura ambiente,
posteriormente, ' el resultado de la reaccién se purificé por CC sobre Silica-Gel 60
Merck F-254 (4.1 g de silica, muestra preadsorbida, @ cm X 1 cm de diametro)
utilizandose como eluyente EP y mezclas de EP-DCM de polaridad creciente. La
fraccidn eluida con EP-DCM 1:1 (XsFEP'-NCAcD) contenia los diacetatos del 7a-y 7j3-
hidroxiclionasterol (LXX1X y LXXXI), los cuales se analizaron por RMN 'H a 200 MHz y
por CG/EM.

|

o Oxidacion del 7a- y 7B-hidroxiclionasterol (LXXVIH y LXXX)
con cromoclorato de piridonio.

)

De la mezcla del 7a- y 78-hidroxiclionasterol (LXXVIIl y LXXX) obtenido de la
fraccion Xs7HC-b se tomaron 6.1 mg y se disolvieron en 3 mL de acetona y se agrego
un total de 37.3 mg de cromoclorato de piridonio y se mantuvo durante 72 h en
agitacion constante (1er. dia 12.7 mg de reactivo, 20. dia 12.8 mg y 3er. dia 11.8 mg).
El curso de la' reaccion se sigué por CCF. Posteriormente la mezcla de reaccién se
fiitrd, se elimind el disclvente y el producto de reaccién se purificd 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.

o Acetilacion del petrosterol (LXXII).

Se tomo una muestra de petrosterol (LXXI!I1} (10 mg) y se sometid 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] o -40.38°.
El producto obtenido se analizé por CG/EM.

o Hidrélisis alcalina de la mezcla de ésteres grasos de esteroles obtenida de ia
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 disolvié en 10 mL de MeOH y
se agregé 6 mL de NaOH al 5 %, manteniéndose a reflujo durante 24 h, se elimin¢ el
disolvente (MeOH) y se agregd 50 ml de agua, posteriormente se extrajé con DCM en
un embudo de separacién de 100 mL (5 veces con voliumenes de 10 mL cada uno).

La fraccion orgdnica se secod con Na;SQO, 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 acetilé (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 Na;SQ, obteniéndose una mezcla de acidos grasos designada con la clave MAG,
la cual se esterificd con CH:N, para obtener los ésteres metilicos correspondientes,
éstos fueron purificados por percolacién en columna para obtener finalmente 3.2 mg
de mezcla (MAGESst) que fueron analizados posteriormente por CG/EM (Figura 17).

C. Actividades complementarias.

C.1. Para efectos de comparacién una muestra de 58.8 mg de f-sitosterol
obtenida del extracto metandlico de la corteza de la planta Taxus globosa comunmente
conocida como “romerillo”, se purificé 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 P-sitosterol (LXIX).
Posteriormente se acetilaron 9.4 mg del B-sitosterc] obtenido (5 gotas de Ac,O + 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, f3-
sitosterol y estigmasterol (Aldrich), incluyendo también otras muestras de condrilasterol
y fucosterol, asi como sus correspondientes productos de acetilacion 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 se enviaron muestras de colesterol, estigmasterol, y [-sitosterol
comercial (Aldnch) y sus correspondientes acetatos obtenidos por acetilacion, 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 Il de columna HP-5MS de 30 m de longitud por 0.20 mm de
didmetro 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 solicité al Dr. Toshio Honda del Instituto de Quimica Medicinal de la
Universidad de Hoshi, Japén una muestra de petrosterol. La muestra proporcionada
por el Dr. Honda (8 mg) se purificd por CC sobre Silica-Gel 60 Merck F-254 (1.5 g de
silica, aplicacion dlrecta 4 cm X 1 cm de diametro)} eluyendo con EP, DCM, A y
mezclas de éstos de polaridad creciente, La fracmon de interés con un peso de 5 mg
se analizé por medio de sus espectros de RMN 'H a 200 y 500 MHz, éste ultimo resultd
idéntico al ser comparado con el producto aislado en la fraccion XsSEP-FEc de la
esponja Xestospohgia subtriangularis .

:

VALORACION BIOLOGICA
(ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA)

i
La valoracién biolégica de las fracciones obtenidas, asi como del compuesto
aislado e identificado como clionasterol (LXXI), se realizé mediante una serie de
bioensayos antimicrobianos sobre diversos microorganismos como bacterias y hongos
(Vanden y Vlietinck, 1991).
|

La valoracion biolégica se realizd con cada una de las fracciones obtenidas por
medio del método de difusion 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 difusion en agar consiste en la colocacion de
sensidiscos (pequenos discos de papel filtro Whatman No.1) impregnados con una
solucién de la fraccidn a una concentracion determinada (1 mg/10 pA), en las placas
de agar nutritivo, {Bioxdn) previamente inoculadas con los microorganismos de prueba;
en tanto que la de pozo consiste en la formacion de pequefos pozos en el agar
nutritivo (Bioxon) en donde se coloca un volumen aproximadamente de 1 mL de ia
fraccidn disuelta en aceite de olivo esterilizado a una concentracién de 1 mg/10 pA, las
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placas de agar también previamente se moculan con los microorganismos de prueba
(Vanden y Vlietinck, 1991). Para el caso de Candida albicans e! medio de cultivo
utilizado fue caldo Czapek-Dox el cual es el mas adecuado para un éptimo crecimiento
de este hongo. Estas pruebas se realizaron por triplicado para cada sepa para asi
garantizar los resultados.

La valoracion se realizd sobre una amplia serie de microorganismos Gram {(+) y
Gram (-) para abarcar un mayor espectro de accion, 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 lztacala para la
valoracion bioldgica de extractos y de compuestos aislados tanto de organismos
terrestres como marinos:

1) Escherichia coli (25922-ATCC)
2) Salmonella 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 direccion 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 méas especies vivientes tiene en la actualidad con el 95 %. Se
caracteriza por espiculas de silice con forma y tamafno 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 reticulacion isotrépica o difusa; se
caracteriza por tener estiles, éxeas 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
reticulacion isotrdpica de tractos espiculares. No hay distincion de tractos primarios y
secundarios. Nivel global de silica 58.26 %.

GENERQ Xestospongia De Laubenfels 1932

Petrosiidae en el cual el esqueleto coanosomico es de confuso a isotropico y
carece de espongina; un sélo tipo de espicula, principalmente Oxeas, 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 subltriangularis 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 subtrianguiaris var. lyriformis Duchassaing y Michelotti 1864. Pag. 85

Schmidtia aufopora Schmidt 1870. Pag. 44

Thalysis repens Carter 1882. Pag. 282

Pachychalina rugosa {Duchassaing y Michelctti 1864) Arndt 1927. Pag. 153

Pachychalina rugosa var. rubens Arndt 1927. Pag. 154

Haliclona longleyi De Laubenfels 1932. Pag. 54; 1936. PAg. 44; 1949, Pag. 10;
1950. Pag. 167

Haliclona 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. Pdg. 41; Green 1977. P4g. 88

Xestospongia longleyi Craft y Kellner 1977

Xestospongia subtriangularis (Duchassaing 1850) Wiedenmayer 1977. P4g. 113; van
Soest 1980. Pag.71; Alcolado 1981. Pdg. 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.

) Base masiva, parte superior ramas anastomosadas algunas contorsionadas
dando la formacion 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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a) De m(:énos de 2 cm a 1 m 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 méas de 60 cm de longitud por 20 a 40 cm de alto
(Figura 18).

Las ramas son cilindricas de 1.5 a 2.5 c¢cm de diametro, algunas veces
aplanadas verticalmente dando una forma elipsoidal de 1 a 2 cm de eje menor por 3.5
a 4 cm de eje mayor.

|
,

- 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 amaritio 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 lavanda en lugar de guinda o vino)(Tabla 9).

- CONSISTENCIA

En vivo es muy firme, poco compreSIbIe y quebradiza. La base es mucho mas
firme y compacta que las ramas. Preservada en EtOH, la esponja es no compresible,
muy firme y quebradlza (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 calcareo como
pedazos de conchas. La superficie es lisa, al tacto es no hispida.
| .

I
- OSCULOS:

i ~ , .
Se 1ocaln;an en pequenas 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 cilindricos de 1 a 3

mm de dlametro (n = 13, x=1.88 mm) (Figura 18).

- ECTOSOMA:

El ectos,lama 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 malla tangencial de
arreglo isodictial en varios planos pluriespiculares, con una abertura de malla de 30 -
43 - 60 um. En @l se observan numerosos ostios circulares de 48 a 66 pm de diametro
u ovalados de 120 a 240 um por 60 a 180 um.
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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 I, Oxeas Il y Estrongile.
Tomada en el microscopio electronico de barrido (MEB).




- ENDOSOMA:

Generaimente 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 pm de diametro.

b) Tractos interconectores o fibras de 18 - 28 - 42 pm de diametro.

Se observa la formaciéon de una malla 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 um. 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 pequenas y delgadas.

Se observan algunos canales endosomales, los cuales pueden ser circulares
de 60 a 72 um de diametro o ligeramente mas grandes de 84 - 161 - 360 mm de
didmetro 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
acompanan 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 um 30
Estiles 138-156-173 gm 10-12.5-13 um 18 |

2) Del endosoma: Aparte de la 6xeas tipo | observadas anteriormente, se
observan otras 6xeas ligeramente mas delgadas que se denominaron éxeas tipo Il
Las dxeas tipo | pueden en ocasiones presentar malformaciones en alguno de los
extremos o en los dos, tendiendo a ser estiles o estrongiles. En cuanto a los estiles y
estrongiles hay una mayor cantidad en comparacién al ectosoma (Figura 19):
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TPODE | | LONGTUD | _ DIAMETRO | No.DE ESPICULAS |
ESPICULA : MEDIDAS
Oxeas | " 158-175-202 um 8-12-15 pm 37 |
Oxeas Ii i 131-143-166 um 2.5-4-6.6 pm 27
Estrongiles | | 118-147-180 pm 10-12.5-15 pm 23 '
Estiles : 144-166-199 pm 10-12-15 um 27 I|

- ECOLOGIA:

X subtria‘ngularis 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 réalizadas 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 identificacion de
éstos organismos se realizé bajo la asesoria del M. en C. Guillermo Horta-Puga y del
Bidl. José Luis Tello del Laboratorio de Zoologia, UNAM-Campus |ztacaia.

Fuera dé la laguna, a lo largo de la plataforma arrecifal de sotavento, la esponja
es poco abundante y s6lo se encontré a profundidades por debajo de la isobata de 10
m, su forma tiende a ser mas ramificada que masiva en comparacion a la esponja
localizada dentro de la laguna y su color tiende a ser guinda o0 vino.
|

El hecho de que la esponja sdlo 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; fo que puede ser un
indicador que!‘feste mismo patrén de distribucion se observe en los diversos arrecifes
del SAV. ‘

- DIS?USION:
|

X. subtriangularis es una especie caracteristica y endémica del Atlantico
Tropical Oesge, debido a que el tamafioc mas pequefic de sus espiculas con otras
especies, cqmparativamente. hace que sea Unica en el género y facimente
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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 analisis comparativo.

La principal diferencia entre los demdas autores y este trabajo es que solo
mencionan una sbla categoria de éxeas, en tanto que en éste se mencionan dos tipos,
los cuales se distinguien principalmente por el didmetro de la espicula como se puede
observar en la fotografia al MEB y ademas, su localizacion 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, la diferencia existente entre la
espiculaciéon del endosoma y ectosoma es un aporte original de este trabajo. La
existencia de otras espiculas como estrongiles y estiles es comin en la especie como
se puede observar en la tabla 9.

Wiedenmayer (1977) menciona que existen en la especie cuatro formas; sin
embargo, ¢l no aporta suficiente informacién para considerar su importancia
biogeogréfica y/o ecologica:

a) X. subtriangularis forma 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, iébulos bulbosos con
ésculos apicales)

Aunque en este trabajo no se consideran de manera taxondmica a estas
formas propuestas por Wiedenmayer (1977), si es importante decir que, en el drea 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 la 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 varfan ampliamente de una zona a otra;
estas mismas observaciones las llevé a cabo De Laubenfels (1936), observd que la
forma ramosa parece prevenir eficientemente 1a fuerza del oleaje como sucede en la
plataforma arrecifal de Isla Verde.

Green et al. (1986) seiala que esta especie es muy abundante en la Laguna
arrecifal de La Blanquilla, en tanto que en esta misma zona Lépez (1992) senala que
se limita a la zona de la plataforma arrecifal de sotavento y la laguna, como se observé
en el 4rea de muestreo de este trabajo.
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TABLA 9. DIFERENTES DESCRIPCIONES DE LA ESPECIE Xestospongia subtriangufaris (Duchassaing 1850)

NOMBRE Y -
REFERENCIA _ .
o TAMANG FORMA COLCR 0OSCULOS ECTOSOMA ENDOSOMA ESPICULAS
T I —
R el S Fibroreticular, en secciones
. . © P transversales- como telarafas, | . - .
Haliciona longlayi Eﬁ:tosgna verde :;:— E;elc;emimentfn eoc;)n Malla rectangular. Fibras pri- Oxeas™ =~ =
0. Endosoma e \ NUMErosos, ;
De2adcmde | Mas o menos amo- | paido o castafio ama- | ocurren e i et marias de 100 3 120 x 302 40 | 104.120- 144 X 2-3
grosor par 18 cm | sa, mas reptante que | . i pm de didmetro, secun-darias - 4 pm tanto libres
De Laubenfels rito, seca amarifo p4- | de 2 a 4 mm de ligeramente mas pe-quefias
de altura, erecta, famas anas- | i4e tianca con pintas | diametro 9 ! peq : como en fibras.
1932 tomosadas. v P : Capa de cianofitas simbiontes.
Haliciona longleyi Ramosa de tipo aza- | Amarillo verde sobre ka
0sa de 4 r , | superficie mas ex- X .
De Laubenfels | Ramasde2ab ralgunas v:c:s a;::ss puz:t:;aa verde olivo | D8 3 @ 8 mm de No hay esqueleto | Tractos espiculares con poca | Oxeas 104 -120 -144
1332 (Dry Tortu- | cmdadiametro. | joncadae y aplana- | oscuro. Endosoma didmetro, algunas ve- dermal. espongina de 30 a 40 pym de | X 2 - 3 - 4 pm lanto

gas, Florida.  Prof.
=1-3m}

das mds que circula-
res.

varde, castafio pdlido.

ces presentan un collar
mas alto de 2 mm.

diametro. Malia de 100 a 200
pm de didmetro.

libres come en fibras.

|
De 2 a 3 mm de did-
! . metre y pueden o no
Haliclona dona estar prowistos de un
Ramas un poco Ramosa arbustiva, | En vida calé Maho- colltar ) dlslrlbtumon 1lrre- Fibras ascendentes de 40 a 50 um tanto Oxeas
mayores de 1cm ramas circulares. a gular frecusniemente an verticales como transversales.
De Laubenfels d?diaimetro. gany hileras sobre un fado de 170 X 9pm.
1936 la rama cilin-drica, Reticulacién subisodictial.
separados entre si por 1
cm.
Haliclona lonigleyt
benfel
1933 Lau(ogfs?asde Ramosa, ramas de un | Preservada es blanca 0 Conspicuos. No hay. Tractos que empacan Oxeas 3 X120pm.
Bahamas) dedo de grosor. blanquecina, en wivo es espiculas.
amarillo a verde.
Neopetrosia
longlayi De
La%bz'nfeis 1953 Ramosa vy rastrera, | Palida Intemamente, Conspicuos, con un -
(Caribe Prof. = 1 2 iregularmente  cilin- | castafio externamente a anillo.
m) ’ drica. verde amarillo, café a
varde olivo.
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CONTINUACION

————

HhéggF?EI\?CTA TAMANG FORMA COLOR GSCULOS ECTOSOMA ENDOSOMA ESPICULAS
I ER——— — E— —l
Tractos espiculares de malla
. tangular a cuadr lar
Halicona doria Amarilo calé a calé | Locaizadas sobre ba- | No hay especia- | 7o o 940 wm do ety oy | Oveas  ligeramente
Hochtel 1965 | Puede exender- | Reptante,  ramas g‘;f;‘;“e‘i?"a,é';‘,‘ﬁ ol ﬁnmm;uom 24 mia dm mo. Fibras de 30 a 60 um de gsuqmasaumé gﬁ’:-?:aﬁ;tg
. 5@ varios pies. anastomosadas,  ci- ) ) i didmetro con pequefia canti-
(Jamaica) lindricas. tafio. hispida. dad de espongina. Muchas | 12 KM
espiculas esparcidas.
Neopamgietms:a" En fa parte supe-
i ervan
Ramas de 2 a 4 | Ramosa comin- | Amarilo paja en el | Presentan elevationes rfr glceia!rasse ?:mcio- Fibro-reticular, transversal-
Green atal 1977 | cm de didmetro, | mente rastrera, con | exerior, crema en e | en la superficie, 38 | oo casionadas | Mente como tela de arafia, Oxeas: 20-145 X
(LaBL Ia longitud de 20 a | ramas cilindricas | interior. distribuyen en la pante | oo o arregio de 4 longitudinaimente  mallas rec- 2;9?‘;1_[:04-1
M éalmmi ' irsn 3: a)l(tow a 12 | anastomosadas. :lla dedlas ramasde2a | 5 5 espiculas que tanguiares. Fibras asqemian— )
. cm de distancia entre 1 ao44n perpendicu- tes de 36 a 40 pm de didmetro
Prof. = 1a 1.30 m) ellos. Miden de 2 a 4 .. | fibras secundarias muy finas.
da didm lares a la superfi
mm etro. cie.
Grosor de 100 um,
Xestospongia Ramas de 2 a 5 | Gruesamente ramo- | En vida amariio a | Numerosos conspi- mﬁn de iso- | Hay gran abundancia de espl- | Oxeas fusiformes a
sublriangularis cm de didgmetro | sa, tas ramas reptan, | verde-amarilic con al- | cuos, en anillos senci- dicfidd a subiso culas y escasea la espongina, | astadas ligeramente
por 30 cm de | se contorsionan y fre- | gunas zonas de color | flos o dobles, localiza- .- | tractos primarios de 20 a 100 | dobladas o curveadas.
Wiedenmayer 1977 | gyyr. cuentemenle se a- | lavanda y café claro. | dos enla parte supe-rior dictlal a plufiesp- | valla de 50 a 300 pm, | Extremos conicos,
(Baha_m‘aos m) Prof. nastomosan con bor- | Seca, de amarillo a | delas ramas. Do 2 a 8 gﬁﬁr{mido: m;::: fibras secundarias con esta- | simples o telescopi-cos.
- des redondeadas. blanco reteniendo to- | mm de didmetro, S€ | 4on cor combina- dos de desarrollc de espi- | Formas raras de
nos lavanda y/o café. localizan en un do-mo © | 4ae con penachos culas. estiles. 117-163-200 X
en las puntas. 1-5-8 pm.
Reticutacién  tan- | Traclos primarios ascenden-
gencial uniespicu- | tes interconectados con se-
S)ffmg:is Ramas a’:‘gas con lar o pluriespicutar | cundarios en cores perife- g?eas ";:a;::‘o:?g‘m
s Tamano toalde | omecades o tube | RO, fojocafé o | Selocatizan de manera [ frocuentementa  { Acce. Sobre éstos se encuen- | " oo
Van Soest1980 | 21 cmpor20em, | o T T e fla. | Verdusca en  vida. | elevada como pequefios incompleta, hacla | fra una reticulacitn isolrépica ‘
Sto. T mmasde 122 | poifome a masa | Preservada, caté. volcanes, Miden de 2 a | & coancsoma fi- | sin orientacion definida produ- | miden 121 - 159.3 -186
(Sto. Tomas, cm de didmetro. | e 5 cm de didmetro. bras en penachos. | ciendo una mafla redondeada. | x 35.59- 8.5 um.
cuw:ﬁerto : Malla de 150 a 200 | Los tractos con poco o nada da
Barbados, ” pm. Espon-gina | espongina.
Rico, Forida) auserite.

|
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NOMBRE Y TAMANO FORMA 7] COLOR OSCULOS ECTOSOMA ENDQSOMA ESPICULAS

REFERENCIA

Xestospongia Al ras de la superficie ¢ Con un patrén sutil de lineas Oxeas

subtdangulans__ | _ _ _ marcadamente ascendentes y concénlricas

Alcolado 1981 i, 1 -  Ramosa _ _Pardusco. elevados. — que se cruzan dando un | 100-180x3-10umde
(Cuba) T o= = | - - = — - | aspectodetelarafia. didmetro.

Xestaspongia Se distribuyen en la | Raticulacion da — -

sublriangulans parie alta de las ramas | tractos de 120 a

Green ef al. 1386

Ramas de 1.5 a
3.0 cm de dia-

Ramosa rastrera, con
ramas  anastomosa-

Amarillo verdoso en e
exterior, amarillo claro

de 1 a 15 cm de
distancia entre ellos.

250 pm de diame-
tro, completamen-

Tractos plunespiculares de
hasta 20 hileras de espiculas,

Oxgas de dos tama-
fos: 136-210-278 X 6-

(La Blanquilla, metro, cubre un | das. interior. Miden de + a 3 mm de | te  empaquetados mallas circulares. 11-15 pm y 42-60-76 X
México Prof. =2a | érea aprzoximada diametro, de espiculas. Ma- 3-45-6 pm. Estles y
15 m) da 25 cr lla circular. estrongiles.
Oxeas fusiformes as-
tadas a estrongile aigo
Xestospongia Reticulacion  tan- | Seccién transversal  1ractos | o as de pun?as aggu-
subtriangulans encial uni- o pluri- | multisspiculares de 3 a 10
9 Totat 45 cm, Ramas solidas con | Al ras o sobre ele- | Amarillo naranja, a gspicular a VZCBS mpiculzs do 40 a 45 pm de das, achatadas, teles-
Zeoa 1987 ramas 4 -26 X | tendencia  a  ser | vaciones lobuladas o | veces  con  10MoS | cottieo | Tractos | didmetro con algunos tractos copicas, mamiformes y
Cotornbi 0.9-25cmde | rastreras, ramifica-das | conicas alineados en la | verdosos. Seca, café | go g9 um de | conectores. Malla rectangular a 6"3:;) fusiformes  en
é:a ombia, didmetro. y anastomo-sadas. parte superior de las | claro a crema. diédmetro. Malla de | redondeada. Numarosas | 51200 de desarralio.
ragena) ramas. , Miden 131- 158.3 -181
30a550um. espiculas sueltas. X16-62-11.7 um.
Xestospongia Ramas slidas con Reticulacion  de
subtriangularis tendencia a ser ras- tractos ascenden- :
g Ramasde 10a | yone que se ramifi- Castafio a veces con tes complelamen- Tractos pluriespiculares, ma- | Oeas: 104-120-145 X
Lépez 1992 40 cm de longitud | .. X anastomosan | 1ON0S verdosos. Pre- . . te empaguetados ltas circulares a rectangula-res. { 2-3-5 pm, Eslongiles y
{Veracruz, México X1a2cmde !ormaﬁdo grandes | servada de color cre- Sin elevaciones. de %pi[c’:u?as. Ma. esliles.
Prof.=05a2m) didmetro ma.

grupos.

lla circular.

Xastospongia
subtrianguiarns

Vazquez 1998

Isla Verde, México
Prof.=<1mo>
10 m}

a) De manos de 2
cmalm b} De
menos de 5cm a
20 de long. X 10
cm de afto. ¢) Da
mas de 20-60 cm
de long. X 20-40
cm de alto. Dia-
metro de las ra-
masde1.5-2.5 cm

a) Ramas rastreras a
veces  anastomosa-
das. b) Masiva a ve-
ces con ramas ras-
treras. c) Base masi-
va, parte superior ra-
mas anastomosadas,
en algunas contor-
sionadas.

Amarillo mostaza en la
parte expuesta a guinda
o ving en ia base. A
profundidades mayores
toda guinda o wno.
Preservada beige con
tonos verdes o guinda.

En pequefas protube-
rancias, a weces ro-
deado de un anillo, lo-
calizados casi siempre
en la parte superiof de
la esponja. Miden de 1 a
3 mm de didmetro.

De color mas
0SCUrQ, grosor de
100 a 200 pm. Ma-
lla tangencial de
tipo isodictial en
varios planes, pluri-
espicular

De color mas claro. Malla de
rectangular a redondeada,
espiculas empaquetadas con

poca espongina.  En  los
interespecios de la malla se
observan espiculas en

desarrollo. Tractos ascenden-
tes de 51 a 72 pm y fibras
conectoras de 18 a 42 um de
didmetro,

Oxeas astadas ligera-
mente curvas tipo |
158-175-202 X §-12-15
um y tipo IF 131-143-
166 X 2.5-4-6.6 um. En
ocasiones es-lles y
estrongiles. Hay
diferencia entre & en-
dosoma y eclosoma.

|

|
J

57



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 espiculacién. 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 gueda 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 lsla Verde, Veracruz, no fue uno de los objetivos planteados de la tesis, pero
se llevé 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 estimacion general de la abundancia relativa de esta especie.

En una revisién bibliografica se encontré que X. subtriangularis ha sido
considerada por Chavez et al. (1970) como una de las especies de mayor tamafo y
con una abundancia de 0.32 esponjas/m® y una frecuencia de incidencia de & = 0.31
(de 35 estaciones, la especie fue encontrada en 11); dentro de las comunidades
bentdnicas del arrecite Lobos, Veracruz (SAV) durante 1966 a 1969.

Un estudio de Rigby y Mclintyre (1967) en la misma zona revela que X
subtriangularis se encuentra en igual modo que en el estudio anterior en el biotopo
sublitoral de la zona de Thalassia - Halimeda, encontrdndose en ocho de las 62
estaciones muestreadas (5 = 0.129). En este trabajo, como ya se menciono, X.
subtriangularis se encontrd tanto en la laguna arrecifal como en la plataforma de
sotavento, siendo en la primera mds notoria su presencia que en la segunda, ya que
en la plataforma durante la primera recolecta se observaron varios organismos (no se
contaron cuantos) en tanto que en la segunda sblo se contabilizé a uno en un
transecto de 30 m de longitud.

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 region 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 (3 ) de 0.78; que es mayor a lo
estimado por Ios autores anteriores para otros arrecifes del SAV. Sin embargo, la
abundancia relatlva 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 caiculados; es
decir, una frecuencua de incidencia de & = 0.60 (la esponja se encontré en nueve de 15
cuadrantes) y una abundanma de 0. 043 esponjas/m2

En e! conteo por transectos, los valores obtenidos fueron atn 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 reiativa de 0.0011 espon]as/m Este es un
vaior mucho menor a lo calculado por cuadrantes en el trabajo de Chavez et al. (1970).
En los tres transectos realizados posteriormente sélo se contabilizé 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 parametro poblacionai y gue refleje también el tipo o patrdn de
distribucién que esta especie presenta, asf como su comparacion con otras especies;
de este modo,'sdlo se obtienen datos aislados que no permiten un analisis integral que
caracterice al drea. Este trabajo fue sdlo un intento por tratar de entender el papel
ecolégico de esta especie; sin embargo se quedd muy lejos de poder lograr este
punto. .

COMPUESTOS AISLADOS, DATOS ESPECTROSCOPICOS
Y ESPECTROMETRICOS
“

|. HIDROGARBUROS.

El anallsrs 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) permitic la identificacion de una serie de
hidrocarburos lineales saturados (parafinas) de C-15 a C-23 (Tabla 10). En ambos
casos el h|drocarburo mayoritario fue el heptadecano (C-17}, mientras que los demas
se encuentran en cantidades minoritarias (entre 0.5 y 2.0 % como maximo).

|l
También se detectd la presencia de hidrocarburos insaturados de tipo
terpenico, 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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No. de

Tabla 10. HIDROCARBUROS SATURADOS E INSATURADOS OBTENIDOS DE LA FRACCION DE ETER DE
PETROLEQ Y EXTRACTO DE ETER DE PETROLEO DE LA ESPONJA Xestospongia subtriangularis.

Estructu- NOMBRE ESTRUCTURA XsFEP'-A | XsFEP'-B | XsFEP-C | Xs2SEP-A
CisHa Pentadecano N A YA TR=9.59
A=174% | -— | - | e
I CieMaa Hexadecano N N . N N N N TR =11.19 TR=2.10

A=2T7T% | - A128% | A=267 %
i CizHss Heptadecano SN NN TSN~ | TR=1291 | TR=294 | TR=3.21 | TR=11.46
A=94.64 % A=? A=156% | A=312%
v CigHas Octadecano N e N N N N N N TR=14.16 { TR=4.20 TR=12.55
A=037% {1 A=136% | --- A=3.35%
Vv CigHap Nonadecano R N N N N N TR=15.69 | TR=5.39 TR=13.83
Az048% | A=111% | - A=3.50%
Vi CaoHaz Cosano R N P N e N e N N N TR=15.04
N e B A=1.08 %
Vil CaaHas Docosano R N P P N N e TR=17.34
— A=4.77 %
Vil CaaHag Tricoseno* NPT TR=18.30
B e A=0.79 %
IX Ca3Has Tricosano RV VA Y Ve . Ve W VT Vg TR =9.42 TR=18.43
R A=118% | - A=1.15%
X CaaHsg Tetracosano | S e e e e N S N N S N TR=18.79
| e e A=0.33%

TR = Tiempo de retencion
A = Porcentaje en la fraccion analizada
* Posicion probable del doble enlace
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No.de | FORMULA — o I
Estructu- | MOLECU- NOMBRE ESTRUCTURA XsFEP-A | XsFEP'-B | XsFEP'-C | Xs2SEP-A
g —F —-LAR- - | o - L

= R e e —
CasHs2 Pentacosano o S S S S S T PTR=RI2 -~ - - TR=20.49_
----- A=1.01% A=1.74 %
CaeHsa Hexacosano R N N N N P T e TR=21.46
--------------- A=0.81 % “
XIH CarHss Heptacosano N N N T U Vg TR=12.65 TR=22.41
----- A=0.99 % A=3.10%
XV CoaHss Octacosano R N N N P VN TR=13.4
----- A=0.99 %
XV CogHss Nonacoseno” N N A v TR=23.5
--------------- A=0.99 %
xXVI CaoHso Nonacosano R N N N P e e W T e e Ve TR=14.11 TR=24.24
----- A=0.96 % A=7.74 %4!
XVl CaoHez Triacontano R N N P e D e P T g N TR=25.01
---------- - A=178%
XVIi CaiHss Untriacontano | s e e e e e e e T S N TR=25.41
--------------- A=8.18 %
XIX CazHee DOHACONIAND | S ™ e ™ e e A T N TN T T Y TR=26.64
--------------- A=138%
XX CasHss THHACONIAND | S e e ™™ ™S S S S S TR=27.43A
--------------- = 1.38 %

TR = Tiempo da retencion
A = Porcentaje en Ja traccion analizada

* Posicion probable del doble enlace
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No.de | FORMULA
Estructu- | MOLECU- NOMBRE ESTRUCTURA XsFEP'-A | XsFEP'-B | XsFEP'-C | Xs2SEP-A
ra LAR
XX CisHze Sesquiterpeno NO DETERMINADA TR=1.59
----- A=1.90 % ——eme e
XXIl CisHzs Sesquiterpeno NO DETERMINADA TR=0.27
----- A=268% | - ——
XX CasHaz Sesterter- & & # TR=10.30
S e e A=309% | -
peno
XXV CaoHso Triterpeno NO DETERMINADA TR=19.19 TR=29.27
----- A=1.40% —o——- A=2.60 %
- —
XXV CaoHso Escualeno Z i N I S— TR=13.86 —
A=39.2 %
TR = Tiempo da retencion
A = Porcentaje en la fraccion analizada
** Estructura probable
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.
:
En las fraccuones XsFEP'-C y Xs2SEP-B se identificaron por RMN 'H a 200
MHz escualeno y pequefas cantidades de hidrocarburos. Los resultados del andlisis
por CG/EM de la primera fraccion confirmaron la presencia de dos hidrocarburos
terpénicos, el escualeno {CaoHso) en un 39.2 % y de un hidrocarburo de 5 unidades
isoprénicas (CzsHs2) en un 31 %, ademas de que el hidrocarburo mayoritario fue el
heptadecano (XIll) con 15.6 %.
|
I )
Todas las mezclas fueron liquidos viscosos de color amarillento a temperatura

ambiente: !
|

:

oF’arafir,‘ias.

RMN 'H (200 MHz, CDCl3) 8: 0.88 (t, -CHs, J=7.0 Hz), 1.26 (s , -CHy-).
|\

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... CHzn.s.
‘I
I

oEscualeno.
|‘

RMN 'H (200 MHz, CDCl3) 8: 1.60 (s, metilo vinilico trans al protén vinilico,
CH3-C=CH-, 18H), 1.68 (s, metilo vinilico cis al protdn vinilico CH3-C=CH-, 6H), 2.01 {m,
metilenos o a 'los dobles enlaces =CH-CH>-CH»-CH=), 5.12 (m, protones vinilicos -
CH=CH-). :f

|
‘.

I
II. ESTERES DE ESTEROLES CON ACIDOS GRASOS.

En Ia:s, fracciones poco polares de la esponja seca de la primera recolecta
(XsSEP-C) se obtuvo un liquido viscoso de color ligeramente amarillo que se
caracterizd como una mezcla de ésteres de esteroles con acidos grasos derivados del
petrosterol (LXXIII); mientras que en la esponja seca de la segunda recolecta
(Xs2SEP-B) se identificaron sélo ésteres de esteroles con acidos grasos derivados del
clionasterol (LXXI).

)

!
° Est?res grasos del petrosterol (XsSEP-C).

RMN’ 'H (200 MHz, CDCl3) & 0.11 (m, Hzy), 0.45 (m, Hage), 0.68 (s, 3H, Hig),
0.925 (d, 3H, J=6.5 Hz, Hzy), 1.01 (d, 3H, J=5.5 Hz, Ha), 1.02 (s, 3H, Hig), 1.23 (s, -
(CH2)a-), 4.60'(m, 1H, Hg), 5.34 (m, 1H, He).
|

‘Z
.}
o Estg—.'\res grasos del clionasterol (Xs2SEP-B).

IR Vaiax (Sol. CHCl3) cm'’; 2928 y 2855 (-C-H), 1720 (-C=0-), 1465 (-(CHz)u"),
1379 (-CHa). |



RMN 'H (200 MHz, CDCl3) 5: 0.678 (s, 3H, Hyg), 0.813 (d, 3H, J=6.8 Hz, Hzs),
0.832 (d, 3H, J=6.8 Hz, Hzy), 0.847 (t, 3H, J=6 Hz, Hz), 0.965 (d, 3H, J=6.5 Hz, Hz1),
1.019 (s, 3H, Hig), 1.256 (s, ~(CHa)a-), 4.60 (m, 1H, Ha), 5.3 (m, 1H, He).

La hidrélisis alcalina de los ésteres de esteroles con acidos grasos derivados
del clionasterol { LXXI) produjo la mezcla de esteroles y de dcidos 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! anélisis espectrométrico (CG/EM) de estas mezclas se realizé sobre
los acetatos y los ésteres metilicos correspondientes.

lI. 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
aquellos 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 ios ésteres de
acidos de cadena par es ligeramente mayor (56.76, 64.33, 64.80 y 6293 %
respectivamente); esta diferencia se debe principalmente a que el compuesto
mayoritario en los cuatro casos es el éster metilico del acido graso A>%-
hexacosadienoico (LVI). Este acido junto con el A*®- pentacosadienoico (LIV) y A>-
heptacosadienoico {LVIll) han sido denominados &cidos demospdngicos (Carballeira y
Maldonado, 1988 y Carballeira y Reyes, 1990).

Este mismo comportamiento se cbserva 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 4cido demospdngico A**-hexacosadienoico (LVI)
con un 42.92 %.




\'
[l
\
Mayores c;_ietalles 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.
|

! . " L .
Todas las mezclas de ésteres metilicos de los acidos grasos fueron liquidos
viscosos de apariencia aceitosa a temperatura ambiente, de color ligeramente amarillo.

IR Vimax (S0l. CHCls) em’™": 3005 (=C-H), 2928 y 2856 (-C-H), 1732 (-C=0), 1626
(-C=C-), 1464 y 1439 (-CHy-), 1367 (-CHy).

RMN "H (200 MHz, CDCl3) 8: 0.85, (t, J = 7.0 Hz, CHg-), 1.25 (s, -(CHa)), 2.3 (1,
J = 7.4 Hz, -CH»-CH,-C=0), 3.64 (s, 3H, -O-CHa), 5.30 (m, -CH=CH).

CG/EM, 70 eV, m/z: saturados 74 [-CH,-COOMe + H]’ (100), 87 [-CHz-CH;-
COOMe]", 143 [87 + CHg", 199 [143 + C.Hg", [MI', (M-Me (M-15)]" (muy débil o no
aparece), [M-CH3-O (M-31)]", [M-CaH; (M-43)]", [M-C3H,-CsHs (M-43-56)]"; insaturados
m/z 41, 55, 69...CoHon.y miz 43, 57,71...CiHzn.1; m/z 39...CoHzns (muy débil); doble
insaturados A>® ‘, m/z 81 (100 %).

i

IV. ACIDOS GRASOS.

De Iosl“ dos lotes recolectados de X. subtriangularis se obtuvieron acidos
grasos, tanto de los extractos obtenidos de la esponja procesada humeda 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 résunados del analisis por CG/EM de los &cidos grasos metilados
permitieron la, identificacion de los &cidos 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 ia procedencia de
éstos.

i

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, se 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 demospongico C-26 (LVI) (27.35, 41.68 y 50.57 %
respectivamente).
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Tabla 11. ACIDOS GRASOS Y ESTERES METILICOS OBTENIDOS DE LA ESPONJA MARINA
Xestospongia subtriangularis (ANALIZADOS COMO ESTERES METILICOS POR CG/EM).

TR= 17empo de retencion
A= Porcentaje en la fraccion analizada

? Porcentaje no determinado

FORMULA | NOMBRE DEL T
No. de CONDEN- ACIDO XsN-B XsFEP-A | XSFEP-G | Xs2FEP-D | XsAMet-B | Xs2FEP- Xs2SEP-
Carbonos SADA LINEAL FMetA FMetC
TR=6.23 | TR=6.24 T
= =7
Tetradecanoico A=0.52 A= TR=6.20 TR=4.51 TR=7.05 | --— | = ===
{miristico) TR,=6.94 TR,=6.95 A=159 A=? A=1.01
Aq=1.46 A=0.96
TR=8.21 TR=8.26 | TR=7.26 | TRA=5.43 TR=15.40 I
= - = - =7
Pentadecancico A=8.18 A=5.16 A=7.23 A=8.55 TR=831 | -
TR,=844 | TR=8.46 | TR,=7.40 | TRi=5.88 | A=7.43 TR,=16.01
A=7.50 A=3.55 A,=3.19 A.=1.38 A=
A-hexadecenoico” | TR=11.17 | TR=11.17 | TR=9.34 | TR=6.94 | TR=11.21 TR=16.92
A=8.58 A=8.24 A=10.89 A=3.55 A=472 | - A=?
TR=7.91 ‘I
A=0.46
H ' TR.=10.57 R=10.68 | TR=8.00 | TR=16.60
C-16 CeH0 exadecanoico TR=10.62 A=1.41 TR=8.98 TR=6.61 | TR=10.68 =8. =16.
161 1322 {palmitico) A=2.15 A=1.30 A=1.02 A=1.40 A=6.01 A=0.55
TR=11.44 TR}:‘_‘,"“ TR=9.64 | TRi=7.10 | TRi=115 TR.=17.00
A;=9.89 2= A;=8.91 A,=2337 | A=12.85 A,=3.10
TR3=11.44
A3=6.95
C-17 | CyHa,0; | A" -heptadecenoico* TR=13.61
..... A=?
T M - -
* Posicion probable del doble enlace
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FORMULA NOMBRE DEL
No. de CONDEN- ACIDO XsN-B XsFEP-A | XsFEP-G | Xs2FEP-D | XsAMet-B | Xs2FEP- Xs2SEP-
Carbonos SADA LINEAL FMetA FMetC |
B Il B TR=17.96
e HE i [ R I RPN S A=0.92
0147 | Copuo, | Heptadecandico | TR=1247 A=183 | tpo1041 | TR=7.68 | | T TR1899-
B 17773402 A=2.26 TRy=13.11 A=3.75 A=" = Il
Ay=? : TR;=18.71
Ag=?
C-18 CigH140> A"-octadecenoico* TR=15.81 | TR=12.92 | TR=9.43
..... A=1.78 A=1.60 A=0.65
C-18 C1sHasO: Octadecanoico TR=16.20 TR=9.56 | TR=16.44 | TR=10.73 | TR=19.65
{estedrico) A=280 | e | A=0.57 A=275 =2.82 A=0.97
C-19 CigHasQ2 | A '-nonadecenocico’ | TR=18.82 | TR=18.19 | TR=14.84 | TR=10.63 TR=18.71 | TR=11.94 { TR=20.69
A=? A=0.52 A=217 A=2.02 A=0.98 A=1.94 A=1.04
TR=20.09
C-19 | CuHuO Nonadecanoico | TR=17.26 | TR=16.90 | TR=13.94 | TR=100 | TR=17.47 | TR=11.21 | A=0#
. 197738tz A=1.39 A=1.68 A=3.55 A=0.93 A=1.52 A=3.96 | TR=20.37
A=?
TR=19.14 ||
A=?
TR=12.67
020 | CuHaO Eicosanoico |~ | e | e | e TR=2005 | A=140 | TH=2190
- 20114002 (araquidico) : A=0.45 | TR;=13.11 =
. A=0.78 TR;=21.68
Ag=?
B TR= ._:“J.:Uo de retencion * Posicion probable del doble enlace — - — T —
A= Porcentaja en la fraccion analizada ? Porcentaje no determinado
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CONTINUACION

RMULA | NOMBRE DEL 1 T
No. de CONDEN- ACIDO XsN-B XsFEP-A | XSFEP-G | Xs2FEP-D | XsAMet-B | Xs2FEP- Xs2SEP-
Carbonos SADA LINEAL FMetA J_ FMetC
C-21 Co1Hi00O2 A's-heneicosenoico‘ ----- TR=21.68 ees - — g T TR=22.69
A=0.57 A=?
TR=13.61 | TR=22.01 1'
TR=20.85 TR=12.15 | TR=21.13 | A=192 A=0.66
= —7 = = = .
C-21 CoiHaO Heneicosanoico TR=21.37 A=1.23 | A=" A=0.73 sz_:):;_"/? T21=g2433
217 la22 A=138 TR1=21.36 TR=125 | TRy=21.6 = = |
Aq=0.44 A=? A=0.81 | TR:=13.91 | TR.=22.35
Az=2.61 A=1.57 ‘
TR=23.21 1
A=?
Docosanoico TR1=23.33
55 | cH.O. | Docosancico G e f T T - |l - | 77 =7
022 022H4402 (behéniCO) A1 '
TR.=23.54
Ap="?
C-23 CosHesOs | A -tricosencico® TR=16.19 | TR=23.42
--------------- A=2.31 A=?
TR=23.85
=7
TR=15.85 =
c.23 CoHaO Tricosanoico | - | - | e | e —— A=1.18 T?:Z)i.?
i 23T 14682 TR,=15.97 =0
As=1.01 TR.=24.13
A;=0.45
L = — — — — — — ——

TR= Tiempo de retencion

A= Porcentaje en la fraccion analizada

* Posicion probable del doble eniace
? Porcentaje no determinado
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—
p

|

|

FBHMULA NOMBHE DEL
No. de CONDEN- ACIDO XsN-B XsFEP-A XsFEP'-G | Xs2FEP-D | XsAMet-B | Xs2FEP- Xs2SEP-
Carbonos SADA LINEAL FMetA FMetC
"C24 | CaHwpO| -— - 8" — L _ | __ _ | TR=2642
Tetracosatriencico” | - | - A=152 ~ |~ "= = coo| o e
C-24 C.HaO» | A™-tetracosencico* | TR=25.17 | TR=24.59 TR=15.47 | TR=24.73 | TR=17.17
A=2.14 A=214 | = - A=1.92 A=3.06 A=576 | = -----
TR=24.38
Tetracosanoico A=?
-24 CasHagO . L I e i e I A
C 247 1482 {lignocérico) TR=24.95
Aq=7?
C-25 CasHas02 NS TR=25.84 | TR=25.25 TR=25.41 [ TR=17.99 | TR=25.80
pentacosadiengico A=2.22 A=299 |  --- ———-- A=1.41 A=1.12 A=3.21
TR=25.62
C-25 CocHiO A"-pentacosencico* | -~ | - | - - | - A=0.83
- 2548\ 2 TR,=25.96
A=0.70
TR=17.62 TR=25.48
C25 | CoHeeO, | Pemacosanoico | TR=2553 | TR=24.96 | - TR=15.85 | TR=25.09 | A=84? A=4.88
A=1.73 A=1.58 A=0.95 A=1.97 TR:=18.24 | TR.=26.04
A=1.09 A=0.68
C-26 CasHas02 AT TR=25.74
hexacosatrienoico | -} - A=171 | - | e e

TR= Tiempo de retencion

A= Porcentaje en la fraccion analizada

* Posicicn probable det doble enlace

? Porcentaje no determinado
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——

m FORMULA | NOMBREDEL | 1 —
No. de CONDEN- ACIDO XsN-8 XsFEP-A XsFEP-G | Xs2FEP-D | XsAMet-B | Xs2FEP- Xs2SEP-
Carbonos SADA LINEAL FMetA FMetC
TR=26.16
=7
C-26 | CuHusOn A% TR=26.61 | TR=26.17 | TR=26.06 | TR=17.08 | TR=26.16 | TR=18.95 A=?
hexacosadienoico A=36.79 A=34.82 A=37.28 A=26.80 A=27.35 A=23.20 TR=26.69
A,=50.57
C-26 CasHs002 A-hexacosenaico* TR=17.22 TR=19.13
--------------- A=4.76 A=18.48
C-26 CoHs205 Hexacosanoico TR-26.32
(ceréticoy | - | I e N e A=0.81
TR=26.38 | TR=26.78 | TH=}7.36
C-27 | CaHsO2 N TRe27s2 | 70 A=462 | A=336 | . TR=19.97 | -
Heptacosadienoico A=12.31 TR:=26.84 | TR,=28.07 | TR,=17.9 A=6.54
A=10.66 A=10.69 A=12.99
C-27 C7Hs:0» | A'-Heptacosenoico TR=18.16 TR=20.25
--------------- A=2.81 A=5.11
Cc-27 Co7Hs405 Heptacosanoico TR=17.56 TR=19.57
— e A=093 | - A=254 | -
C-28 C2sHs602 Octacosanoico TR=17.67
{(montan6icoy | - | - | A=0298 | - | -

TR= Tiempo de ratencion

A="Porcentaje en la fraccion anafizada

* Posicion probable del doble enlace

? Porcentaje no determinado
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Todas las mezclas de acidos grasos fueron liquidos viscosos a temperatura
ambiente, de apariencia aceitosa y de color ligeramente amaritlo.

IR Vmax (S0l. CHCl;) cm™: 3350 (-OH), 3006 (=C-H), 2929 y 2852 (-C-H), 1709
(-C=0), 1610(0 C-), 1469.6 y 1410.5(-CHy"), 1364 cm™* (-CH).

RMN 'H (200 MHz, CDCH) 5: 0.88 (t, J = 7.0 Hz, CHy-), 1.25 (s, -(CHa)r), 2.3 (.
J=75Hz, -CHch -C=0), 5.35 (m, -CH=CH-).

|

Ei 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
fraccion 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
'_i MARINA Xestospongia subtriangularis

i HOOC Y
W\/\/\{\/\]/

[
10 8 B
XXV, Acido isohexadecanoico

’ I‘
XXVI. Acido q.—hexadecanoico

| |‘ HOOC 4 8 12
HOOC
i 13
‘ 10
XXVII. Acido an&eisohexadecanoico XXIX. Acido 4,8,12-trimetil-tridecanoico
HOOC\/\/\/\/\/\/\\/’\\ HOOC _~ oSS~
11 1o
XXX. Acido A '-hexadecenoico® XXXI. Acido n-heptadecanoico

i‘ HOOC 14
|| HOOC | ) | W\/\/\m/\/\]/\

XXXIl. Acido isoheptadecanoico XXXIII. Acido anteisoheptadecanoico
I 1" ’
HOOCVWVWW 7} HOOC WW/\/\ 18
XXXIV. Acido A''-heptadecenoico” XXXV. Acido A" -octadecenoico®
HWCWW\/W | HOOC
I H 0 2
XXXVI. Acido A''-nonadecenoico* XXXVII. Acido n-eicosanoico
L Ji o __

* Posicion probable del dc:bleI enlace
".
|
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CONTINUACION

XXXVIII. Acido isoeicosancico

XXXtX. Acido anteisoeicosanoico

i

HOOC \/\/\/\/\N\/m\/\/\ HOOC\/\N\/\/\/\/\/W
- 2% 10 “

XL. Acido A'®-eicosenoico*

¥LI.Acido n-heneicosanoico

HOOC \/\/\/\/\/\/\/\/\)\
10

0

XLII. Acido isoheneicosanoico

HOOC L) l

XLI. Acido anteisoheneicosanoico

1

HOOC \/\/\/\\/\N\/‘s\/\/\/z
=

XLIV. Acido A'*-heneicosenoico®

HOOC o ™ ™S S ™S ™SS
3 22

XLV. Acido n-docosanoico

HOOCWW\AW
20

10

XLVI. Acido isodocosanoico

HOOC A S S S S SN
w0 20

XLVIII. Acido n-ricosanoico

XLIX. Acido isotricosancico

HOGC 20
\/\/\/\/\m/\/\/\/\/\[/\

L. Acido anteisotricosanoico

N R R N N N s P W P
10 ‘5

LI. Acido A'°-tricosenoico*

10

HOOC A ™ e e R ™ Il
24

LII. Acido A'-tetracosenoico*

* Posicion probable del doble enlace

EEEANVS Y Ve e e VU Ve Ue Ve Vo Ve
o 15

LWI. Acido A'*-pentacosenoico*

|
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HOOCS R S S S S S NS S E
) 5 8

20

LIV. Acido A>°-pentacosadiencico

I
' 10 15 26

LV. Acido A'*-hexacosenoico*

HOOCMWV\/\/\/\/\/\/\
f 5 9 pvt 28

| . .
‘ LVI. Acido A>®-hexacosadienoico

HOOCW\W\AM/ &
‘ 10 15 20

| LVil. Acido A'S-heptacosenoico”

HOOCN R X S S S S S Y
b s 8 %0

: LVIII. Acido A>°-heptacosadienoico

* Posicion probable de! doble:enlace

V. ESTEROLES.

Del e%<tracto metandlico de la esponja de la primera recolecta procesada
humeda (fraccion XsFEP’-J), asi como, de la esponja procesada tanto humeda 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 espectroscopicamente como el
7-oxoclionasterol (LXXV) y una mezcla de 7a- y 7B-hidroxiclionasterol (LXXVIIE y LXXX)

que no pudieron ser separados (Tabla 14).

Eil trafamiento del clionasterol (LXXI) obtenido, con anhidrido acetico 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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Tabla 13. RESULTADOS DE LOS ANALISIS POR CG/EM DE LAS MEZCLAS DE ESTEROLES OBTENIDAS DE
LA ESPONJA MARINA Xestospongia subtriangularis.

COMPUESTO IDENTIFICADO | P.M. F.M. [M-AcOH]" | XsN-EAcA | XsFEP-IGAc | XsSEP-FEcAc
TR [A%] TR A% | TR | A%
Estigmasta-2,5-dieno 396 | CogHeg | - [ 1471 | 032 | 1944 | 082 | —ooee | ——-
Ergosta-3,5,22-trieno 380 CogHag | === | -=eem | -oen 19.63 | 0.36
Ergosta-3,5-dieno 382 CogHas | -——== | ==en | -oemn 20.00 | 0.36 | 21.45 | 0.91
Estigmasta-3,5,22-trieno 394 CogHag | -==- | =eee | -em- 20.16 | 092 | 19.75 | 4.13
Estigmasta-3,5-dieno 396 CaoHss - 1594 [ 270 | 2052 | 112 | —eee | -om-
Desmosterol (LXI} 384 | C»HLO 366 17.65 | 0.83 | 22.00 | 0.72 | 21.33 | 1.06
Colesterol (LIX) 386 | CxHyO 368 18.07 | 091 [ 2232 [ 1.08 | 21.61 | 2.19
Brassicasterol y/o 398 | CzHuO 380 18.61 | 3.15 [ 22.72 | 5.62 | 22.01 | 2.98
Crinosterol (LXV) .
Mezcla del estigmasta-
3,5,22-trieno y 396 o = A [ L 2252 | 2.36
Ergosta-3,5,22-trieno 380 CxpHys | -
Dihidrobrassicasterol y/o
Campesterol (LX) 400 | CxHeQ | 382 19.48 | 192 | 23421328 1 5564 | 264
Poriferasterol y/o
Estigmasterol (LXVII) 412 | CoHeO | 394 | 1988 | 172 | 2372|472 | po95 |
Petrosterol (LXXIll) 412 CosHas 34 | - | oo | oo [ - 2411 | 778
Clionasterol (LXXI) y/o
Sitosterol (LXIX) 414 | CxH50 | 396 2141 | 862 | 2487 | 697 | ... | ...
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I
De los e‘xtractos de la esponja seca (fraccion XsSEP-F) se obtuvo como
principal esterol,\el petrosterol (LXXII), asi como el 7-oxopetrosterol (LXXVII) y el 7o~y
7B-hidroxipetrosterol (LXXXII y LXXXIN1) (Tabla 14). En este caso el andlisis por CG/EM
del producto de acetilacion del petrosterol, también mostro la presencia de cantidades
minoritarias de otros esteroles posiblemente reiacionados con éste.

Las estructuras de los esteroles identificados, asi como de sus derivados
(acetatos de esteroles) se pueden observar en la tabla 14.

‘I
i
o Clionasterol (LXX1).

Cristales. blancos, Pf. 144-146°, [0] p -31.7° (Pf. registrado: 147-148° [alp
registrado: -47.7°; DNP, 1996).

IR Vmax (S0l. CHCl3) cm’': 3607 (-OH), 3000 (=C-H), 2959 y 2871 (-C-H), 1465 y
1435 (-CH,- ) 1385 (-CHa).

RMN 'H, 500 MHz y RMN '°C, 125 MHz (CDCls) (ver tablas 15 y 16).

EM-IE 70 eV, m/z (int. rel) 414 (CzH500) {M] (100), 399 [M-Me] * (32), 396 [M-
H.01" (44), 381 [M-Me-H,0] * (27), 329 [M-CgH1a] * (35), 303 [M-CgH1s} ™ (38), 273 [M-
CioH21 (M-CL)]* . (24), 255 [273-H,0 {M-CL-H;0)] (31), 231 [{M-Ci3Hz6)-H (M-Anillo D-H])
' (21), 213 [2313-HZO]+ (31).

NOTA: Las tablas 15 y 16 se encuentran al final de esta seccion. En éstas se incluyen
datos comparatnlzos que serdn discutidos en a siguiente seccion.

[
o Acetato de clionasterol (LXXII).

Cristalés blancos, Pf. 140-141° (Pf. registrado 140-141° DPN, 1996).

RMN 'H (300 MHz, CDCl,) &: 0.678 (s, 3H, Hyg), 0.812 (d, J = 7.0 Hz, 3H, Ha),
0.831 (d, J = 7.0 Hz, 3H, Hy), 0.853 (t, J = 7.5 Hz, 3H, Hz), 0.927 (d, 3H, J = 6.6 Hz,
Hz1), 1.019 (s, 3H Hyg), 2.029 (s, 3H, AcO), 2.317 (m, 2H, Hy), 4.604 (m, 1H, Hj), 5.373
(dd, J = 45Hz He).

o 7-oxaclionasterol (LXXV).

Solido, Pf. 100-105°, [a] o -46° (Registrado: Pf. 138-139°% [oJp -105.6°% Das y
Srinivas, 1995).

IR Vimax (Sol. CHCI3) cm™': 3513 (-OH), 2958 y 2873 (-C-H), 1666 (-C=0), 1466 y
1433 (-CHy-), 1385 (-CHa).

RMN ‘H, 500 MMz y RMN '°C, 125 MHz (CDCl3) (ver tablas 18 y 19).

EM-IE 70 eV, m/z (int.rel.): 428 (CooHssO2) [M}" (100), 413 [M-Me]” (6), 410 [M-
H20J" (7), 395 [M-Me-Hz0]" (12), 287 [M-CoHz: (M-CL)]" (14), 269 [M-CL-H-0]" (4), 245
[(M-C1aH26)-H (M-Anillo D-H)]" (5), 227 [245-H,0]" (4), 205 (11), 192 (24), 187 (10), 174
(5), 161 (15).1
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o Acetato del 7-oxoclionasterol (LXXVI).

RMN 'H 500 MHz y '°C 125 MHz (CDCls) (ver tablas 18 y 19).

NOTA: Lastablas 18 y 19 se encuentran al final de esta seccion. En éstas se incluyen
datos comparativos que seran discutidos en la siguiente seccion.

o 7a.y 7p-hidroxiclionasterol (LXXVIII y LXXX)

Sélido, Pt. 136-137°, [a] p -46°. (7a-hidroxiclionasterol: Pf. 225-226° y [o]p -
32.7°; 7B-hidroxiclionasterol: Pf. 157-158° y [a]o -19.5°; DNP, 1996)

IR Vmax (S0l. CHCIl3) cm™": 3608 (-OH), 3000 (=C-H), 2958 y 2872 (-C-H), 1465 y
1440 (-CH3-), 1380 (-CHj).

RMN 'H, 500 MHz y RMN °C, 125 MHz (CDCly) (ver tablas 20 y 21).

EM-IE 70 eV, m/z (int.rel.): 430 {CagHs5002) [M]" (13), 415 [M-Me]" (3), 412 [M-
H,O]" (100), 398 [M-Me-OH]" (5), 396 [M-20H]" (4), 394 [M-2H,0]" (3), 384 [M-H.O-
CoHa]™ (2), 289 [M-CioHz1 (M-CL)]" (1), 271 [M-CL-Hz0]" (2), 253 [M-CL-2H0]" (2), 229
{(M-Anillo D-H,0)-H]" (2), 211 [(M-Anillo D-2H;0)-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 (CDCl,) (ver tablas 20 y 21).

CG/EM 70 eV, m/z (int.rel.): TR = 21.51, A = 80 %, 394 [M-2AcOH]" (100), 379
[M-2AcOH-Me]* (7), 253 [M-2AcOH-CL]" (14).

NOTA: Lastablas 20y 21 se encuentran al final de esta seccion. En éstas se incluyen
datos comparativos que seran discutidos en la siguiente seccion.

o Petrosterol (LXXII1}.

Sélido cristalino, Pf. 115-117°, [a) o -27.11° (Pf. registrado 123-125° DNP, 1997;
[a]o registrado -33.4° Honda et al., 1996).

RMN 'H, 500 MHz y '°C, 125 MHz (CDCly). ( ver tabla 17).

EM-IE 70 eV, m/z (int.rel.): 412 (CasHs0O) [M]® (100), 397 [M-Me]" (17), 394 [M-
H,0]" (18), 379 [M-Me-H,0]" (10), 377 [M-CsHs-Me-H-0]" (3), 370 [M-C;He]" (8), 355 [M-
CaHe-Me]" (7), 352 [M-CiHg-H,0]" (5), 327 [M-CeH1-2H (M-85)]" (13), 314 [M-C;H14]"
(21), 301 [M-CgHys (M-111)]" (19), 300 [M-CsHs]" (14), 273 [M-CyoHss (M-CLY]" (27), 271
[M-CL-2HJ" (65), 255 [M-CL-H,0]" (16), 253 {M-CL -2H-H,0]" (15), 231 [(M-C13Hzs)-H
(M-Anillo D-H)I" (13), 213 [231-H;0]" (17).

NOTA: Latabla 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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‘I
|\
o Acetatol‘;de Petrosterol (LXXIV).

Sdlido cristalino,“Pf. 109-110°, [o] p -40.38° (Registrado: Pf. 112-114° y {o]p -41.5° Sica
y Zollo, 1978). '

|£
o 7-oxopetrosterol (LXXVIL).

Sélido, Pf 116 - 117°, [a]o-'/? -56°

IR Vmax (Sol CHCly) cm™: 3609 (-OH), 2950 (=C-H), 2920 y 2856 (-C-H), 1666 (-
C=0), 1462 y 1430 (-CHz-), 1379 (-CHj3).

RMN 'H,'500 MHz y RMN °C, 125 MHz (CDCls) (ver tablas 18 y 19).

EM-IE 70 eV, m/z (int.rel.): 426 (CxgH4sO2) [M]" (78), 411 [M-Me]" (7), 408 [M-
H.01" (5), 393 [M-Me-H,OJ" (10), 384 [M-C3iHg]" (30), 369 [M-CsHs-Me]™ (10), 351 (M-
CaHs-Me-H20]" (2), 341 [M-CeHy1-2H (M-85)]" (6), 328 [M-C7H14]" (30), 315 [M-CgHys (M-
111)]" (24), 314,[M- CsHis]" (26), 287 [M-CoM1e (M-CL)" (32), 285 [M-CL-2H]" (100), 269
[M-CL-H,0J" (7) 267 [M-CL-H;O-2H]" (4), 245 [M-Anillo D-H]+ (11), 227 [(M-Aniilo D-
H,0)-H]" (6), 20_5 (25), 192 (26), 187 (14), 174 (6), 161 (18).

EM-FAB' alta resolucion (Xe, 6kV): CagHssO, estimado 427.3576, observado
427 .3569. I

‘.

NOTA: Las tablas 18 y 19 se encuentran al final de esta seccion. £n éstas se incluyen

datos comparativos que seran discutidos en la siguiente seccion.

I
li
e7ay Tﬁ—hidroxipetrosterol (LXXXIEy LXXXH).

Solldo Pf 122-124° {a) p -7.54°.

RMN 'H 500 MHz y 3G 125 MHz (CDCla) (ver tablas 20 y 21).

EM-IE 70 eV, m/z (int.rel.): 428 (CaHasO2) [M]" (14), 413 [M-Me]® (10), 410 [M-
H.O]" (100), 396 [M-Me-HO]" (8), 395 [M-HO-Me]" (5), 392 [M-2H,O]" (4), 386 [M-
CaHs]" (1), 371 [M-CaHg-Me]* (2), 353 [M-CaHs-Me-H,0]" (1), 330 [M-C;H.4)" (2), 316 [M-
CasHigl" (1), 289 [M-CioHig (M-CL)]® (2), 287 [M-CL-2H]" (7), 271 [M-CL-H;O]" (4), 269
[M-CL-2H-H,0]" (5), 253 [M-CL-2H;07" (4), 251 [M-CL.-2H-2H,0]" (2), 247 [(M-Anillo D)-
HJ* (4), 229 [(M-Anillo D-H0)-HJ" (5), 211 [(M-Anillo D-2H,0)-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.

|
-
|I
||
|

25

3 5\
RO RO
| R=H, LIX. Colesterol. R=H, LX!. Desmosterol.
R=Ac, LX. Acetato de colesterol. R = Ac, LXI. Acetato de desmosterol. "

™
“ RO RO

R=H, LXIll. 24a-metil-colesterol (dihidrobra- | R=H, LXV. 240-metil-22-en-colesterol {brassi-
ssicasterol) y 24p-metil-colesterol {campesterol). casterol) y 24p-metil-22-en-colesterol (crinosterol).
R = Ac, LXIV. Acetato de dihidrobrassicasterol y | R = Ac, LXVI. Acetato de brassicasterol y acetato de

acetato de campesterol. crinosterol.

RO

R=H, LXVil. 24o-etil-22-en-colesterol (pori- RO
ferasterol) y 24p-etil-22-en-colesterol (estigmas- )
terol). R=H, LXIX.p-sitosterol.

R=Ac, LXVI. Acetato de poriferasterol y R=Ac, LXX. Acetato del f-sitosterol.
acetato de estigmasterol.
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CONTINUACION

R=H,  LXXI. Clionasterol R=H,  LXXII. Petrosterol
R = Ac, LXXIl. Acetato de clionasterol R=Ac, LXXIV. Acetato de petrosterol
' 28
27
29
. RO 0
R=H, LXXV.7-oxoclionasterol
R = Ac, LXXVL Aceta&o del 7-oxoclionasterol R=H, LXXVI. 7-oxopetrosterol
|I / /
w' :
RO - "oR RO OR
R=H, LXXVII. 7a-hidroxiclionasterol R=H, LXXX. 7B-hidroxiclionasterol

R = Ac, LXXIX. Acetato del 7a-hidroxiclionasterol

R = Ac, LXXXI. Acetato del 7B-hidroxiclionasterol

28

RO
R=H,

OR
LXXXI. 7B-hidroxipetrosterol
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Tabla 15. DATOS COMPARATIVOS ESPECTROSCOPICOS DE RMN 'H
DEL CLIONASTEROL (LXXI) y B-SITOSTEROL (LXIX).

— —

Bohlin et al. | Rao y Puilaiah Matsumoto et T Sica et al. Fujimoto et | Horibe et al. Rubistein et Raoy
Este trabajo 1981 1982 al.1983 1984 al. 1984 1989 Este trabajo al. 1976, Pullaiah
H | Clionasterol | Clionasterol | Clionasterol | Clionasterol | Clionasterol | Clionasterol | Clionasterol || Acetato de Acetato 1982. Acetato
(LXX1) (zooxantela) | (alga verde) (semillas) | (alga verde} | (sintesis) (sintesis) || Clionasterol Clionasterol | Clionasterol
o _ _ JL_xxiy _(alga marina) alga verde
1 107y 1.84 | - | - — A I e A - g
2 1.48y182 | e e — O J— P | I
3 3.52 tt(11,5) e 3.528m e | e 353m 3526 m 4.604 m [ —_—
222 ddc (13,11.2) ¥
4 2.28 ddd (13,52} S e T J— J— I; 2317 J— J—
5 — | e p— 1 — N | — —
& 5.35ddd (522) 5.374 d (4.9) P 5.36m 5354a(55) || 5373d(5) | = - —
7 1.50 y 1.97 dddd . —- o | - p— —_
8 1.50 J— — — p— — —
9 0.93 | . | — P —
10 - — — - — 1 [ e
11 1.50y1.00 ] aeeee - e e emmeees e | I R R
12 1.145y200 | - - — e PR | IR, e
13 Lt | e} e e W e | e .
14 1.00 — o | p— p——
15 1.05y 1.56 R PRI — R P | — p—
16 126y 1.83 IR S B J— — EE | —— E———
17 1.51 — 1 — — I — —_ pU—
18 0.68 0.677 s 0.683 5 0.685 0.68s 0.68 s 0.68 5 0.678 5 0.673s 0.677 5
19 1.01 1.008 s 1.012s 1.009s 1.01s 1.009s 1.010% 1.019s 1.013s 1.008s
20 1.3s — | - — 1 | —
21 0.93 d (6.5) 0.924 d (6.5) 0.928 d (6.4} 0.925d {6.4) 0.927 d (6.5) 0.9264d(65) | 0.926d (6.5) 0.926 d (7) 0.920 d (6.5) 924 d (6.5)
22 098 y1.35 | -eeeee — J— — IR | E—— —
23 102y 1.32 P [p— o | - 1 - | —
24 092 | e — | | = | - W |
25 1.68m R — | - | e p— | —
26 0.814 (7) 0.809 d (7) 0.814d(6.7) 0.813 d (6.8) 0.813d (6.8) 0.812d (7) 0.812 d (7) 1 0.811d{7) 0.805 d (6.8) 0.809 d (7)
27 0.83d (7) 0.820d (7.1) 0.83d(6.7) 0.833 d (6.9} 0.832 d (6.8) 0.832 d ) 0.831 d (7) 0.832d (7) 0.825 d (6.8) 0.829 d (7.1)
28 1.12 y1.32 — | -1 - I —
29 0.85 1 (7.5) 0.853 1 (7.3) 0.853 1 (7.6) 0.854 1 (7.4) 0.855 t (7.4) 0.8551 (7.4) 0.8551(7.5 0.85t (7.5) 0.845 1 (7.2)" 0.8531 (7.3
Ac. _ _ 2029s | - 2.027
*Asignacion eménea. -
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CONTINUACION

—

r'—* Rubistein et al. | Matsumoto et] Sica et al. Horibe ef al. Aliotta et al. Greca et al. Rubistein et al. 1976
Este trabajo 1976, al1983 1984 1989 1990 1990 Acetato
—_ || H L Clionasterol | p-Sitosterol p-Sitosterol | B-Sitosterol | B-Sitosterol B-Sitosterol B-Sitosterot B-Sitosterol
__(LXXD) alga marina) | “(semillas) ~| (alga verde) {- (sintesis) |{planta acuatica) (planta acuatica) (alga marina
T vory6s — T p— S I —
2 148y 1.82 | | s | e 1 | =
3 352 w115 | - | e | e 3.526 m 3521 m asem | e
2.22 ddc (13,11.2)
|| 4 | y228ddd(1352) B o I R S e R
5 | - IR SR I E e R O
[s 535 | e T I 5353 d (5.5) 5.353 m B35m | e
7 E A N = =
B 15 1 -1 = | — | |
9 Y T T T O (e —
wil . - | - = e e S —
11 T = N N = D= A A
12 1a5y200 | e e b ) e N e ) e
TR T = e D
Ilm 100 | = | - RS B e
15 105y 166 | - A I e R pe—
16 I = I R D I A
17 1.51 PRV B Ea——— I ——— S D P
18 0.68 068s 0.68 5 0.68 5 0.681s 0.689 s 0.69s 0.676 s
19 1.01 1.007 s 1.009 s 1.009 s 1.008 5 1.009 s 1.01s 1.017 5
20 13s | 000 e e wwee ] e —— e e
21 093 d 0.9194 {6.5) 0.921d (6.6) 0.912 d (6.8) 0.922 d (6.5) 0.921 d (6.4) 0.92d 0.918 d (6.5)
22 0.98 y 1.35 — | = | e e B
23 102y132 | - e et T— ]
24 092 | = | = 1 o | = e e
25 T S T = T = N E—
26 081d 0.813d (6.8) 0.813d (7.3) 0.814 d (6.8) 0.8140 (7) 0.83d 0.809 d {6)
27 0.83d 0.833d (6.8) 0.835 d (6.8) 0.835 d (6.7} 0.836 d (7) 0.832d (6.8) 081d 0.831d (6.1)
28 112 y132 | - P M I T weeme
29 085t 0.8421 (7.2) 0.8441(7.6) 0.846 1 (7.2) 0.8461(7.5) 0.848 1 (7.8) _ 0.851 0.8411(7.2)
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Tabla 16. DATOS COMPARATIVOS ESPECTROSCOPICOS
DE RMN "*C DEL CLIONASTEROL (LXX!) y B8-SITOSTEROL (LXIX).

Wright et al. Rao y Pullaiah, Valls et al.
C | Este trabajo 1978 1982 Horibe et al. 1989 1994 I
Clionasterot | Clionasterol Clionasterol Clionasterol Clionasterol I
(LXX]) (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 | 4224 42.25 42.26 4232 | - i
5 140.76 140.76 140.77 140.76 140.48
6 121.67 121.59 121.61 121.71 121.73
it 7 31.86 31.92 31.94 31.92 31.94
8 31.86 31.92 31.94 3192 | -
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 2111 ||
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 1
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
18 19.35 19.40 19.42 19.40 19.41
il 20 36.23 36.29 36.28 36.27 36.30
21 ] 1879 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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CONTINUACION

Holiand et Chaurasia y | Fukuyama Greca et al. Guerrero |
] . _ _|Wright etal i Holland et al. 1978 Seo ef al. | Wichtt, 1987 | et al. 1986 | Horibe et al. 1990 Valls et al. 1997
Este trabajo 1978 al’1978 ~ | Acetatode| 1986 P- {-B-Sitosterol 4 B-Silosteral | _ 1988 | B-Sitosterol 1994 B-Sitosterol
Clionasterol | B-Sitosterol | B-Sitosterol | B-Sitosterol | Sitosterot (planta (planta B-Sitosterol {planta | B-Sitosterol | - (planta-—
&_)_(Xl) _(soya) {sintesis) sintesis) (sintesis) terrestre) terrestre) (sintesis) | acudtica) [ (alga verde) terrestreé
1 37 .02 37.31 37.3 37.1 37.3 37.24 1 37.25 3727 | 37.33 3729 37.27
2 31.59 31.57 31.8 27.8 31.69 31.61 ¢ 31.62 31.64 31.63 31.67 31.69
3 71.73 71.69 71.9 74,1 71.78 71.78d 71.16 7177 71.73 71.80 71.83 i
4 4224 42 25 42.4 38.2 42.25 42.28 1 42.32 42.29 4220 | 42.34
5 140.76 3140.76 140.9 139.8 141.77 140.71s 140.74 140.76 140.71 140.78 140.82
5 121.67 121.59 121.8 1227 121.66 121.68 d 121.70 121.69 121.63 121.73 121.73
7 31.86 31.92 32.0 32.0 31.94 31.891 31.62 31.92 31.96 31.94 31,92
B 31.66 31.92 32.0 32.0 31.94 31.89d 31.89 31.92 3181 | 31.92
9 50.10 50,17 50.3 50.2 50.19 50.11d 50.12 50.15 51.13 50.17 50.17
10 36.45 36,51 36.6 36.6 36.52 36.48 5 36.49 36.51 36.43 36.53 36.52 “
11 21.04 21.11 211 21.0 21.11 21.07 1 21.07 21.10 21.09 21.11 21.08
12 39.73 39.81 399 39.8 39.82 39.77 1 39.76 39.80 39.79 39.81 39.80
13 42.24 42.33 42.4 42.3 42.28 4228 5 42.32 42.33 42.37 42.32 42.34
14 56.72 56.79 56.8 56.7 56.81 56.75 d 56.76 56.78 56.75 56.70 56.79
15 24.27 24.32 243 24.3 24.32 24.281 24.29 2431 2415 24.33 24.30 i
16 28.19 28.26 28.2 28.3 28.25 28.24 { 28.28 28.25 28.25 28.27 28.22
17 56.00 56.11 56.2 56.1 56.12 5404 d 56.05 56.08 54.02 56.08 56.09
18 11.80 11.87 11.9 1.9 11.87 11.85 ¢ 11.56 11.86 11.84 11.88 11.84
19 19.35 19.40 19.4 19.3 19.40 19.40 ¢ 19.30 19.39 19.46 19.41 19.38
20 36.23 36.17 36.2 36.2 36.17 36.12d 36.14 36.16 36.07 36.18 36.15
21 18.79 18.82 19.1 19.1 18.81 19.02 ¢ 18,77 18.80 18.68 18.81 18.76
22 33.87 33.95 340 34.0 34.00 3392t 33.92 33.96 33.95 33.98 33.97 "
23 26.34 26.13 26.2 26.2 26.19 26.06d 26.23 26.11 26.10 26.12 2615
24 46.01 4585 50.3 50.0 45.89 45.80 d 45.61 45.85 45.82 4587 45.88
25 28.90 29.18 29.3 293 20.24 29.131 29.14 29.18 29.15 29.18 -29.20
26 18.94 19.84" 188 18.8 19.08 18.77 ¢ 19.03 19.05 19.77° 19.84 19.03
27 19.55 19.07 19.8 19.8 19.81 19.80 ¢ 19.70 19.82 19.21° 19.06° 19.78
28 22.97 23.09 23.1 23.1 23.12 22,04 1 23.06 23.08 23.13 23.10 23.09
29 12.27 12.32 L 11.9 12.01 11.97 ¢ 11.66 1199 11.04_ 12.00 11.96 ||

"~ ~Puede estar inv';a?ida la asignacién.
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__Tabla 7. DATOS COMPARATIVOS ESPECTROSCOPICOS DE RMN 'H_Y DE RMN C DEL PETROST

EROL (LXXIII).

Ravi efal. | Sica y ZoIIoTCarbaIIewa_r Sicay y Zollo, Proudfoot y Sicay Zollo,
1978 1978 y Reyes, |Honda efal.[ 1978 Acetato Djerassi, 1984} . Este 1978 Acetato
H Este trabajo Petrosterol | Petrosterol 1990 1986 Petrosterol Acetato de trabajo Petrosterol
Petrosterol (esponja (esponja Petrostero!l | Petrostero! {esponja Petrosterol Petrosterol | (esponja marina)
(LXXH1 marina) matina) {esponja (sintesis) marina) (sintesis) (LXXIil)
— —— m‘?ﬂ} 3) — — — — L_ — %I
1 1.08y 1.84 — e e D — 3 727 |
2 150y182 | ------- pmmamer } amemess O e s 2 102 | e
3 3se(s | - 354m | e 3.44-361m 4,60 m 46m 3 7181 | e
2.23 odc (13,11,2)
4 | y2.30ddd (135.2) N O R SR IR Sp—— 4 42.32 Il
5 e R e 5 140.82 139.5
6 535dt({552) | - 5.37d 5.36 5.31-538m 5.38d 54d J 6 121.72 1226
7 148y1.97 | eeeme ] ememee | ereee- JN P S 7 3192 |00 eeeees
8 150 | e ] e e 8 31.92 _<||
9 g2 | 0 e ] emeeee ] e N T [ s ) 50.18 J——
LU o e moreeae e | e 10 36.51 36.5
11 1.50 (2H) — [— [ I (e 1 2108 | 00 e
1.16y2.02dt |
12 (12535) | eemeee b e | eemeee N [ 12 982 | 000 e
13 | e | e L e e e T 13 42.32 423
14 110 | | e j' 4 56.81 |  eee-
15 T P N = p—— 15 24.29 I
16 1.26y 1.84 e P e S 16 28.22
17 1.00 g I B v [— 17 56,98 | -eeeee-
18 0.6835 0.683 s 0.68 0.68 0.684 5 0.69 06785 18 1185 | e
19 1.0105 1.010s 1.02 1.03 1.010s 1.02 1.016s 19 19.38 4'
20 1386 2 0] -] eeeeesf ewemee- [ 20 593 | 000 e -
21 0.921d (6.5} 0.92 d {6.5) 0.89 d (7.5) 0.92 d (6.5) 1,005 d (6.65) 21 1871 | e
22 1.00y146 | - I T e 22 3351 | 0 weee--
23 1.26y 1.32 — 0.04"" 0.06™ e e 23 3393 | 0 e 4‘
24 0.60 0.55° .20 0.16*" 054m* | 00 - ameenn 24 ®_I0 | -
25 0.13 0.65" e 0.65m* 0.54"* — 25 2739 | e
26 0.45 0.4y05m 0.92d (7.5)" 0.92" 0.35 y0.50 m 003 | e 26 1273 | e
27 0.08y0.15 0.05y0.18m | 0.92d (7.5 092 0.02y0.20m 0.25*" 27 1157 | ooeees 4“
28 0.889d (7.0) 0.891d(65) | 040yos52” | - 0.89 d (6.5) 0.36"" 0.918d (6.56)" || 28 19.81
29 1.01d {5.5) 1.004 d (6) 1.01 d (6) 1.01 101d(6) | - 0.888d (6.7)"° {{ 29 1911 | -
Ac. | _ _ _ _ 1 2.01 2.032 s || 170

* Es la suma de C-24 y C-25 como una sefal multiple.

** Asignacion y estructura emonea.

***Daltos reasignados.




Tabla 18. DATOS COMPARATIVOS ESPECTROSCOPICOS DE RMN 'H DEL 7-OXOCLIONASTEROL (LXXV),
7-OXOSITOSTEROL Y 7-OXOPETROSTEROL (LXXVII).

Das y Srini- | Notaro et.al. | De Riccardis, Dasy Greca et.al. | Notaro et.al. Guerriero
Este frabajo | vas, 1992 1992 1993 7-oxo- | Este rabajo { Sriniva 1992){1990 7-oxo-| 1992 7-oxo- | etal. 1993 || Este trabajo
7-0%0- 7-0%0- 7-oxoclionas- | clionasterol ]| Acetato de | Acetato de sitosterol sitosterol 7-oxositos- 7-0X0-
clionasterol | clionasterol -} terol (esponja {esponja. _Ji _7-0x0- _ | 7-ox0- (planta (esponja tero! (esponjal| petrosterol
(LXXV) | (alga roja) marina) marina) clionasterol | clionasterol ||” acuéticd) 1 ~“marina)- - + —marina) - || (LXXvi) W, _
121y19d | — [ — 124y 1.94 | e i e 1.19y 1.94 H, 1.22y 1.94
162y194 | e | e 1.67my1.98 [ e 1.61y 1.92 H, 1.62y 1.92
3.67m 3.62m 367 m 3.69m 4.72 475m 3.69m 367m 3.67H 3.68
2,39y 2,50 ddd 2.39 y 2.50 ddd
239y250 | - (1475122 | 246y 2.55 e | (14.75.1,2.2) 241y250H, li 240y251
5.691d 5658 5.69 d (1.5) 570 570m | - 570d 5.69d (1.5) 5.69H 5.69 "
2.24 2240d (11,14} | - 2.225 — 2.24 dd (11,11) 224 H 2.24
I T 1.54" W e T e *1.50 1.52
- 1.56 T 156 | e | e 1.56 H, 1.58
IREE I I 113y202 | e 110y 203 H, H 1,14y 2.03
IE T T 132 1 *1.28 1.34
130y240 | - e 1.26y 2.39 — N | 1.29y 2.40 H, 1.26y 2.40
1.30y194 [ - = 1.26y 1.88 1.24 y 1.89 H, 128y 1.91
140 [ e — 1.115 1.09 H 1,10
0.682s 0.69 s 0.68 s 0.69s 0.684 s 0.68s 0.69s 0.685 0.68s5 Hy 0.69
1.197 5 1.20s 1.19s 1.21s 12155 1.20s " 1.20s 1.19s 1.20s Hy 1.20
136 | - | e ] e 1358 | e Wb e 1.35H 1.36
0.93d 0.92d (6.5) 0.93 d (6.7) 0.93d (7) 0.934d 092d(65 N 093d 0.92d (6.7) 0.93d H, 093 |
1.00y 1.36 ——— b e e 099y1.38 | . 096y136H; {| 1.04y1.19
1.02y130 | - e e 102y126 | - o 1.00y 1.22 H, 126y 1.34
092 | ] e | e 091 | - | = 0.95 H 0.6
167 | s | e e 1.68 | e 1.66 H 0.14
0.81d 0.81d(7) 0.81d (6.6) 0.81d(7) 0.828 d 0.81d (7) 062d 0.81d(6.6) 0.81dH, 0.45
0.83d 0.82d (7) 083 d (6.6) 0.84d (7) 0.84d 0.82d (7) 0.84d 0.83 d (6.6) 0.83d Hs 0.08y0.14
112y132 [ - e e 113y133 [ e 1.14y 1.29 H, 0.89
0.851 0.851(7) 0.851(7.3) 0.851(7) 2.8551 0.851(7) 0.851"" 0.84 1 (6.6} 0.851 Hy*" 1.01
_ 2,055 2.01s _ |

*Puede estar i?venida la asignacion. TGreca gl.al. 1990 y Guerriero et.af.1993$arece Clionasterol.



Tabla 19. DATOS COMPARATIVOS ESPECTROSCOPICOS DE

RMN *C DEL 7-OXOCLIONASTEROL (LXXV),
7-OX0OSITOSTEROL Y 7-OXOPETROSTEROL (LXXVil).

Este trabajo Este trabajo Greca et.al. 1990 | Guerriero et.al. 1993 Este trabajo
7-0x0- Acetato del 7- 7-oxositosterol 7-oxositosterol 7-oxopetrosterol
C 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 1t 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 4543 d 45.42 Il
9 50.00* 49.89" 50.02 49.98 d* 49.95 |
I 10 38.29 38.70 38.24 38.72 s 38.26
{ 11 21.23 21.20 21.20 21.23 ¢ 21.21
12 38.72 38.33 39.68*" 38.29t" 38.68 “
13 43.11 43.14 41.79*" 43.11 s 43.10
14 50.00* 50.00" 49.93 49.96 d* 49.95
15 26.46 26.46 26.30 26.40 ¢ 26.31
16 28.50 28.51 28.53 28.54 1 28.52
17 | 54.74 54.72 54.69 54.69 d 5481 |
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 ¢ 18.85 |
22 | 33.96 33.96 33.93 33.94 t 3350 |
23 | 26.31 26.31 26.07 26.33t 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 1 19.80
29 12.25 12.28 11.95 12.30 ¢c 19.11
Ac. 17.026

* Pueda estar invertida la asignacion.

**Datos incorrectos segun Guerriero at.af 1993
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Tabla 20. DATOS COMPARATIVOS ESPECTROSCOPICOS DE RMN 'H DEL 70— Y 7B ~HIDROXICLIONASTEROL

(LXXVIH y LXXX), 7o~ Y 7B~ HIDROXISITOSTEROL y 7a— Y 73-HIDROXIPETROSTEROL (LXXXII y LXXXIII).

Este trabajo | Das vy Srinivas || Este trabajo Das y Srinivas Chaurasia y Wichtl, | Fukuyama et al. Greca et al.
7o-hidroxi- 1992 7o- Acetato de 1892 Acetato de 1987 1988 7a- 1990 7o- Este trabajo
H | clionasterol hidroxi- 7a-hidroxi- | 7o-hidroxiclionas- || 7o-hidroxisitosterol | hidroxisitosterol | hidroxisitosterol || 7a-hidroxipetrosterol
{(LXVIH) clionasterol clionasterol | terol (alga roja) {(planta terrestre} | (planta terrestre) | (planta acuatica) {LXXXID
T 7 — | f(algarojay —f (XXX - — - . _ _{ _  _
| 1 1.12y188 | e e T 1,10y 1.85
2 IEN N Y T T T 152y 1.86
3.591t (11,4) 3591t (11.54.5)
3 3.55m 462m 4,65 m 3.539m 3.59m 359m
228ddd (13,11,2)y
4 | 2290ddy235 |}  eme b e el R R 2.55 ddd (13,5,2) i
5 am——— [E— J—— ——— cm—a- — R | I —
[ 5.60 dd (5,2) 5.60d (5) 560d 5.58d {5) 527s 5.61.dd (5.4,1.3) 5.62 d (4.8) 5.61dd (5.5,2)
7 3.88 3.85m 5.05d (4) 4.95dd (5,4.8) 3.83m 3.85m 3.86m 3.86 m
8 -~ — e T 1.46
9 123 | - S — | 1.22
T T T P T | I
T T T e I 1.50
12 - ] e P 1.15y 2.02 I
13 R - T | |
|14 1.44 — | e 1.45
sy T - T —— e 1.14y 1.70
18 — | T T | 1.30y 1.90
17 198 | Y T | e — 1.15
18 0.686 0.68 5 0.684s 0.68 s 0.674 5 0.69s 0.69s 0.69s
13 0.996 0.99 s 10125 1.00s 1.039 5 1.00s 0.99s I 1.00s
20 e [ T 1.36
21 0.937 d {7) 0.91d(6.5) 0.939 d 0.914d{6.5) 0.907 d {6.56) 0.93d (6) 0.93d 0.933 d (6.5)
2| T T _— | 1.02y 1.46
I = T T R 126y 1.34
24 092 | e e W T e 0.60
25 T T Ay e e Iy " 0.15
26 0.812d(7) 0.81d(7) 0.824 d 0.81d(7) 0.793 d (6.87) 0.81d (4.5) 0.82d 0.45
27 0.830d (7) 0.82d(7) 0.847 d 0.82d(7) 0.835 d (6.84) 0.83d (4.1) 0.83d " 0.08y0.14
28 R — N R 0.889 d (6.5)
29 0.855t (7) 0.851(7) 0.851 0.851(7) 0.842 1 (7.48) 0.85 1 (5.7) 0.85 1.01 d (6)
LAc 2.034y2.053 5 201y2045 —
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CONTINUACION

Este trabajo Este trabajo Notaro et al. Chaurasia y Greca et al. 1990 Notaro ef al. Este trabajo
H | 7B-hidroxi- Acetato de 1992  7B- Wichtl, 1887 7fB- | 7B-hidroxisitosterol 1892  7B- 7B-hidroxi-
clionasterol 7B-hidroxi- hidroxiclionasterol || hidroxisitosterol {planta acuética) hidroxisitosterol petrosterol
(LXXX) clionasterol {esponja marina) || (planta terrestre) {esponja marina) (LXXKHT)
_ (LXXXI) . ] -
1 1.12y 1.88 - 1 — | - - —_— I =
2 1.53y 1.85 i — | =
3 3.50H (11,4) 4.97 dd (5,5) 3.54m 3.57m 3.56 m 354 m 357t
2.29dady 2.34 ddd 225dd 2.25 ddd y
2.35 {13.7,4.9.1.6) - (13.7,13.7) 2.36 ddd
5.291(2) 5.29dd (2.2,2.2) 5.59 dd {1.4,5.2) 530 5.29 dd (2.2,2.2) 5.291(2)
3.88 5.25m 3.844dd (7.2,2.2) 3.83s 386d 3840dd (7.2,22) 3.84m
---------- ———-- ——a- ——- —-aen 1.40
1.23 - s 1.03 ||
.......... — |
............... ] _— —
144 | - e - o ——en 1.10
............... - — 1.42y 1.80
118 ] T | e T |
0686 1 0.70 s 0.66 s 0.70s 0.70s 0.70
1.05 - 1.05¢ 09755 1.055 1.055s 1.05
0937d(m | e 0.93d (6.6) 0.911d (6.72) 0.93d 0.93 d (6.6) 0.929 d (6.5)
= ™ | = R
0.812d @) e 0.81d (6.6) 0.792 d (6.87) 0.81d 081d{66) || -
0830d(7 | e 0.83d (6.6) 0.813 d (6.86) 0.85d 083d{e6) [ -
---------- —- 0.887 d (6.5)
08551(7) | 0.851(7.3) 0.8251(7.42) 0.851 oBat(6e) I -
2.044 y 2.053 —
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Tabla 21. DATOS COMPARATIVOS ESPECTROSCOPICOS DE RMN *C DEL 7o~
Y 78— HIDROXICLIONASTEROL (LXXVIll y LXXX), 7a— Y 7B-HIDROXISITOSTEROL y
70— Y 7B-HIDROXIPETROSTEROL (LXXXII y LXXXIl})

g{e_trabajo Chaurasia y Wichtl, Fukuyama et T Este
7o-hidroxi- . 1987 al.1988 Greca et al. 1990 | Guerriero et al.1993|| trabajo
C | clionasterol || 7a-hidroxisitosterol | 7a-hidroxisitosterol | 7a-hidroxisitosterol | 7a-hidroxisitosterol f| 7o-hidroxi-
{(LXXVIIN) (planta terrestre) (planta terrestre) (planta acuéatica) (esponja marina) {} petrosterol
] . _ _ . {LXXXI)
1 37.00 37,40t 36.95 37.00 37.011 37.02
it2] 31.35 31.38 t 31.31 31.37 31.37t 31.40
3] 71.32 71.34 d 71.27 71.35 71.35d 71.38
4 42.00 14215t 4194 42.01 42011t 42.02
5 146.27 146.25 s 146.16 143.88*" 146.26 s I 146.27
6 123.87 123.87 d 123.78 123.86 - 123.86 d 123.92
7 65.36 65.35d 65.78 65.36 65.37 d 65.36
8 37.562 '37.02 d 37.45 37.51 37.52d 37.53
9 42.25 '42.98 d 42.07 42.26 4225d 42.29
10 37.38 . 37.54 s 37.34 37.39 37.40s 37.40
11 20.69 2072t .20.64 20.71 20.711 20,72
12| 39.16 39.19t 39.11 39.17 39.16 1 jrsg.m
“13 42.13 42.20 s 42.20 42.13 4214 s 42.15
14 49.40 1 49.43 d 49.36 49.42 49.42d 49.45
15 24.29 " , 24,30t 24.23 25.90*" 24.32t 24.29
16 28.23 . 28.271t 29.22 28.31 28.281 28.26
17 55.69 1 55.98 d 55.66 55.70 55.66 d 55.89
18 11.60 - 11.63¢C 11.56 11.63 11.65¢ 11.60
19 18.21 ! 18.23 ¢ 18.96 18.25 18.26 ¢ 18.22
20 36.20 . 36.11d 36.04 36.10 36.23d 35.91
21 18.84 , 19.04 ¢ 18.17 18.80 18.86 ¢ 18.73
22 33.90 . 33991 33.85 33.91 33.89 t 33.49
23 26.22 - 29.181 28.88 25.97 26.17 1 33.93
24| 46.05 ' 45.87d 45.77 45.82 46.04 d 38.70
25 28.95 [ 25.99d 29.08 29.12 28.91 d 27.37
26 19.54 , 18.80c” 19.72 19.81 19.58 ¢ 12.75
27 18.98 II» 19.78 ¢” 18.74 19.02 19.01 ¢ 11.57
28 23.02 22,671 23.00 23.06 23.01t 19.83
29 12.27 i 1 99c 11.92 11.99 12.33 ¢ 19.13

*Puede estar |nvart|da la amgnacén.
**Datos mcorrectgs segun Guermero of al. 1993,
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CONTINUACION

[ | Este trabajo Chaurasia y Wichtl, - Este trabajo |
7B-hidroxi- 1987 Greca et al. 1990 | Guerriero et al.1893 || 7B-hidroxi -
|| C clionasterol 7B-hidroxisitosterol 7B-hidroxisitosterc! 7ﬁ-hidroxisito§terol petrosterol
{(LXXX) | lanta terrestre) lanta acuatica esponja marina
1 37.00 37.02 1t 36.93 36.91 1 | .
2 31.35 | 31.581 31.56 31.52 1 31.59
3 71.32 71.43d 71.42 71.38 d 71.46
4 42.00 41.74 t 41.71 41.69 t 41.74
| 5 146.27 143.47 s 143.48 143.43 5 143.51
| 6 125.45 I 125.47 d 125,42 125.41d 4| 125.49
7 73.36 73.36 d 73.34 73.31d 73.37 4
| 8 37.52 38.57 d 40.91 40.86 d 40.94
9 48.27 48.29 d 48.16 48.22 d 48.30
10 37.38 3645 s 36.42 36.40 s 36.45
11 20.69 21.881 21.06 21.04t 21.08
Il 12 39.16 || 42.94 1 39.54 39.51t 39.58 |
13 42.13 4093 s 42.91 42.88 s 42.94s
14 49.40 55.75d 55.37 55.30 d 55.47
15 24.29 26.38 1 26.36 *26.36 t 26.38
16 28.23 28.54 t 28.51 28.51 t 2853 |\
17 55.69. 55.41d 55.95 55.91d " 56.00
18 11.60 Ir 11.82¢ 11.79 11.79¢ 11.83
I 19 18.21 19.14 ¢ 19.12 19.13 ¢ 19.13
20 36.20 36.10d 36.07 36.19d 35.87
21 19.18 19.04 ¢ 18.81 18.86 ¢ 19.00
22 33.90 33.94 t 33.97 33.89t || -----
23 26.22 29.17 t 26.11 *26.34 t 33.83 ||
24 46.05 4586 d 45.84 4601d || -----
25 28.95 26.16 d 29.14 2887d || -----
26 19.54 18.84 c* 19.77 1957¢ Q[ -----
27 18.98 19.79 ¢* 19.00 18.93 ¢ " -----
| 28 23.02 22.55t 23.05 2295t || -
29 12.27 11.98 ¢ 11.95 12.30 ¢ " -----

*Puede estar invertida la asignacon.
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|
VAILORACION 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 airededor del sensidisco y/o pozo y por tanto, posee
actividad antimiéfrobiana. Y por el contrario, sera una prueba negativa cuando el
crecimiento de los microorganismos no se vea afectado por el compuesto. El diametro
del haio de inhibicién es indicativo del poder antimicrobiano del compuesto (Vanden y
Vlietinck, 1991). |

' !

Como se‘ipuede 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 el compuesto identificado
como clionasterol (LXXI}), el cual fue el Unico que se aislé en cantidad suficiente para
realizar estas pruebas. Dicho en ofras palabras, no hubo actividad antimicrobiana en
las 12 cepas pu?stas a prueba.

Tabla 22. RESULTADOS DE LA VALORACION BIOLOGICA
(ANTIMICROBIANA) DE LOS DIFERENTES EXTRACTOS Y FRACCIONES AS|
COMO DEL COMPUESTO AISLADO, CLIONASTEROL, OBTENIDOS DE LA

' ESPONJA MARINA Xestospongia subtriangularis
|
\

— rr—— .

 No.de | CLAVE DE LA
muestra EHACCION METODO UTILIZADO RESULTADO

1 XsFACOEt Por sensidisco, disueito en CHCI, Negativo==I
2 XsFBUOH Por sensidisco, disuelto en MeOH Negativo

r 3 leFMeOH Por sensidisco disuelto en MeOH Negativo
4 XsSAcOEt Por sensidisco disuelto en CHCI; 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 I
8 ' Xs2FEP En pozo disuelto en CHCI; Negativo '
9 Xs2FDCM En pozo disueito en CHCl, Negativo
10 Xs2AcOEt Por sensidisco disuelto en CHCl; Negativo

;11 Xs2MeOH Por sensidisco disuelto en MeOH Negativo '
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CONTINUACION

! No.de | CLAVEDELA '—_|
muestra FRACCION METODO UTILIZADO RESULTADO
12 XS2SEP "En pozo disuelto en CHCl, " Negativo |
13 Xs2SDCM En pozo disueito en CHCl, Negativo
14 Xs2SAcOEt Por sensidisco disuelto en CHCl; Negativo
15 Xs2SA Por sensidisco disuelto en MeCH Negativo
II 16 Xs2SMeOH Por sensidisco disuelto en MeOH Negativo
17 Clionasterol (LXX!) | Por sensidisco disuelto en CHCl, Negativo “

En total se valoraron 17 muestras, que correspondieron siete a la primera
recolecta, nueve de la segunda y el clionasterol (LXXI).

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 Viietinck, 1991).
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DISCUSION

GRUPOS QUIMICOS Y
ELUCIDACION DE ESTRUCTURAS

I. HIDROCARBUROS.

En el espectro de RMN 'H a 200 MHz de las fracciones XsFEP'-A y XsFEP'-B
de la esponja fresca se observa Unicamente la presencia de hidrocarburos saturados;
es decir, s6lo se observa una sefal triple aproximadamente a los 0.88 ppm la cual
corresponde a los grupos metilos terminales (CHs-) y una sehal simple ancha
aproximadamente en 1.25 ppm caracteristica para grupos metilenos de la cadena
alitatica (-{CHa)a-). 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 analisis por
CG/EM se detectd la presencia de huellas de un triterpeno con 6 insaturaciones
(escualeno XXV) el cual se encontrd en cantidades minoritarias en estas fracciones.

El espectro de RMN 'H a 200 MHz correspondiente de la fraccidn 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 caracterizd por la presencia de la sefal para
los protones vinilicos en 5.12 ppm y las sefiales de grupos metilo vinilicos (=C-CHa), o
sea los metilos sobre los carbonos olefinicos, los cuales aparecen como sefales
simples en 1.68 y 1.60 ppm (“cis”y “trans” al protén vinllico respectivamente). También
se observa la sefal 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 fraccion.

En los espectros de BMN 'H a 200 MHz de las fracciones Xs2SEP-A y
Xs2SEP-B de la esponja seca presenté el mismo perfil que las fracciones anteriores,
pudiéndose identificar las sefales correspondientes a hidrocarburos (0.88 y 1.25 ppm),
y en la fraccion 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 fraccion Xs2SEP-A corresponden a
los hidrocarburos Cas ¥ Cae , como se comprobé en el andlisis por CG/EM de esta
mezcla, en tanto que en la fraccidon XsSEP-B, estas sehales corresponden al
escualeno (XXV).

Los espectros de RMN 'H no permiten identificar individualmente los
hidrocarburos en una mezcla; sin embargo, el andlisis por CG/EM es una de las
mejores herramientas para tal fin (Budzikiewicz et al., 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...CyHa2.1, acompanados de picos dos unidades de masa menos de m/z 27, 41, 55,
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69...CoHani, de menor intensidad que proceden de la reaccion de deshidrogenacion.
Las maximas intensidades corresponden a los fragmentos Cs y Cs y luego disminuye
continuamente al aumentar el nimero de carbonos de la cadena hidrocarbonada hasta
llegar a un pico [M-29]* que corresponde a [M-C;Hs] * como lo sefala Calderon y Stud
(1986); de hecho, estos autores sefalan que en ocasiones puede observarse el patron
de fragmentacion hasta [M-15]" que corresponde a la pérdida de un CHs-.

En el material de ia segunda recolecta se encontraron hidrocarburos
insaturados de cadenas de Czs y Cze; sin embargo, no pudo establecerse la posicién
del doble enlace con estos datos espectrométricos. Estos se caracterizan por
presentar tres series de fragmentacion, una que corresponde a la mas significativa en
intensidad de m/z 41, 55, 69, 83...C.Hzn1 acompafadas por sehales mas deébiles de
m/z 43, 57, 71...CoHan.y ¥ de miz 39, 53, 67, 81...CyHzna. Sin embargo, esta ultima
serie no se observé tan claramente como las dos anteriores; un hecho que contirma 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 gque informa sobre la presencia de
hidrocarburos fue realizado por Carballeira et al. (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 extraccion y purificacion fue muy semejante al utilizado en este trabajo
(Anexo B).

En el estudio de Carballeira et al. (1988) se identificaron unicamente
hidrocarburos saturados Cyz, Ci, Cis @ Cio ¥y Co3 a Cgs, siendo el compuesto
mayoritario el hidrocarburo Cy7 (34 %) seguido del Ci4 (30 %), los hidrocarburos de
cadena alifatica méas larga fueron Ca y Cos (3 ¥ 5 %, respectivamente) siendo la
proporcion 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
retencion (TR) y el resultado del espectro de masas lograron discernir que en sus
mezclas existian hidrocarburos de cadena ramificada Cig y Cazs; 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
patrén de ramificacion de estos hidrocarburos no posible establecerlo
espectroscdpicamente, por lo que tampoco pudo esclarecerse.

En este trabajo se encontraron hidrocarburos de C,s a mas de Cps, como lo
indican los resultados en la fraccion XsFEP'-B, en donde, se encontraron
hidrocarburos Ca7, Czs ¥ Cas ¥ €n la fraccion Xs2SEP-A se identificaron Cz, C27y Cos @
Caa. No se logré identificar hidrocarburos ramificados, pero a diferencia de Carbalieira
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I
et al. (1988) si se identificaron compuestos insaturados, en especial en la fraccion
Xs2SEP-A (Cx3 y ng) pero en cantidades minoritarias (0.79 y 0.99 % respectivamente).
Aun con estas dlferenmas con estos autores, al igual que en sus resultados, el
hidrocarburo mas abundante fue el Cy; siendo esto mas notorio en las fracciones
XsSFEP'-C y Xs2SEP-A (15.58 y 31.22 % respectivamente}.

|

El porcentéje entre ta presencia de hidrocarburos pares y nones es muy similar
a lo encontrado por Carballeira et al. (1988), ya que en las fracciones XsFEP-A,
XsFEP'-C y Xs2SEP-A se encontré en una proporcion de 1:1.
3

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 continuacion se ‘escriben:

l
1) Son de 'origen exdgeno y la esponja es capaz de obtenerlos del medio de
forma tal vez preferente; es decir, son concentradores bioldgicos de
hidrocarburos.

2) Algunos'o todos son de origen enddgeno; es decir, la esponja los sintetiza a

partir de' compuestos precursores mas simples.

3) De orige‘l_n bacteriano.

Todas estas hipétesis requieren de un mayor estudio, siendo las dos ultimas las
que necesiten tam?ién de experimentos sobre biosintesis.

También mencionan que se requieren de mas estudios en diferentes especies
de esponjas para poder determinar en caso de que sean de origen exégeno, 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 fas diversas actividades
portuarias pueden ser una importante fuente de contaminacién por hidrocarburos o
petréleo, al medio en 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. (1388) mencionan valores del 1 al 2 % de hidrocarburos
totales con respecto al peso seco de todas las esponjas analizadas por ello,
incluyendo a X. mula; sin embargo, aportan poca informaciéon con respecto a este
punto por io 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 eliminacion de

hidrocarburos, los mas ligeros son evaporados, otros son fraccionados y dispersados
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por la marea y el 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 drea de estudio para poder concluir
categdricamente todo lo anteriormente presentado.

Haciendo una comparaciéon de los resultados obtenidos en este trabajo con
aquellos de Carballeira et al. (1988) sobre otras especies de esponjas, se encontro que
Agelas dispar presenta hidrocarburos de cadenas hidrocarbonadas desde C,, hasta
Ca, todos lineales y saturados, siendo el hidrocarburo méas abundante e! Cy4 (20.2 %),
seguido del Cis(15.6 %), Czs (14.5 %) y Ci2 (10.8 %) y algunos otros compuestos como
xilenos isoméricos y probablemente compuestos aromaticos y alquenos biciclicos.
Spheciospongia vesparium presenta unicamente hidrocarburos lineales saturados Ci
a Cig, Cis, ng a 025 Yy Cza a Cag, siendo los mas abundantes C4 Yy Ciz (235 y 13.8 o/o).
Cliona aprica presenta hidrocarburos lineales saturados Cyy a Cis, Ci7, ¥ Casa @ Cas y
como insaturados un Cay; los compuestos mayoritarios son Cis, Cis ¥ el insaturado Cs;
(22.31, 22.07 y 11.22 %).

Como se puede apreciar en ninguno de los casos anteriores se registra el
hidrocarburo saturado Cy7 como compuesto mayoritario, por lo que podria inferirse que
éste sea una caracteristica quimiotaxondmica del género Xestospongia, también es
importante hacer la observacién que en ninguna de las tres especies estudiadas por
estos autores se encontyraron hidrocarburos saturados Cue ¥y Cz7, 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.

Il. ESTERES DE ESTEROLES CON ACIDOS GRASOS.

La mezcla de ésteres de esteroles Xs2SEP-D se caracterizd por ser un sélido
de color amarillento. En su espectro de RMN a 200 MHz se aprecia en la regién de
0.79 a 1.02 ppm el perfil clasico de la presencia de esteroles. En este espectro se
alcanza a distinguir las sefales para los protones de los grupos metilos
correspondientes a los carbonos Cis y Cis como sehales simples en 0.68 y 1.02 ppm,
asi como los protones de los grupos metilos (Hz1, Hzs, Hzr ¥ Hag); por lo que el perfil
correspondié al clionasterol (LXXI). La sefal mds desplazada en 4.60 ppm
corresponde al protén H; sobre el carbono base (C;) en donde se enlaza el éster con
el acido graso. La presencia de éste provoca que el proton H; se encuentre
desplazado a campo mas bajo debido al efecto de desproteccion, 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 el 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 -CHx- y CHs en 1465 y 1379 cm’
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respectivamente se observa ia absorcién correspondiente al grupo carbonilo del éster
en1720cm”. |
I
Después de la reaccion de hidrélisis alcalina, la fraccion 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 los
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 estlgmasterol (LXVIH) y acetato de clionasterol (LXXI) y/o B-sitosterol
(LXX}, éste ulnmo como componente mayoritario (49.74 %), seguido del acetato de
brassicasterol y/o crionasterol (LXVI) (6.01 %). En el analisis por CG/EM también se
detecté la presencua del estigmasta-3,5-dienc proveniente de la descomposicion
térmica del comqusto mayoritario.

Una obser\l“/acién que es importante hacer notar, es que todos los tiempos de
retencion (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 analisis de éstas por
CG/EM fueron realizados bajo las mismas condiciones (Tabla 13), sirviende entonces
como patron de identificacion de esteroles.

|

La mezcla de acidos grasos obtenidos de la hidrolisis 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-15y C-16
con un porcentaje def 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 dcidos 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 ARC-27 (25.76 %), seguidos de un &cido 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 encontré 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 més aun, el compuesto mayoritario es el mismo acido
graso: el acido demospongico A>*-hexacosadienoico (LVID), encontrado en las
fracciones XsAMet- B (27.35 %), Xs2FEP-FMetA (41.68 %) y Xs2SEP-FMetC (50.57 %)
y/o como el éster metlllco correspondiente en las fracciones XsFEP-A (34.82 %), XN-B
(36.79 %), XsFEP’- q (37.28 %) y Xs2FEP-D (26.80 %) (Tabla 11).

Como se melhcioné en el método, la fraccion XsSEP-C fue una mezcla de
esteroles estermcados con acidos grasos como lo indica su espectro de RMN 'H 200
MHz; éste fue muy sumalar al espectro de la fraccion Xs2SEP-D (que también fue una
mezcla de esteroles esterificados); sin embargo a diferencia de la fraccién anterior éste
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presenta senales que se pueden asignar a un ciclopropano como una sefal multiple
ancha entre 0.0 y 0.15 ppm. Las sefiales restantes son muy semejantes a la fraccién
Xs2SEP-D; el protén Hj se localiza en 3.65 ppm y también se observa la presencia del
protén vinilico (Hs) 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 la primera se detecté como esterol mayoritario el petrosterol (LXXIII) en
tanto que en la segunda fue el clionasterol (LXXI), como se esquematiza en el
siguiente recuadro:

RO
R=CHs(CH2)n 6 R =CHs(CHzn 6
CH3-(CHz)n-(CH=CH)y-(CH2)n- CH3-(CHz)a-(CH=CH)n-{CH2)pn-
=162 nNn=162
Posibles ésteres del petrosterol Diversos ésteres del clionasterol
obtenidos de la fraccion 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 hidrélisis y/o metandlisis de estos ésteres de esteroles produciéndose
asi, acidos grasos y ésteres metilicos los cuales sélo se obtuvieron del extracto
metandlico. 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 CHzN, en Et,Q proporciond el éster metilico del acido
y el esterol correspondiente (Gunasekera et al., 1991).
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Tanto el'4cido graso como el esterol entre si, habian sido identificados en otros
organismos mannos pero no esterificados, el acido graso correspondio a un acido C-16
con 3 ramificaciones (4cido  4,8,12-trimetil-tridecancico) el cual fue aislado
anteriormente de la esponja Petrosia ficiformis (Ayanoglu.et al., 1982) y el esterol, se
caracterizé como el 24,26-ciclo-50-colest-(22E)-en-3p-ol que antes habia sido aislado
del cora! blando hSarcophyton glaucum (Kobayashi et al.,1983).

En este trabajo, como ya se menciono, se aislé una serie de acidos grasos y
otra de esteroles, por lo que no puede especificarse en detalle que acidos grasos se
unen a que esteroies aunque en el caso de la fraccion Xs2SEP-D el esterol
mayoritario fue. el clionasterol (LXXI) y el &cido mayoritario tue 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 est“eroles con acidos grasos de la fraccién XsSEP-C

|
|

I1l. ACIDOS GRASOS Y SUS ESTERES METILICOS.

La mezcla de esteres metilicos 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 ia 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, -CHy- y CHa-respectlvamente
también se |dentmcé la presenma 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 senal multiple en 5.3
ppm, debida a prqtones vinilicos (-CH=).

En el espe:’:tro de RMN 'H, se observa ademés una sefal simple aguda en 3.64
ppm que corresponde a los tres protones del metilo correspondiente al éster (-OCHy).
La presencia de grupos -(CHa)s- y CHs-, queda caracterizada por una sefial simple y
otra sefal triple dlstorsmnada en 1.25 y 0.85 ppm respectivamente. Esta fraccion
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 mlsmo perfil que la
fraccion 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 ;?or 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; aquelios 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 hldrocarbonados de tipo alquilo C.Hz.,¢ (mfz 29, 43, 57, 71,....),
acompanados de fragmentos olefinicos CyHan (M/z 27, 41, 55, 69,.....) y otra serie de
fragmentos con oxigeno, de los cuales el mas caracteristico es eI 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 [CH,-CH,-COOMe]" y
sus homélogos [(CH,),-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 homélogos 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 ofra serie principalmente al aumentar el numero de carbonos; otros iones de
importancia en los espectros de estos compuestos es un pico de m/z 43 que
corresponde a un [CsH;]” de la parte final de la cadena hidrocarbonada y un [M-31]" ¢
[M-32]" que corresponde a la pérdida de CHy-O 6 CH3-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
C17H3402Z

SERIE McLAFFEATY 87

Y
213 157 1o g 3141

M+-43 M+-43-56 M+-43-56-56

SERIE HIDROCARBONADA

PATRON DE FRAGMENTACION DE UN
ESTER METILICO SATURADO C7Hy0:

De acuerdo con Hesse et al. (1997) los ésteres metilicos no saturados dan
espectros de caracteristicas olefinicas semejantes a los fragmentos de cadenas
hidrocarbonadas de m/z 41...C,H..., acompahadas por sefiales mas débiles de m/z
43...CHzn1 y de m/z 39...CoHan.3, ademas de que se encuentran algunos fragmentos
de la serie de McLafferty (Budzikiewicz et al., 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
observacion importante es que en los compuestos insaturados la intensidad de los
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 ¢ 4, 6, etc. segun sea el nimero 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 estdndares de los diferentes isémeros, en especial
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I
entre ésteres de 4cidos de cadena normal o lineal y de cadena ramificada. Carbalieira
y Maldonado (1988) y Carballeira y Reyes (1990) han encontrado la relacion 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 aparicién 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 ramificaciéon en la posicién iso- y éstos, de aquellos de ramificacion
anteiso- ; por lo que en un estudio de CG/EM los ramiticados apareceran primero gque
los hneales '
|
En este estudio, sélamente en la fraccibn XsFEP-A se logro identificar
diferentes tipos de ésteres metilicos saturados; en algunos casos se encontraron mas
de un TR para un mlsmo peso molecular, indicando con ello que se trata de diferentes
isdbmeros (Tabla 11 y 12), por ejemplo, para la férmula molecular Ci;HaO:. se
obtuvieron cuatro diferentes TR para los isdmeros n-hexadecanoato de metilo,
|sohexadecanoato de metilo, anteisohexadecanoato de metilo y el 4,8,12-
tnmetlltrldecanoato de metilo. Por esta razén en la tabla 11 se observan, en algunos
casos, mas de un valor de TR para una misma férmula molecular.

En los 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 determ:nar la posicién de los dobles enlaces en la cadena alifatica como son
la deuteracion del doble enlace, la apertura del epdxido con dimetilamina (Budzikiewicz
et al, 1964) o la formaciéon de los pirrolilidos correspondientes (Carballeira y
Maldonado, 1988}, II‘os cuales se consideraran para posteriores trabajos.

1

Para los ésteres con doble insaturacion la situacién es algo diferente,
Carballeira y Maldonado (1988) y Carballeira y Reyes (1990) explican que si en el
espectro de masas"fdel 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 observacrén 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-186, lo q_ue estd de acuerdo con la anterior afirmacién.

Los espectros de masas de los tres 4cidos demospodngicos (A>° insaturados)
identificados en X. subtriangularis muestran un patron de fragmentacion muy similar,
en el cual los fragmentos mas significativos son los de m/z 81, 109 y 141. E! 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 [CHa-CH=CH-(CH,),-COOMe]" de m/z 141, el
cual por pérdida de 32 unidades de masa (pérdida de MeOH) genera el 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! |9n molecular [M]" otros picos significativos correspondientes a los
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fragmentos [M-MeO]" (M-31), [M-MeOH]" (M-32), [M-MeO-H,0]" (M-31-18), [M-C3HgO2)"
(M-74), y {M-C¢H1002-H]" (M-142), que confirman la presencia de los dobles enlaces en
las posiciones 5 y 9 como se observa en el siguiente recuadro:

| 109

T -MeQH 80

141 {CgH1302) ———+= 81{(CeHo) (100%)
-(C2H4aC2)

127 (C7H1102)

+H
73 (CaHs02) — = 74
58 (C2H302)

251 265 291 ' f'
R=H, [M]+ =378 (013"*-5:{5) (C19H::|7) (Czii:'Hasl
R=Me, [Mi+ = 392 } b \Ir
R=Et, [M]+ =406 250 264 290

PATRON DE FRAGMENTACIQN DE LOS ESTERES METILICOS DE LOS
ACIDOS DEMOSPONGICOS (A>° 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 relacién 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 4cido 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 dltima;
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 purificacion
fueron diferentes, por lo que se suponen las ligeras diferencias entre ellos.

La fraccion Xs2FEP de la segunda recolecta se reuni6 las fracciones obtenidas
durante la extraccién (EP, AcOEt y DCM) en tanto que en el material de la primera
recolecta sélo se procesé la fraccién de EP (ver método). Esto, como se menciono
anteriormente, puede marcar la diferencia entre los resultados, ya que da la impresion
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de que hubo ri1ayor eficiencia en la extraccion de este tipo de compuestos en el
material de la segunda recolecta.
I

Otra observacion de interés es que los ésteres metilicos de acidos grasos solo
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 s6lo se encontraron
mezclas de acidos grasos. Este hecho permite suponer que los ésteres metilicos se
hayan formado (ljurante el proceso de extraccion con el MeOH.

Hasta an“tes de este trabajo, en el Género Xestospongia no se han encontrado
ésteres metilicos de dcidos grasos, unicamente se tiene el 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 al,, 1992 y Brantley et
al., 1995). !

3

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.
3

Como se mencioné en el método la fraccién XsA resulté ser una mezcla de
Acidos grasos que se tratd posteriormente con una soluciéon etérea de diazometano.
Los esteres metilicos de los dcidos grasos presentes en dicha fraccién se analizaron
por RMN '"H a 200 MHz, en el espectro correspondiente se observa la sefal 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.

Ik
Las fracciones Xs2FEP-F, Xs2SEP-F y Xs2SEP-GD por sus espectros en el
IR y de RMN 'H 'resultaron ser mezclas de &cidos grasos, estos espectros fueron
iguales a los de jla fraccion XsA. E! analisis 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 dacidos grasos insaturados sobre los saturados ya que el
compuesto mayontarlo en éstas fue el acido A*°C-26. En cuanto al porcentaje de
abundancia entre pares y nones, el patrén es el mismo, es decir, un mayor porcentaje
para Aacidos gras'ps de cadena hidrocarbonada par (52.4, 58.45 y 56.73 %
respectivamente). Como se puede observar, los resultados corresponden a los
obtenidos en las mezclas de ésteres metlhcos libres, en donde el éster metilico
mayoritario fue del écndo demospéngico A>*-hexacosadienocico (LVI).

En estas mezclas se logré identificar a los ésteres correspondientes a los
siguientes acidos grasos siguiendo las mismas reglas especificadas por Carballeira y
Maldonado (1988) y Carballeira y Reyes (1990) y ya mencionadas anteriormente (ver
tabla 13): \
I

A) Saturados: Acido n-hexadecanoico, isohexadecanoico, anteisochexade-
canoico, 4,8,12-trimétiltridecanoico, n-heptadecanoico, n-eicosanoico, isogicosanoico,

!
I
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anteisoeicosanoico, n-heneicosanoico, isoheneicosanocico, anteisoheneicosanoico, n-
docosanoico, isodocosanoico, anteisodocosanoico, n-tricosanoico, isotricosanoico y el
acido anteisotricosanoico.

B) insaturados:

B.1 Mono-insaturados: Acido A''-hexadecenocico, A''-nonadecenoico, A'-
heneicosenoico, A'°-tricosencico, A'-tetracosenoico, A'>-pentacosenocico, A"-
hexacosenoico y A'*-heptacosenoico.

B.2 Doble insaturados también conocidos como &cidos demospéngicos: A
pentacosadienoico, A*-hexacosadienocico y A>*-heptacosadienoico.

Los acidos grasos han sido estudiados ampliamente en esponjas, incluyendo al
Género Xestospongia (Anexo A). Bergquist et al. (1984) realizaron un estudio de la
composicion 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 la tabla 23 se puede apreciar una comparacién entre los diferentes acidos
grasos totales de estas especies incluyendo Xestospongia subtriangularis.

Tabla 23. CONTENIDO DE ACID_OS GRASOS TOTALES EN
DIFERENTES ESPECIES DEL GENERO Xestospongia

Xestospongia
No. de subtriangularis X. Xestos-
Carbonos Xs2FEP- | Xs28EP- | exigua pongia X. muta
XsAMet-B | FMetA FMetC Sp. _
101 | - ] 1 600 [ 350 2.40
743 | e ? 6.50 2.50 14.10
18.97 6.01 3.65 43.00° 29.00" 33.30*
---------- 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 5.10 271 | - 1.00 1.60
C-22 e P 7 e 3.00
c23 | - 4.50 089 | - 500 | @ e
C-24 3.06 5.76 ? 1.00 360 | @ e
C-25 3.38 7.54 10.30 1.00 150 |  ----
C-26 27.35" 41.68° 51,38" 9.00 19.70 | -
c27 | - 14.19 i 450 | -
c28 [ - | B 5.50 7.40

* Acido mayoritario
7 Existe prosencia pero el aspactrometro no indicd el percentaje de abundancia.

104



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 écndos C-14 en tanto que en el primero no se encontraron acidos C-27.
Esto puede deberse a que en la primera recolecta sélo se procesé el extracto de EP,
en tanto que en'la segunda se reunieron varios extractos y/o fracciones.

De iguall“ modo, el material de la primera recolecta fue procesado mediante
separacion de acidos y neutros, en tanto que el material de la segunda fue por medio
de columnas cromatograficas. 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 esteé trabajo (ver tabla 23).

Considerando la clasificacién de Bergquist et al. (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 encontrd 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).

|

Bergquist et al. (1984) mencionan en su estudio, que en las esponjas es
caracteristico observar un porcentaje representativo de ACL en comparacion con otros
invertebrados marinos y que, el porcentaje de abundancia relativa de éstos puede
variar durante el ano,; esto de acuerdo con las especies Halichondria moorei, Aphysilla
rosea y lophon minor, y es por esta razon que los acidos grasos no tienen gran valor
quimiotaxonémico'a nivel especifico. Aunque en este trabajo no se puede afirmar si
sucede este fendmeno 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 4cidos 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) mencnonan 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 porcgntajes 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 dcido mas abundante fue el C-26, con excepcion
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de X. muta que no presenta un acido C-26 sino un C-28 con tres insaturaciones
{5,9,19-octacosatrienoico).

En cuanto a los acidos grasos insaturados, Bergquist et al. (1984) no hacen
mencién del porcentaje de éstos para ninguna de las especies estudiadas; ellos
s6lamente mencionan que del total, hay un porcentaje que va del 16.4 al 71.1 %. X.
muta contiene un valor de 29.4 % de acidos 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 et al. (1984) mencionan la
presencia de &cidos grasos poli-insaturados y, en este trabajo, sélo se detectd la
presencia acidos con dos y tres insaturaciones; sin embargo, si se concuerda con
estos autores en que el porcentaje de estos acidos insaturados aumenta en la fraccion
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 vy
Maldonado (1988) y Carballeira y Reyes (1990).

Si se analiza la informacién publicada scbre el género en relacién a los acidos
grasos (Anexo A y B) se puede observar que, a excepcién 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- o poli-bromados). En este estudio no
se encontrd ningun acido de este tipo, esto puede deberse principalmente a que el
método de extraccion en casi todos los casos fue diferente (Anexo B).

Carballeira y Maldonado (1988) analizaron el contenido de &cidos 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 discusion.

V. ESTEROLES.

o CLIONASTEROL (LXXI).

Del extracto metandlico de la primera recolecta de X. subtriangularis procesada
himeda, asi como de los extractos de la esponja de la segunda recolecta procesada
himeda 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 'H a 200
MHz de estas fracciones muestran claramente la presencia de esteroles, ya que se
observa el perfil cldsico de éstos. Las sehales méas sobresalientes son las de los
protones de los metilos Cyg y Ciglocalizados en 0.65 y 0.98 ppm respectivamente, asi
como la sefal correspondiente al protén Hs, que se encuentra a campo mas bajo como
una sefal ancha aproximadamente a 3.5 ppm y que indica la presencia del grupo -OH
en C; que es comun 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 sefal multiple
en la region de 5.33 ppm.
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En el‘ espectro de masas, determinado por IE, se observa el pico
correspondlente a un ion molecular [M]" de m/z 414 que estd de acuerdo para ia
férmula molecular CasHseO correspondiente a un 24-etil-colesterol (clionasterol y/o -
sitosterol) ya que el patrén de fragmentacién concuerda con el de estos compuestos
(Aizawa et.al,.1974).

|

Es dificil distinguir entre el clionasterol {LXX!) y el B-sitosterol (LXIX), basados
unicamente en datos fisicos (pf. y rotacién optica) o datos en el IR y EM, dada la
similitud en sus estructuras ya que éstos unicamente se diferencian por la
configuracion absoluta del centro quiral C,4, €l cual se ha establecide como A (con el
sustituyente etilo B en Cz4) en el B-sitosterol (LXIX) y S (con el sustituyente o en Cz4) en
el clionasterol (LXXI}. Sin embargo, ésto se pueden lograr distinguir, aunque con
algunas restnccnones por medio de RMN 'Hy RMN '3C.

El esterol mayoritario aislado de X. subtriangularis se obtuvo prlnmpalmente de
la fraccién XsFEP -J como un compuesto sélido cristalino de pf. 144-146° y [a]p -31.7°
(clionasterol pf. registrado 147-148° y [o]p registrado -48.3; P-sitostero! pf. 136-137° y
{alp -35 DPN, 1997) ciue se identificé con base en sus datos espectroscdpicos
principaimente de RMN 'H y RMN '3C como clionasterol (LXXI).

Con el objeto de identificar inequivocamente el esterol aislado como
clionasterol (LXXI) se determmaron sus espectros de RMN de alta resolucién tanto de
'H (500 MHz) como de '*C (125 MHz). Para confirmar los diferentes desplazamlentos
quimicos y la asignacién completa de las sefiales en los espectros de RMN 'H que se
presentan en este trabajo; se realizaron expenmentos de doble resonancia 'H-'H
(irradiaciones) y 'de correlacién homonuclear 'H-'H en dos dimensiones (COSY), asi
como experimentos de correlacion heteronuclear 'H-'*C a un enlace (HMQC) y a larga
distancia (HMBC). La muttiplicidad 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 {CHs, CHz, CH y C) se establecié mediante experimentos de transferencia de
polarizacién conocudos como DEPT y APT.

[

En el esp"ectro de RMN 'H la principal diferencia entre estos dos epimeros,
aungue no muy significativa, se observa en el desplazamiento quimico de la sefal
triple de los protones del metilo Hzg del grupo etilo en Cz4, los cuales en el clionasterol
{(LXX1) se Iocallzan a campo ligeramente mas bajo (0.85 ppm), en tanto que en su
epimero ﬁ—sntosterol (LXIX) se localiza a campo I|geramente mas alto {0.84 ppm). Esta
diferencia no es tan clara en el espectro de RMN 'H a 200 MHz, siendo méas facil de
detectar en espectros de alta resolucion a 500 MHz en las que se pudo observar
claramente la sefial triple con constante de acoplamiento (J) de 7.5 Hz en 0.85 ppm,
ademas de las sefales dobles en 0.93 (J = 6.5 Hz), 0.81 (J = 7.0 Hz)y 0.83 (J = 7 Hz2)
que se deben a los metilos secundarios Cay, Czs y Ca7, 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 sefalan diferencias similares para estos
protones,; por ejemplo Rubistein et al. (1976) registra una diferencia, como Horibe st al.
(1989) y Notaro ef al. (1992), de 0.006 ppm, Matsumoto et al. (1983) de 0.009 a 0.010
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ppm y otros autores que aungue nNo manejan una dlferenma 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 C.4. En el clionasterol (LXXI) Ca,
Cz1, Cas ¥ Cas se encuentran a campo méas bajo 8 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, Cas, Cp7 ¥ Cos Se encuentran a campo mas alto &¢c 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 patron de
cambios, pero no mencionan ningun intervalo, en tanto que Wright et al. (1978) si dan
algunos datos para los carbonos Cy, Cz3 ¥y C2s Que se encuentran a campo mas bajo
(diferencias de 0.12, 0.26 y 0.22 ppm respectivamente) y a los carbonos Cazs, Co ¥ Car
localizados a campo mas alto (diferencias de 0.39, 0.77 y 0.20 ppm); también Valls et
al. (1994) observd este comportamiento y de hecho senala que la maxima diferencia
se encuentra en el carbono Cps pero no da un intervalo, Horibe et al. (1989) sefala un
margen para los carbonos Cz ¥ Cy; de 0.80 y 0.21 ppm siendo estos datos muy
semejantes a los obtenidos en este trabajo.

Con respecto a los carbonos Cx y Cax cabe hacer la aclaracién que la
asignacion 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 Cze en tanto que la sefial a campo mas bajo corresponde a los protones del Cz;. En
cuanto a los dos protones de grupos metilenos tales como C,, C;, C4, entre otros; cabe
hacer la aclaraciéon de que el valor dado a campo més alto corresponde al proton axial
en la estructura, en tanto que el ecuatorial presenta desplazamientos quimicos a
campo mas bajo.

Una comparamén de los datos obtenidos en este trabajo con otros registros de
RMN 'Hy °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)
sefalan un desplazamiento de 0.85 t para los protones Hps 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 al. (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 recopilacion de esta informacién, también se encontré que en la
literatura consultada causa confusién el uso de la representacion o y B para el
sustituyente en Cas. En algunos articulos, en el texto refieren al p-sitosterol con una
configuracion a para el grupo etilo en Cz; 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 R o S
para los epimeros, la representacién es totaimente opuesta, ya que para el B-sitosteroi
(LXIX) con una configuracion establecida A, gl sustituyente en C,4 debe representarse
como B y para el epimero clionasterol (LXXI), con una configuracién ,S el etilo en Co,
debe representarse como a como se muestra en el siguiente recuadro:
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ASIGNACION DE LA CONFIGURACION ABSOLUTA (R-S)
‘g PARA LOS EPIMEROS 24-ETILCOLESTEROL

| 29 (HHH)
(HH.C)28

29 (H.H.H)

(HH.C) 22 H | (am) 28
& wHCy22e 3°i 2H
25 (H.C.C) . o7
2 1° 25 (H.C.C)
10
o I\‘ 30

| Ea

[ )

'B-sitosterol Clionasterol .
2° . )

19

En una comunicacién personal por correo electronico con el Dr. Alain Milon del
Laboratorio fundamental de farmacologia y de toxicologia del centro de neuroquimica
de Francia, se le coments lo anterior, ya que en uno de sus articulos (Marsan et al.,
1998), se presenta este hecho, a lo cual comenté: “...estd 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 la configuracion absoluta R o 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 al. (1983),
Matsumoto et al. (1983), Pinto y Nes (1983), Kalidindi et al. (1988), Horibe et al. (1989)
y Marsan et al. (1996).

Los expenmentos de doble resonancia proporcionaron informacién que fue til
para confirmar los desplazamlentos quimicos y constantes de acoplamiento de algunos
hidrégenos en la molécula, pero fueron especialmente provechosos para confirmar la
posicién relativa de los metilos secundarios en la cadena lateral (CL). Asi, por ejemplo:

a) La irradiacion de la sefal en 1:68 ppm asignada a Hys, confirma la presencia
del grupo isopropilo en la CL, ya que como consecuencia de ésta, las dos
sefales dobles asignadas a los metilos secundarios Cy y Cz7 se colapsan a
sefiales simples, confirmando que ambos grupos metilo interaccionan con el
mismo protén Hes.

b) La irradiacién de la sefal doble en 0.93 ppm asignada a los protones del
metilo 21, modifica las sefales en 1.3 ppm, confirmando la posacuén de Hx y
también, simplifica la sefal asignada a Has {8 1.68) indicando que la sefal
correspondiente al protén del metino 24 debe de encontrarse también en
0.93 ppmisobrepuesta con la sefal de Ha;.

I
I
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¢) La irradiacion de la sefal triple en 0.85 ppm asignada al metilo 29, confirmé
la posicién de los protones del metileno 28 ya que se observan cambios en
la regién de 1.12 y 1.32 ppm.

d) La irradiacién de la sefial del protén sobre la base del alcohol secundario en
Cs (Hz, 8 3.52), confirma los deplazamientos de los protones de los metilenos
2 y 4. Las senales 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 Hg, H; y/o H,.

e) Contrariamente, la irradiacion sobre la sefal de H, confirmd los
acoplamientos a larga distancia con Hg, H7 y Ha.

f) Finalmente la irradiacién sobre la sefial del protén vinilico Hs (8 5.35)
confirmé la posicion de los protones del metileno C; (8 1.50 y 1.97) y el
acoplamiento a larga distancia con H, axial (8 2.22).

En el espectro de RMN 'H del acetato de clionasterol (LXXIl), se observa
claramente la presencia del grupo acetoxi (AcO-) en Cj, ya que e! protdn Hj; se
encuentra desplazado a campo mas bajo, de 3.52 ppm en el clionasterol (LXXI) a 4.55
ppm en el acetato correspondiente (LXXII), debido al efecto de desproteccion que
provoca la presencia de este grupo AcO-; en este mismo espectro se observa la
aparicion de una seifial simple aguda en 2.04 ppm que corresponde a los protones del
metilo del grupo AcO-. El punto de fusidén 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 poriferasterol 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 desviacidén 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 f-sitosterol con un valor de n = 4 en lugar de n = 5, esto
es debido a que este compuesto no se encontré en la fraccion XsSEP-FEcAc en
donde se identificd petrosterol (LXXII) como se puede ver en los resultados
correspondienies (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
(LXXl) en mezcla con f-sitosterol (LXIX) de la esponja Xestospongia testudinaria
(anexo A y B) en un 11 % aproximadamente de la mezcla total de la fraccion
esteroidal; sin embargo, si es el primer registro de este compuesto como componente
mayoritario en el género. Otros autores como Kerr et al. (1991) han registrado el
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aislamiento de ‘if24-etil-colesterol en X. muta pero no hacen mencion de la
estereoquimica de este compuesto (yaseaoyfo Ry 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 | n
l Desmosterol 21.27 0.46 5
Colesterol | 21.43 0.46 5
Brassicasterol y/o
crinosterol | 21.99 0.40 5
Dihidrobrassicasterol '
y/0 campesterol 22.32 0.50
Poriferasterol y/o
estigmasteroli 22.54 0.54
Clionasterol y/o B—
sitosterol | 23.93 0.38

TRx = Valor medio de los tiempos de retencion
DE = Desviacién astandar de! valor medic de los tiempos de retencion
n = Tamaio 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 al., 1976).

b) En las algas rojas Porphyridium sp. (Duperon et al., 1983) y Gracilaria edulis
(Das y Srinivas, 1992).

¢) En las algas cafés Nitella (Sica et al., 1983 y Wright et al., 1984).

d) En algas verdes Caulerpa taxifolia (Patterson, 1972; Rao y Pullaiah, 1982 y
Akninet et al., 1992), Chiorella ellipsoidea (Duperon et al, 1983), Caulerpa
prolifera, C. racemosa, Bryopsis plumosa, Halimeda tuna, H. incrassata,
Boodleopsis pusilla, Udotea petiolata, Cladophora vagabunda 'y C. rupestris
(Raoy Pullalah 1982; Akninet etal.,, 1992 y Valls et al., 1994).

e} En los dinoflagelados Brareum asbestinum y Glenodinium (Bohlin et al.,
1981).

De hecho, Bergman et al. (1944) mencionan que el clionasterol (LXXIl) es un
compuesto comun en esponjas: Spirastrella inconstans, Anthosigmella varians, Cliona
aprica, C. celata, Cribochalina vasculumy Spheciospongia vesparium (Carballeira et
al., 1989; Doss et al, 1990 y DPN, 1997). Sin embargo, como ya se mencion6
anteriormente, no exlsten datos espectroscopicos completos sobre este compuesto.

Un punto a d|$cut|r es el origen del clionasterol (LXXI), si es o no producido por
la esponja. Es conocido que Xestospongia subtriangularis presenta asociacion
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simbidtica 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 al., 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 lo sintetice:

1) La esponja.

2) La alga verde-azul.

3) La alga verde-azul produzca el precursor y la esponja termine la
sintesis o, 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 algas
junto con otras como las algas verdes dei Género Chlorefla (como ya se menciono,
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, sélo
encontraron clionasterol (LXXI) en los simbiontes en tanto que el colesterol (LIX) fue el
compuesto mayoritario en 1a esponja (en cualquiera de sus tipos de células). Se ha
observado que los esteroles mayoritarios son componentes de la membrana celular
(Doss et al., 1990) y en el caso de Xestospongia subtriangularis, el clionasterol (LXXI)
si es un componente mayoritario, por fo 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).

o 7-OXOCLIONASTEROL (LXXV).

De la fraccion XsFEP'-JL se obtuvo un sdélido de pf. 100-105° y {a]p -46° que se
identificd espectroscépicamente 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 (166\6 cm’’). En su espectro
de RMN 'H a 200 MMz presenta el perfil clasico de un esterol y la comparacién 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 Cy, (Hyo)
se localiza desplazada a campo mas bajo indica que el grupo carbonilo se encuentra
localizado en el nucleo esteroidal.

La multiplicidad y el desplazamiento quimico del protdn vinilico (He 6 5.69, d, J =
2 Hz) proponen que el grupo carbonilo debe localizarse en la posicion siete, y por lo
tanto, debe tratarse del 7-oxoclionasterol (LXXV). La comparacion 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 aseveracioéon, ya que éstos concuerdan casi perfectamente; lo mismo sucede
con los datos en el |R.
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En ef espectro de masas por |E se confirma la presencia de un compuesto de
P.M. 428 que esta de acuerdo para una férmula molecular C2eHseO2 y por lo tanto para
el 7-oxoclionasterol, el patrén de fragmentacién también concuerda con el publicado
por Das y Srinivas (1992) y Notaro et al. (1992).

I

Una caractenstlca peculiar que presenta este compuesto es el hecho de que al
revelar con una solucién Acida de sulfato cérico, éste se toma de color amarillo, por fo
que fue f4cil su detecccién en otras fracciones tales como XsFEP'-JOF, XsFEP’ -JN,
XsFEP-JP, XsFEP-JQ y XsFEP'-M. De las tres ultimas fracciones se purificé el
material por CPP y las fracciones de interés se reunieron para diversos experimentos
de RMN 'H y RMN c. El resultado de estos estudios permitié la asignacion completa
de las senales en RMN 'H y RMN '*C 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 alslado de otras fuentes y del acetato correspondiente de los cuales existe
poca informacién, asi como con su epimero Cos-etil, 8 7-oxositosterol del cual existe un
poco mas de informacién.
|

Como er!i el caso del clionasterol (LXXI} y su epimero el B-sitosterol (LXIX}, la
diferencia entre' sus correspondientes 7-oxo derivados (7-oxoclionasterol LXXV y 7-
oxositosterol) el‘l") RMN 'H radica también en el desplazamiento quimico del grupo
metilo 29 (Hag) que es poco significativo (8 0.85 en el 7-oxoclionasterol LXXV y & 0.84
en el 7-oxositosterol) (Notaro et al,, 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 Hzg, que probablemente se deben a la
pequena dlferenma entre ambos epimeros (A8 ~ 0.007). Asi, Shoolery et al. (1983) y
Greca et al. (1990) registraron un valor de 0.85 ppm para Hz en el 7-oxositosterol en
lugar de 0.84 ppPm. Por el contrario, en el caso de Guerrlero et al. (1993), que también
registra un valor de 0.85 ppm para Hag, pero sus datos de '*C 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 consideraciones también se puede sugerir que el 7-oxo-24-stilcolestero!
aislado por Riccardis et al. (1993) de la esponja Stelodoryx chlorophylla debe ser
tambien el 7-oxoqfionasterol (LXXV).

Se ha sugerido que la presencia de este tipo de compuestos y de otros 7-
oxiesteroles se puede deber a un proceso de oxidacion con el oxigeno del aire durante
el aislamiento y punncacuﬁn o bien durante el almacenaje, referido por algunos autores
como proceso de auto-oxidacion (Schroeder et al., 1980; Das y Srinivas, 1992; Greca
et al. 1990; 1994; ﬁuerriero et al., 1993 y Arreguin-Espinosa et al., 1998).

Lo anterioriesta 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 fraccion inmediatamente de
ser obtenida fue analizada por CCF revelando unicamente la presencia del clionasterol
(LXXD!) 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

113



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 (LXXVIIl y
LXXX) lo que indica que éstos son productos de un proceso de oxidacion 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 fraccion 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 llevara a cabo el proceso
de oxidacién.

En el material de la segunda recolecta el 7-oxoclionasterol (LXXV) sélo se
encontro en el extracto de la esponja seca y no en el extracto metandlico de la esponja
humeda y el rendimiento obtenido fue mucho menor que en el material de la primera
recolecta. En este dltimo el 7-oxoclionasterol (LXXV) correspondié al 0.24 % de la
fraccion de EP de la esponja fresca (XsFEP’), en tanto que en la segunda sdlo
correspondio el 0.014 % del extracto de la esponja seca (Xs2SEP). Ei 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 obtencién de la fraccién Xs2SEP-
J fue a mediados de febrero y ésta se proces6 a mediados de marzo, por lo que el
proceso de oxidacién no se llevd a cabo por un periodo prolongado como en los otros
casos; este hecho se observa mds notoriamente para la fraccién XsSEP y la obtencion
del 7-oxopetrosterol (LXXVIl) en donde se obtuvo un rendimiento del 3.5 % ya que el
tiempo en que se tardé en procesar la muestra fue de casi un ano (ver discusién del 7-
oxopetrosterol, pag. 120).

El tratamiento del 7-oxoclionasterol (LXXV) con Ac;O Y piridina propormoné el
acetato correspondiente (LXXVI) el cual se analizé por RMN 'H y RMN *C. Los datos
conhrmaron las asignaciones hechas, que se pueden observar en las tablas 18 y 19.
En RMN 'H se observa el desplazamiento del protén H, hacia campo méas bajo por la
presencia del grupo AcO en el carbono C; que pas6 de 3.67 ppm en el 7-
oxoclionasterol a 4.72 ppm en el acetato (LXXVI); otro cambic importante es la
aparicion 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 C; en
donde se une el grupo AcO-, observandose en el acetato un desplazamiento a campo
mé&s bajo, de 70.52 ppm a 72.27 ppm. Asi mismo, los carbonos vecinos a éste tales
como Gy, Csy Csse encuentran desplazados a campo més 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 aparicion de una nueva sefal en 170.26 ppm que corresponde al carbono del grupo
carbonilo de! acetato.
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I
o 70y 7B-HIDROXICLIONASTEROL (LXXVHI Y LXXX).

De la fraccién Xs7HC-b se obtuvo un sélido de pf. 136- 137° y [a]p -61.6°. Su
espectro en el IR mostré la absorcion caracteristica que indica la presencia de grupos -
OH en 3607 cm’'. El perfil del 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 Cis Y Ciy en 0.686 y 0.996 ppm;
ademas de Ias:‘ sefales para los metilos secundarios Cz, Cas y Cz; como senales
dobles en 0.937 (J = 7 Hz), 0.812 (J = 7 Hz) y 0.83 ppm (J = 7 Hz); asi como la sefal
tripte para el metilo C,s en 0.851 ppm (J = 7.5 Hz); la presencia de esta dltima indica la
presencia de urfg grupo etilo-a sobre Cas, © sea una configuracion absoluta S en ese
centro quiral, al igual que en el clionasterot (LXXI).

1

En la region de los protones sobre bases oxigenadas, ademas de la sefal en
3.59 ppm, tipica‘del protén sobre la base del alcohol secundario en Cs, se observa otra
senal en 3.88 pém que debe corresponder a la base de otro alcohol secundario.

En la regién de los protones vinilicos, se observa una sefal doble de dobles en
5.60 ppm {J = 5.25 y 2 Hz) que debe corresponder a He; el desplazamiento de esta
sefial a campo méas bajo comparativamente con el clionasterol (LXXI), asi como la
multiplicidad de If,la sefal, permite suponer que el otro alcohol secundario se puede
encontrar en C,. Esto quedd confirmado por la clara correlacion que se observa entre
esta sefal (8 5.60) y la sefal en 3.88 ppm, en el espectro de correlacion homonuclear
'H-'H en dos dimensiones (COSY); por lo tanto, esta Ultima sefal (5 3.88) debe
corresponder a H;. Los datos anteriores concuerdan para el 7a-hidroxiclionasterol
(LXXVIIN, el cual ha sido aislado anteriormente del alga roja Gracilaria edulis (Das vy
Srinivas, 1992). '

[

La presencia de una sefial triple en 5.29 ppm, sugirié la existencia de pequenas
cantidades de otro componente que se identificé como el correspondiente epimero 78-
hidroxiclionasteroll (LXXX), el cual ha sido aislado recientemente de la esponja Cliona
copiosa (Notaro et al., 1992},

El punto de fusién e indice de rotacion optica obtenidos en este trabajo (pf.
136-137° y [o]p -61.6°) son diferentes a los registrados en la literatura para el 7-
hidroxiclionasterol (LXXX) (pf. 157-158° y [oJo -19.5°} y el 7o-hidroxiclionasterol
(LXXVI) (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 78-
hidroxiclionasterol (LXXVIIl 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 Hs: 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.
!
Los datos de RMN '°C para los compuestos 7a y 7B-hidroxiclionastero! (LXXVI!I

y LXXX), confirmah la existencia de los dos epimeros, ya que se observaron senales
duplicadas para la mayoria de ellas, siendo las mas sobresalientes las sefales para C;
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y los carbonos vecinos a éste Cg y Cs que se encuentran a campo mas bajo en el 7B-
hidroxiclionasterol (LXXX) (8¢ 123.92 y 42.29) (diferencias de 158, 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 sefiales son muy
similares ¢ 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 al. (1988), Greca et al.
(1990) y Guerriero et al. (1993) registrados para los epimeros correspondientes 7o y
7B-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
discutio anteriormente los carbonos Cp, Ca1, Cas, Cas ¥ Cog S€ €NCUENtran a campo mas
bajo en tanto que Cz;, Czs, Czs ¥ Car 8 encuentran a campo mas aito en el clionasterol
(LXXI) comparativamente con el B—sitosterol (LXXXIV). Este mismo comportamiento se
presenta en los datos de Guerriero et al. (1993) y en los de este trabajo. Con base en
lo anterior y considerando ademas de que la fuente de obtencion fue una esponja
marina (Corallistes undulfatus), es muy probable que el producto aislado por estos
autores sea 7o- y 7B-hidroxiclionasterol (LXXVIIl y LXXX) y no 7a- y 7PB-
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 férmuia molecular
CasHs0O2. El patrén de fragmentacién resuitd muy similar a lo registrado por Notaro et
al. (1992), Das y Srinivas (1992) y Guerriero et al. (1993). Estos ultimos autores hacen
una distincién en cuanto a la abundancia relativa de los picos de! patrdon de
fragmentacion 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-hidroxiclionasterol {LXXX) el pico base resuitd 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 7o-
hidroxiclionasterol. En este trabajo se observan las dos sefales (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 (LXXVIIl y LXXX) también se aislé 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 proporcion de los epimeros
en la mezcla, en este caso fue casi de 1:1, en tanto que en la fraccion 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 70— y 7P-hidroxisitosterol; de hecho, los primeros
autores llevaron a cabo su separacion 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 7P-hidroxiclionasterol
(LXXVIll y LXXX) y su relacion estructural con el 7-oxoclionasterol (LXXV), se traté una
pequefa cantidad de la mezcla con cromoclorato de piridonio, para obtener el producto
de oxidacion, el cual fue idéntico al 7-oxoclionastero! (LXXV).

|

El tratamiento con AczO y piridina proporcmno los d:acetatos correspondientes
(LXXIX y LXXXI) 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 aicoholes
secundarios (Hs y Hy). La sehal para H; se desplaza de 3.59 a 4.62 ppm mientras que
la sefal para H; (5 3.88) se resolvio de tal manera que se observan dos senales, una
en 5.05 ppm que debe corresponder a Hz, en el diacetato del 7B-hidroxiclionasterol
(LXXX1) y la otra en 4.97 ppm para el Hy en el diacetato del 7o-hidroxiclionasterol
(LXXIX) que es el componente mayoritario (Das y Srinivas, 1992). Las sefales para los
metilos de los acetatos se observaron en 2.03 y 2.05 para el 7o-hidroxiclionasterol
(LXXVIIl) (Das y Srinivas, 1992 sefialan para estos protones valores de 2.01 y 2.04
ppm) y en 2.04'y 2.05 ppm para el 7B- hldroxlchonasterol (LXXX). En este trabajo se
presenta por pnmera vez los datos de RMN 'H del acetato del 7B-hidroxiclionasterol
(LXXX]) y se. confirman los datos de Das y Srinivas (1892) para el 7o-
hidroxic!ionaster‘pl (LXXVII) y su acetato (LXXIX).

|
I

o PETROSTEROL (LXXIII).

I

De la fraccién XsSEP-F de la esponja seca de la primera recolecta se aislo un
solido de pf. 115-117° y [a]o -27.11 el cual fue identificado espectroscépicamente
como petrosterol (LXXI) (Registrados para el petrosterol: pf. 123-125° DNP, 1997 y
[a]o -33.4° Honda et al,, 1996). A dlferenma del clionasterol (LXXI) y sus derivados
oxidados, en el espectro de RMN 'H se observan tres sefales muitiples anchas
aproximadamente en 0.08, 0.15 y 0.45 ppm, lo que indica la presencia de un
ciclopropano en la molécula. Otra diferencia significativa con el clionasterol {LXXI) y
sus derivados, estriba en la ausencia de la sefal triple correspondiente al metilo del
grupo etilo (-CHp-Hz) en Cp, lo que hace suponer que este ultimo debe estar
involucrado de alguna manera en e! ciclopropano; ademds, las sefales para los tres
metilos secundarios de la cadena lateral se observan como sefiales dobles en 0.889 (J
= 7.0 Hz), 0.921 (J = 6.5 Hz) y 1.01 (J = 5.5 Hz) ppm. El resto de las sefales es muy
semejante a las, del clionasterol (LXXI), por lo que se determiné que el nucleo
esteroidal debe ser el mismo; es decir, se observé la presencia de las sefiales de los
metilos terciarios' Cis y C1s como sefiales simples agudas en 0.68 y 1.01 ppm
respectivamente, asi como la sefial ancha en 3.52 ppm correspondiente al proton Hj y
la presencia del doble enlace 5,6 caracterizada por la sefial multiple en 5.4 ppm,
debida ai protén olefinico He.

I

El espectro de masas tanto por FAB™ como por IE muestran un ion molecular de
m/z 412 el cual esté de acuerdo para el petrosterol (LXXIH). El espectro de masas por
IE concuerda con la presencia de una insaturacién en la cadena lateral (CL) (presencia
de un ciclopropano ¢ 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 del 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-H,0]" y [370-Me-H.OT").

21,, 24 26

Ruptura del ciclopropano

El patrén de fragmentacion del resto de la molécula concuerda con los datos
referidos por Sica y Zollo (1978} para el petrosterol (LXXII) aislado de la esponja
marina Petrosia ficiformis.

Con el objeto de establecer la amgnacmn compieta de los desplazamientos
quimicos tanto de RMN 'H como de RMN °C, se realizé una serle de experimentos
que incluyen experimentos de doble resonancia ('H-'H) unidimensionales
(irradiaciones para establecer acoplamientos vicinales), asi como experimentos de
transferencia de polarizacmn { DEPT o APT) para la determinacién de la multiplicidad
de las sefales 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 nimero
de metilos, metilenos metinos y carbonos totalmente sustituidos (CHs, CH,, CH y C) en
la molécula. Se realizaron también experimentos b|d|menS|onales de correlaciéon
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 la estructura para el petrosterol (XXIIl) aislado. Son
particularmente Utiles los experimentos de doble resonancia 'H-'H, que permitieron
confirmar la posicion relativa del ciclopropano y los metilos secundarios en la CL del
petrosterol (XXIIl),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 lo tanto
la senal irradiada (5 1.01) debe de corresponder al metilo secundario sobre
el anillo del ciclopropano (Hz) y la sefal en 0.45 ppm al proton del metino 26
(H2s).

b) La irradiacién inversa, sobre la sefial en 0.45 ppm (Hyg), simplifica la sefial en
1.01 ppm a una sefal simple y afecta también la sefal del metino en 0.13
PPmM (Hzs) v la sefial del metileno en 0.08 y 0.15 ppm confirmando que el
metino 26 soporta un grupo metilo (Cy) y que éste junto con Coe
corresponden a metinos y Cz; a un metileno del anillo det ciclopropano.
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C) La rrraduacnén de la seial del metilo secundario en 0.889 ppm (Hzs) afecta la
sefial muitiple en 0.60 ppm que debe pertenecer a Hza, ya que la irradiacidon
inversa, ademas de simplificar la sefial doble en 0.889 ppm, afecta la sefial
en 0. 13 ppm (Hzs) y la region de 1.24 a 1.32 ppm donde se encuentra Hzg, Io
anterlor indica que C,s se encuentra como un metilo en Cz4 y confirma que
Cozs es un metino del ciclopropano.

d) La irradiacion de la sefial del metilo en 0.921 ppm (Hz) afecta la region 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 Hy
con Ha,.

e) Las irradiaciones de los hidrégenos del metileno del ciclopropano (Hz7) en
0.08 y 0.15 ppm, afectan las seinales asignada a los metinos Hzs y Hzs.

f) La irradiacién del protén vinilico Hg (8 5.35) simplifica la sefial en 1.97 y 1.48

ppm que deben pertenecer a los protones H; y ademas a la sefal en 2.23
ppm asignada a H, axial, lo que confirma el acoplamiento a larga distancia
con éste

Q) Fmalmente la irradiacion de H; {8 3.52) simplifica ambas sefales de H, y las
senales de H>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 al. (1978) con base en el andlisis de difraccion de rayos X del
derivado p-bromobenzoato Posteriormente este compuesto ha sido aislado de otras
especies de esponjas, la mayoria relacionadas con el Género Xestospongia como los
géneros Petrosia (P. hebes), Haliclona (Haliclona sp.) y Cribrochalina (C. vasculum)
(Doss et al,, 1990 y Carballeira y Reyes, 1990) y ha sido sintetizado por Proudfoot y
Djerassi (1984) y: por Honda et al. (1996). Sin embargo, a pesar de haber sido aislado
en varias ocaswnes y de haber sido sintetizado, no existen datos espectroscépicos
compietos de RMN H ni RMN °C.

En lo que respecta a RMN 'H sélo existen datos de las sefiales mas
sobresalientes; ademds, algunos trabajos como los de Sica y Zolio (1978) y Carballeira
y Reyes (1990) presentan errores y ambigliedades en la asignacién de algunas de las
senales, asi como en los datos del acetato correspondiente (LXXIV) (Proudfoot y
Djerassi, 1984). |

En este trabajo se lleva a cabo por prlmera vez la asignacién completa de los
desplazamientos quimicos tanto de RMN 'H como °C para el petrosterol (LXXIIN; en [a
tabla 17, es evidente que el niiclec esteroidal es el mismo entre el clionasterot (LXXI)
(Tablas 15 y 16) y'el petrosterol (LXXIIl); y que las diferencias se dan en la CL, mas
notoriamente, a partrr de los carbonos Cy; a Czgdebido a la presencia del ciclopropano.

|

La acetilacién del petrosterol (LXXIl) 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, aI llevar a cabo el anélisis por CG/EM resulté como
en los casos anteriores, una mezcla donde el componente mayoritario fue petrosterol
(77.80 %), seguido'de otros esteroles en cantidades minoritarias como brassicasteroi
y/o crinosterol (2. 98, %) dihidrobrassicasterol y/o campesterol (2.64 %), colesterol (2.19
%) y desmosterol (1 06 %) (Tabla 13). En este estudio también se encontraron

|
b
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compuestos generados por la descomposicion 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 quimiotaxomémica como lo establecieron Fromont et al. (1994):

o Petrosia ficiformis posee petrosterol en un 60 %.
o Petrosia hebes posee petrosterol y hebesterol en un 50.6 %.
o Calix nicaensis posee calysterol en un 52 %.

Estos mismos autores consideran como una excepcién a esta regla a varios
generos, incluyendo al Género Xestospongia; sin embargo en 1994 y 1996 se
encontraron los compuestos lamados 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 al.,, 1994; Iguchi et al., 1994 y Kobayashi et al.,
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 recolectéd en el mismo sitio y en fechas
similares; tampoco se encontré algun compuesto derivado que diera evidencia de que
haya estado presente y que se hubiera modificado durante el proceso de extraccion
y/o purificacién. Okano et al. (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
reunio sin hacer excepcion de la forma, tamafio y lugar de recolecta (dentro o fuera de
la laguna arrecifal) por lo que es totalmente un evento azaroso que e! 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 discusion.

o 7-OXOPETROSTEROL (LXXVI).

El 7-oxopetrosterol (LXXVII) se aislo de la fraccion XsSEP-FIb como un sélido
de pf. 116-117° y [a]p -77.56°.

Como en el caso del 7-oxoclionasterol (LXXV), el 7-oxopetrosterol (LXXVI) se
caracteriza por una mancha de color amarillo en CCF al ser revelado con una solucién
acida de sulfato cérico. Esta caracteristica permitié que este compuesto fuera
detectado rapidamente en las diferentes fracciones analizadas.

El espectro de RMN 'H a 200 MHz muestra similitud con el petrosterol (LXXIII)

en lo que se refiere a las sefales que corresponden al ciclopropano de la CL: sin
embargo, como en el caso del 7-oxoclionasterol (LXXV), la sefal aguda
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correspondlente a los protones del grupo metilo angular sobre Cio (Hig) se encuentra
desplazado a campo mas bajo comparado con el petrosterol (LXXIll) {(de 1.01 ppm a
1.20 ppm). Si se comparan los datos del 7-oxoclionasterol (LXXV) con el 7-
oxopetrosterol. (LXXVIl) se observa que los desplazamientos quimicos son muy
similares en lo que se refiere al nucleo esteroidal; sin embargo en los correspondientes
a la CL existen diferencias en especial de los protones de los carbonos del Cz al Cag;
lo que confirma que el rilicleo esteroidal es el mismo y que, la CL es igual a la del
petrosterol (LXXII).

El espectro de masas por IE concuerda con lo anterior; ya que en el se observa
un ion molecular M* de m/z 426 que corresponde a una férmula molecular de CzgHas0z,
de acuerdo con ‘el 7-oxopetrosterol (LXXVII); el patrén 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 de! mclopropano entre 10s carbonos Cz-Cas ¥ C27-C2s ¥ los Ultimos dos se
relacionan con ésta ruptura ([384-Me]" y [384-Me- -H,01"); ademés de los picos de m/z
205, 192, 187, 174y 161 (Das y Srinivas, 1992).

Los dlversos estudios espectrocéplcos por RMN permitieron asignar todos los
desplazamlentos 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 €l caso
del petrosterol (LXXIII) fueron especialmente Utiles en la determinacién de la posicion
relativa de los metilos secundarios en la cadena lateral, como se explica a
continuacion: !

0

a) La irradiacién de la sefial doble en 1.01 ppm (Hzs) simplifica la senal en 0.45
ppm (Hzs).

b) La irradiacion inversa (Hzs, 8 0.45), convierte la senal doble en 1.01 ppm a
una senal simple y afecta las sehales en 0.13, 0.08 y 0.15 ppm
correspondientes al anillo del ciclopropano.

c) Las irradiaciones en 1.36 (Hx) y 0.60 ppm (Hz.), simplifican las sefales
dobles en 0.93(Hz4) v 0.89 ppm (Hzs) a sefales simples.

d) Las irradiaciones sobre Hs; (3.68 ppm), modifican las senales de los protones
Hs Yy Hy.:

e) La irradiacién sobre Hg (5.69 ppm), sampllflca la seial de Hs en 2.40 ppm
comprobando la existencia del acoplamiento a larga distancia de Hg con H,
axial.

o 7oy 78-HIDROXIPETROSTEROL (LXXXil y LXXH).

La mezcla del 70~ y 7B-hidroxipetrosterol (LXXXII y LXXXHI) se aislé como un
sélido de pf. 122-124° y [a]o -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 (LXXIl) ya que se observan sefales
muy semejantes para un ciclopropano en la cadena lateral en la misma posiciéon que
éste; en cambio, | las sefales correspondientes al nacleo esteroidal son muy
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semejantes a las descritas para el 7a- y 7B-hidroxi-clionasterol (LXXVIIl 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 H,.

La diferencia principal entre estos dos compuestos radica en el desplazamiento
quimico de Hs, en donde para el 7a-hidroxipetrosterol (LXXXIl) se localiza a campo
mas bajo (5.61 ppm) como una sefial doble de dobles (J = 5.5y 2.0 Hz), en tanto que
para su epimero 7B-hidroxipetrosterol (LXXXII), se encuentra a campo mas alto (5.29
ppm), como una sefal triple (J = 2 Hz) concordando con los desplazamientos del
mismo Hs de ios otros 7o~ y 7B-hidroxiesteroles.

En cuanto al andlisis 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 nicleo esteroidal si los hay especiaimente
en el C; y carbonos vecinos a éste; es decir, los carbonos Cs, Cs, C7 y Cs s
encuentran a campo mas bajo, en tanto que el Cy se encuentra a campo mas alto en el
7a~y 7f-hidroxipetrosterol (LXXXIl y LXXXIII}, encontrandose la mayor diferencia en el
C; en donde de 31.92 ppm en el petrosterol (LXXI) se desplaza a 65.36 (7o-
hidroxipetrosterol) 6 73.37 ppm (7B-hidroxipetrosterol). Como en el caso de la mezcla
del 7o~y 7B-hidroxiclionasterol (LXXVIIl 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 C; y
los carbonos vecinos a éste, ya que los carbonos Cq, Cr Cs y Co se encuentran a
campo mas alto en el 7o-hidroxipetrosterol (LXXXN) en tanto que el carbono C; se
encuentra a campo mas bajo. Nuevamente la maxima diferencia se observa en e
carbono C; (Tablas 20 y 21).

El EM-IE esta de acuerdo con la estructura; presenté un ion molecular de m/z
428 que concuerda una férmula molecular CagHe0, 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
menciond, 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 7o— y 7B-hidroxiesteroles;
{son las sefales mas sobresalientes del 7a— y 7B-hidroxiclionasterol, LXXVIIl 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 (LXXXIIl}; asi tenemos que
en la fraccion XsSEP-FKc, la proporcién 7a y 7B-hidroxipetrosterol 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 posicion siete se puede

atribuir en parte como en los casos discutidos anteriormente a un proceso de oxidacién
durante el proceso de extraccién, purificacion y almacenamiento de las muestras.
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Es |mportante sefialar que estos dos compuestos el 7a— y 7B-hidroxipetrosterol
{(LXXXIy LXXXtII) asi como el 7-oxopetrosterol (LXXVII) se describen por primera vez
para el Género Xestospongia y para el Phylum Porifera; de hecho, también dentro de
la quimica orgdnica, 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 daversos compendios de trabajos quimicos en organismos marinos.

ACTIVIDADES COMPLEMENTARIAS.

Con la fmalldad de obtener de forma paralela resultados comparativos por
CG/EM de las diferentes muestras estudiadas, éstas fueron enviadas al Lab. de
Quimica organlca, 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 los
componentes dellas 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 rmodo, aunque el contenido de la muestra, es decir su analisis
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, o 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 modo, se puede decir que los datos si fueron comparables y

permitieron entonces reafirmar que la elucidacion fue correcta.

Otro hecho,que es importante resaitar es que las muestras acetiladas muestran
un mayor detallel o se resuelven de manera mas salisfactoria que aquellas no
acetiladas; este hecho se pudo observar en este espectrometro ya que se analizaron
ambos tipos de esteroles, lo cual no se realizé con el espectrometro del IQ.
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 p-sitosterol
(LXIX}, los cuales como ya se expllcé fueron los mismos.

VALORACION BIOLOGICA
(ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA)

El hecho dé que todas las pruebas hallan resuitado 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 microbiolégica.
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Dos fendmenos 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,
io que repercute en muchos casos que la mezcla total no presente actividad (Vanden y
Vlietink, 1991). La segunda, es el 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 ef 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 observacion de manera mas amplia.

El hecho de que la mayoria de compuestos aislados 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 bioldgica sobre éstas. Por esta
razon se realizé una revisién en la literatura para tener una mejor conceptualizacién de
la posible actividad biologica de estos compuestos, ya sea antimicrobiana o de otra
naturaleza.

o CLIONASTEROL (LXXI).

La actividad bioldgica de este compuesto en este trabajo se dirigié a un estudio
sobre actividad antimicrobiana, la cual resultdé 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 encontrd se refiere
al acetato de clionasterol (LXXIl), 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 llegé al estado de pupa (lkan et al., 1971).

Sin embargo, nuevos estudios del epimero C.s, 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 pulmon y rifién en conejo
(Hotfmann y Klocking, 1988); sobre actividad anti-incrustante (antifouling) contra
cianofitas, crisofitas y clorofitas (Aliotta et al, 1990); sobre la permeabilidad de
membrana (Marsan et al, 1996) y sobre el enriquecimiento en la proliferacién in vitro
de la respuesta de las células T y NK (Bovic et al.1996).

o 7-OXOCLIONASTEROL (LXXV).

Debido a la poca cantidad que se aisi®é de este compuesto no pudieron
realizarse las pruebas de actividad antimicrobiana. Haciendo una revision en la
literatura con respecto a este punto se encontrd que este compuesto sélo ha sido
aislado de fuentes marinas:
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a) De Gracﬂana edulis (alga roja) como 3B-hidroxiporiferasta-5-en-7-ona (Das y
Srinivas, 1992).

b) De Cliona copiosa (esponja marina) como 245-3p-hidroxi-24-etil-coles-5-en-
7-ona én mezcla con su Cy4 epimero (Notaro et al., 1992).

¢) De Corallistes undulatus (esponja marina) como 7-oxositosterol (Guerriero et
al, 1993).

En este ultlmo trabajo se encontré una referencia sobre la actividad biologica: el
extracto de DCM {de donde se aislé al 7-oxoclionasterol, LXXV), inhibid el crecimiento
de células KB y Pagg en un 100 y 34 % respectivamente a concentracion 10 pg/mi; este
mismo extractono presenté actividad antimicrobiana, antifingica ni herbicida; pero, no
se realizaron pruebas con los compuestos puros.

De estoé compuesto no se encontr6 mayor informacion; sin embargo, otros
estudios realizados sobre el epimero Cos correspondiente, 7-oxositosterol y de otros 7-
oxoesteroles dejan abierta |a posibilidad de potencialidad de este tipo de compuesto:

a) E! extracto de EP y éter de la planta terrestre Euphorbia fischeriana presenté
actividad antltumoral 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 aisiados (Schroeder et al., 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-oxositosterol mostré valores significativos contra la actividad de los
hongos patégenos Puccinia striifformis y P. hordei en hojas de trigo y cebada; sin
embargo, los autores no dan datos precisos de su actividad (Schabdach et al., 1995).

d} El 7- oxosntosterol estimula la germinacién y el crec:mlento del tallo de la
planta Lactuca sar:va en un 4 y 22 % a concentraciones de 10° My 10® M; asi como la
germinacion y el crecumlento de la raiz de las plantas Hordeum vuigqare y Aﬂ:um cepa
en un 52 y 8 % parala primeray un 4y 8 % para la segunda a 10" My 107 M ya 107
My 107 respectlvamente 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 mvestlgacnon

o 7o- y 7B-HIDROXICLIONASTEROL (LXXVIII Y LXXX).

En lo que respecta a la actividad biologica de la mezcla del 70— y 7p-
hidroxiclionasterol (LXXVIH] y LXXX), en este trabajo no se pudieron realizar las
pruebas de actividad antimicrobiana correspondientes, debido principlamente a que se
obtuvo una pequena cantidad de mezcla.

Sin embargo haciendo una revision bibliogratfica se encontré que estos dos
compuestos si poseen alguna actividad biolégica, 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 aislé 7a-hidroxiclionasterol (LXXVII) (Das y
Srinivas, 1992).

b) De Cliona copiosa (esponja marina) se aislé 7p-hidroxiclionasterol (LXXX)
(Notaro et al., 1992).

c) De Corallistes undulatus (esponja marina) se aisldé 7o- y 7B-
hidroxiclionastero! (LXXVIIl y LXXX) (Guerriero et al., 1993).

Esta ultima cita es el Unico trabajo en donde se encontré una referencia sobre
la actividad biologica: el extracto de DCM (en donde se aislé al 7a- y 7f-
hidroxiclionasterol, LXXVIII y LXXX), inhibi¢ el crecimiento de celulas KB y Pags €n un
100 y 34 % respectivamente a concentracién 10 pg/ml; este mismo extracto no
presentd actividad antimicrobiana, antifingica ni herbicida; pero, no se hicieron
pruebas con los compuestos puros.

Sin embargo, en cuanto a los Cgs-etil epimeros, 7o~ 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 7o-
y 7B-hidroxiesteroles en los que se incluyen el 7o- y 7B-hidroxisitosterol, pero
nuevamente, no se realizaron las pruebas con los compuestos aislados (Schroeder et
al., 1980).

b) El 7a-hidroxisitosterol presentd actividad fibrinolitica (inhibe la coagulacion de
la sangre) a concentraciones mayores de 0.1 mg/ml. Este fue extraido de la planta
terrestre Spatholobus suberetus (Fukuyama et al., 1988).

¢) 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) ElI 7o-hidroxisitosterol presenté actividad inductora sobre las células de
leucemia humana HL-60 reduciendo en un 75 % el NBT a una concentracion de 5
ug/mi. El 7B-hidroxisitosterol no presenté esta actividad (Rui y Lianniang, 1993).

e) El 7o~ y 7B-hidroxisitosterol mostraron valores significativos contra la
actividad de los hongos patégenos Puccinia striiformis y P. hordei en hojas de trigo y
cebada con un porcentaje de resistencia de 39 a 49 % (Schabdach et al,, 1995).

f) El 7a-hidroxisitosterol estimula la germinacién en un 2, 44 y 10 % sobre las
plantas Lactuca sativa, Hordeum vulgare y Allium cepa a concentraciones de 10° M,
105 My 107 My 107 M respectivamente. También estimula el crecimiento del tailo de
la primera y tercera planta en un 13y 5 % a 10° My 10° M respectivamente y el
crecimiento de raiz en la segunda y en la tercera plantaenun 9y 11 % a 10° My 10°
M, respectivamente. E! 7B-hidroxisitosterol estimula la germinacion en las tres en un 4,
72y 10 % a 10° 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 concentracion
de 107y el crecimiento de raiz en la segunda y en la tercera planta enun 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
7o~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 (LXXVIIl y LXXX)
como compuestos de interés potencial en estos campos de la investigacion.

0 PETFlI.OSTEROL (LXXIN).

Debido ‘a la poca cantidad de materia! obtenido no se pudieron realizar las
pruebas correspondlentes para conocer si este compuesto presenta algun efecto
antimicrobiano.. Una observacion que llama la atencidon es que existen otros
compuestos con presencia de ciclopropano en la cadena lateral en 26-27 y con la
misma estereoquumtca que el petrosterol (LXXIIl) 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. (acnwad cancerigena, antitumoral y citotoxica sobre células KB y Liz210)
{Anexo C); sin embargo para afirmar esto se requieren de mayores estudios sobre
este campo. :

o 7-oxo#ETROSTER0L (LXXVII).

Debido nuevamente a la poca cantidad que se obtuvo de este compuesto,
tampoco se pudleron 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 no existe ningln antecedente de su actividad biolégica como en los
otros casos; sin embargo su potencialidad queda para ser analizada ya que en su
molécula conjuga: dos caracteristicas de interés: un grupo cetonico en el nucleo
esteroidal y un ciclo propano en la CL; siendo entonces un compuesto atractivo para
diferentes pruebas biologicas. De ahi se desprende el interés de conseguir mas de
este tipo de compuesto de una fuente natural, aunque no queda descartada la
posibilidad de sintetizarlo.

s 7a- y 7B-HIDROXIPETROSTEROL (LXXXIl Y LXXXIII).

Nuevamente, debido a la poca cantidad de material obtenido de esta mezcla
del 7a- y 7P-hidroxipetrosterol (LXXXII y LXXXIIl), 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 70— y 7f-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
C; vy la segunda, la pi;esencia de un ciclopropano en la cadena lateral.
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CONCLUSIONES

Del presente trabajo se concluye:

¢

{a redescripcion de la esponja Xestospongia subtriangularis ratificd la
correspondiente de Green et al. (1986); sin embargo, aportd nueva
informacién en lo que se refiere a su forma, tamado, color, caracteristicas dei
esqueleto ectosomal y endosomal, asi como de su distribucién y abundancia.

Las caracteristicas morfol6gicas y morfométricas tanto de la parte externa de
la esponja como de su esqueleto hacen a Xestospongia subltriangularis
categoéricamente 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 composicion tanto
cualitativamente como cuantitativamente.

Existen también diferencias en la composicién quimica de cada una de las
recolectas dependiendo del método de extraccion y de la eficiencia del
mismo (esponja humeda y seca).

De la esponja procesada himeda (extraccion con MeOH), se aislaron
hidrocarburos, ésteres metilicos de acidos grasos, acidos grasos y esteroles
(clionasterol, 7-oxoclionasterol, 7a- y 7B-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 esteroles (1a. Recolecta:
petrosterol, 7-oxopetrosterol, 7a- y 7B-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 dificuitad 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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|. ANTECEDENTES SOBRE LA OBTENCION DE COMPUESTOS QUIMICOS
DE OTRAS ESPECIES DEL GENERO Xestospongia

AREA DE
RECOLECTA

COMPUESTOS

METODO DE OBTENCION

REFERENCIA

-1 -Canal Manila, sla™ |

Mindoro, Filipinas.

OBTENIDOS

Esponja seca-congelada,-extraccion-con Ay MeOH-sucesivaments, el Tesiduo fue fraécionado |

con nFBUOH. La fraccidn de n-BuOH se sometid a CC Silica-Ge! (DCM-MeOH 9:1). De ésta
las fracciones mas polares se les quitd la Chi y se disohvieron en un minimo de MeOH; el

Edrada. 1996.
J.Nat. Prod.

Prof. = 25-30 m. 64, 65, 66, 67, 68 sobrenadante fue secado y cromatografiado en Sitica-60 (DCM-#PrOH-0.5 % NH,OH) dande 59(11):1056-1060
Abril, 1994. compueslos de interés; fo que no disolvid precipitd.
Las fracciones mas polares se analizaron por HPLC y uv.
El extracto MeOH-¢-CH,y de la esponja fue fraccionado con AcOEL, n-BuOH y fraccion Shoji et al., 1992.
Okinawa 192,193 acuosa. Las dos primeras fracciones se reunieron y se sometieron a CC Silica-Gel seguido de J.0rg.Chem.
CC Sephadex LH-20, seguido de HPLC fase reversa. 57: 2996-2997
Takei of al., 1993.
Okinawa 192,193 Experientia 49:
Esponja seca-congelada, extraccién con CHCl,. El extracto sé trat6 con carbdn, se concentrd 145-149

Isla Orfeus e Islas
Bajas {Arrecife de la

131,132, 134, 139,
141,142, 143, 144,

y se sometié a una CC FlorlsivSilica-Gel (Hex-dietiléter 7:3), obleniéndose la fraccidn lipidica.
Esla se sometid a HPLC fase nommal y fase reversa en serie y cada fraccion obtenida fue

Fromort et al, 1994

Gran Barrera). 149, 158, 163, 164, | analizada por CG. Biochem. Syst.Ecol.
Australia. 179, 180, 185, 190 22 (7): 735752
Prof. =15 m ’
Esponja congelada, liofilizada y axtraida con MeOH. El extracto se fraccioné con Hex, CCly, | Mckee e Ireland. 1987.
Isla Sand, Suva CHCl3 y MeOH. La fraccién de CHCI, se sometié a CC Sephadex LH-20 (MeOH- CHCI, 1:1), J. Nat.Prod.
Harbor e Isla Fiji 114,122 sequido por HPLC. 50(4): 754-756
Prof.=2 m
Esponja congelada, fiofilizada y extraida con MeOH. El extracto se fraccioné con Hex, CCl,.
CHCl, y MeOH. La fraccion de CHCI, se somstié a cromatografia Flash Silica-Gel (MeOH- Davidson, 1992.
Ista Sand, Suva 114, 120, CHCly 1:1), de ésta, la fraccidn lipotilica se recromatogratié en Flash lase reversa Ci,, ¥ las Tetrahedron Lell.
Harbor e Isla Fiji 122, 124 fracciones mas polares se sometieron a CC Sephadex LH-20 (MeQH-CHCI; 1:1), seguido de 33(26): 3721-3724
Prol.=5 m CC Flash fase reversa C,y v luego HPLC. )
131, 132, 134, 139, Esponja seca-congelada, exiraccién con CHCl,. El extracto se tratd con carbon, se concentrd
Nueva Zelanda 142, 143, 147, 149, | y se somelié a una CC Florisi/Silica-Gel (Hex-dietiléter 7:3), obleniénciose la fraccion lipidica. Fromont ef al., 1994
Pfor. = 30m 153, 156, 154, 157, | Esta se somelié a HPLC fase normal y fase reversa en serie y cada fraccién oblenida fue Biochem.Syst.Ecol.

179, 180, 181, 184,
185, 189

analizada por CG.

22 (7): 735-752
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ESPECIE AREA DE COMPUESTOS METODO DE OBTENCION REFERENCIA
RECOLECTA QBTENIDOS
Esponja congelada, edraccién con MeOH-CHCY; (2:1). El extracto fue concentrado y 1a
fraccion de suspensidn acuosa se extrajo con AcOEL El extracto de AcOEL se | Sakemief al., 1990
Xastospongia Al suroeste de la isla cromatografié en un contador centrifugo (Hept-DCM-MeCN 10:3:7). Las fracciones 3y 4 J.Nat.Prod. 53(4)
wiedenmayen Acklin, Bahamas. - 41,42, 43 se reunieron, se sometieron a HPLC fase reversa C,y (MeOH) y en columna aming. La 995-999
Prof. = 21-27 m fraccién 5 se purificé en HPLC fase reversa C,s, Sucesivamente en cromatografia Silica-
Gel {Hept-AcOE! 1:1).
Esponja fresca, exraccion con MeOH (45 %). El extracto acuoso-metandlico tue AN et af., 1993.
Xestospongia Vanuatd fraccionado en Hex, CCl, y DCM y los remanentes solubles en H:O se extrajeron con J.Org.Chem.
cf. carbonaria Marzo, 1990 107, 126 BuUOH. La fraccién de DCM se sometié a CC Flash (DCM-MeOH). La fraccion 1 se 58(18): 4871-4880
purificd y la fraccion 2 se sometid a HPLC fase reversa (MeOH 70 %}.
Esponja fresca, exraccion con MeOH {45 %). El exracto acuocso-metandiico fue
fraccionado en Hex, CCL, y DCM y los remanentes solubles en HpQ se exirajeron con
Laguna Benga, BUOH. La fraccion de DCM se sometid a CC Flash (Hex-AcOE!). Las fracciones 2-5 s¢ Alvi et af,, 1993.
Xestospongia ista Fiji 104, 105, 106, 107, | sometiron a HPLC (Hex-AcOE1 1:1); las fracciones 8-10 se sometieron a HPLC fase 4.0rg.Chem,
ct, carbonana Prof. =24-33m 108, 109, 111, 125, | normal {Hex-AcOEt 1:1}; las fracciones 6-7 se sometieron a placa circular (MeOH-DCM 58(18): 4871-4880
Energ, 1991 127 0.5:9.5) y la fraccidn 1 también se sometio a placa circular Hex-AcOEL 9:1). La fraccion
de BuOH también se purificé.
Esponja congelada, liofilizada y pulverizada; extraccion en un soxhlet con EP durante 24 Coval et al., 1995
Xestospongia Al noroeste de la Isla hrs. El exiracto se concentrd y se sometid a una CC Silica-Gel {Hept-Hept/CHCI; 1:4). La Bioorg.Med.
cf. wiedenmayeri Crooked, Bahamas. 128, 129, 130 fraccion 1y 2 se obluvieron ya puras; la fraccion 3 se recromatografié en ias mismas Chem.Lett.
Prof.=37m condiciones, y la fraccién 4 se recromatografié (Hept-CHCY, 1:1 hasta CHCL,-MeOH 8:1). 5{6): 605610
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Il. ANTECEDENTES SOBRE LA OBTENCION DE COMPUESTOS QUIMICOS
EN LA ESPONJA MARINA Xestospongia exigua

Agosto, 1977 y 1981,

fue cromatografiado sobre Bio-Beads S-Xa, seguido de Biol-Sil A y luego HPLC .

AREA DE COMPUESTOS METODO DE OBTENCION REFERENCIA
RECOLECTA OBTENIDOS
| Margel Surde China, 131,132, 134, 139, 142, 144, | Esponja seca, extraccion con A en un extractor soxhlet. El extracto de A se sometié a CC en Sflica. La fraccion Lietal, 1981.
Provincia de Kuang-xi 145, 148, 149 150, 157, 163, | de esteroles se sometié a TLC-preparativa obteniéndose los diferentes esteroles. J.Am.Chem. Soc.
177 103:115-119
Palau y oeste de las Roll et 2/, 1983.
Istas Carolina. 104 Esponja licfilizada, extraccién a temperatura ambiente con Hex, benceno, DCM y EtOH. El extracto bencénico J.Am.Chem.Soc.

105: 6177-6178

Acidos grasos totales: Cia.

Esponja congelada; 1) 50 g macerada con CHCl,-MaOH (2:1), filtrada, Javada con KCI (0.05 N} y secada con

Arracite Britomart {12
m), Ista Orfeus (S m)y
Darwin, Australia.

131,132, 134, 143, 149, 164,
168, 177, 181, 188

somatié a una CC FlorisilVSilica-Gal (Hex-dietiléter 7:3) , obteniéndose la fraccién lipidica. Esta se somelié a
HPLC fase normal y fase reversa en serie y cada fraccion oblenida fue analizada por CG/EM.

Palau y Cis. Cis, Cig. Cis, C20. Caa Na,S0,. 2) 71 g percolacién con DCM. 3) 50 g percolacidn gradual OCM, MeOH y DCM-MeOH, lavados con | Bergquist ef al,, 1984.
Nueva Guirea ' ' ’ ' ' " | KCI (0.05 N}. Cada lole fue concentrado y metilado por el método de Carreau-Dubacq. Los ésteres metilicos Biochem.Syst. Ecol.
{dragado o buceo) Cas Y Cos. fueron purificados con disolventes de diferente potaridad, seguido de un andlisis por HPLC y CG. Para obtener el 12(1): 63-84
Ramificados: Cy5, C1a. Cig Y | grado de saturacion se hizo reaccion de hidrogenacién seguido del andlisis por CG.
Cpp. Otros da cadena inusyal.
Nakagawa et al.,
1984, Tetrahedron Lett.
Australia 85, 86, 88, 89 No mencionan nada con respecto a este punto. 25(30):
3227-3230
Kobayashi e! al.,
1985.Tetrahedron Lett.
Hawai 104 No mencionan nada con respecto a aste punto. 26(32):
3833-3836
Kobayashi et al., 1989.
Chem. Pharm.Buli.
Australia 85 No mencionan nada con respecto a aste punto, 37(6): 1676-1678
Isla Magnetic (S m); 10 g de la esponja seco-congelada, extraccidon con CHCI,. E! extracto se tratd con carbn, se concentrd y se Fromont ef al,, 1994

Biochem Syst. Ecol.
22(7): 735-752
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Il. ANTECEDENTES SOBRE LA OBTENCION DE COMPUESTOS QUIMICOS

EN LA ESPONJA MARINA Xestospongia ingens

AREA DE COMPUESTOS
RECOLECTA OBTENIDOS METODO DE OBTENCION REFERENCIA
Cerca de Sek
Point, Madang, Esponja fresca, extraccién con MeOH . Repetida fraccionacién del extracto metandlico Kong et al., 1994
Papua, Nueva 72 por Sephadex LH-20 (AcOEt-MeOH-H50 40:10:4). Tetrahedron Lett.
Guinea 35(11): 1643-1646
Prof. = 15-20 m
Esponja congelada, extraccidn con MeOH y fraccionacién con solucién acuosa de Hex-
Cerca de Sek AcOEL. La fraccién de Hex se somete a cromatografia Flash (AcOEt-Hex-ProNH 50:50:1 |  Kong et al, 1994
Point, Madang, 79, 80 a AcOEt-Hex 1:1). La fraccién de AcOEt se someti6é a cromatografia Sephadex LH-20 Tetrahedron
Papgsi,ni::eva (Ac?Et-MeOH-HQO 40:10:4.) sequido de cromatografia Flash (AcOEt) y luego su 615:?;2;344
purificacion en TLC (AcOE!-iPraNH 92:8).
Cerca de Sek Esponja congelada, extraccion con MeOH y fraccionacién con solucién acuosa de Hex- | Kongy Andersen.
Point, Madang, 84 AcOE! La fraccién de Hex se somete a cromatografia Flash Silica-Gel (AcOEt-Hex 1:8 a 1994
Papua, Nueva AcOEt-Hex 1:1), seguido de HPLC fase normal (AcOEt-Hex-ProNH 98.4:1.5:0.1). J.Am.Chem.Soc.
Guinea 116: 6007-6008
Esponja congelada, extraccion con MeOH y fraccionacién con solucién acuosa de Hex-
AcOEt. La fraccion de Hex se somete a cromatografia Flash Silica-Gel (A¢cOEt-Hex 1:9 a
AcOEt-Hex 1:1) obteniéndose 3 fracciones. La fraccién de ACOEt se sometid a
Cerca de Sek cromatografia Sephadex LH-20 (ACOEVMeOH-MeOH-HxO 40:10:4) obteniéndose 3| Kongy Andersen.
Point, Madang, 72,73,74,76, | fracciones: la primera en estado puro; la segunda se purificé por recromatografia 1995
Pape. Nueva [ 77, 2‘3' ;’33' 80. | sephadex LH-20 (ACOEYMeOH-MeOH-H;O 40:5:2), seguido de TLC Silica-preparativa | Ig‘f agggg";-g o6
Enu;g;; ' (AcOEI-MeOH 75:25); y la tercera se purificé por recromatografié en las mismas o). i

condiciones seguido de HPLC fase normal (AcOEt-Hex-ProNH y/o MeOH} y
recristalizacién con MeOH. El residuo de la cristalizaciéon fue acetilado.
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IV. ANTECEDENTES SOBRE LA OBTENCION DE COMPUESTOS QUIMICOS

EN LA ESPONJA MARINA Xestospongia muta

AREA DE COMPUESTOS )
RECOLECTA OBTENIDOS METODO DE OBTENCION REFERENCIA
Esponja fresca, macerada con FPrOH, se concentrd y se disovié en H,O extrayéndose con DCM. El extracto de DCM se | Schmilz y Gopichand.
Summertand Key, 24 fracciond de acuerdo a Kupchan y la fraccién de CCl, se cromatograti6 en Silica-Gel dando un 4cido inestable el cual se 1978. Telrahedron
Florida astarificd con CH;N.. o — . —=— .}=Leil. (39} 3637-3640—
Arrecife Esponja congelada, macerada con MeCH. El extracto metandiico se concentrd y se fracciond en éler y H;O, aislandose la Kokke of al., 1979.
Lighthouse, Belice 131,158,187 fraccitn de esteroles, la cual se purificd en cromatogratia Silica-Gel, se acetild y se traté por TLC-argéntica y por HPLC | J.Org.Chem. 44(19}):
fase reversa. 3385-3388
131,132, 134, 139, 140,
141, 142, 144, 145, Esponja congelada, homogenizada. Extraccion con CHCly, MeOH y H.0. El exracto de CHCIy se sometié a una CC Li et al.,, 1981,

Barbados 146, 148, 149, 155, 160, | Silica-Gel; 1a fraccidn de Hex-Eter (1:1) conlenfa los esteroles libres, los cuales fueron acetilados y separados por TLC- J.Am.Chem. 103:

161, 162, 164, 176, 177 | argéntica (Hex-¢-CHj; 3:2) y saponificados con NaOH-MeQOH. 115-119
Cercadela 1,2,3,4,56,7,8,9,

Parguera, Hidrocarburos Esponja fresca macerada con CHCl,-MeOH (1:1), obteniéndase una fraccién total de lipides la cual se sometié a una | Carballeira el al., 1988.
Puerto Rico ramificados y de cadena | cromatografia con NH,-OH tratado con 4cido silicico (100-200 de malla). La fraccién de lipidos neutros se semetié a CC Mar.Chem.
Marzo, 1986 inusual (IB e IC} (Hex-Eter 1:1), en donde las primeras fracciones fueron analizadas por CG/EM. 24:193-198

i Esponja fresca macerada con CHCl,-MeOH (1:1), obteniéndose una fraccién total de lipidos la cual se sometid a una
Cercadela Acidos grasos totales cromatografia con NH,-OH tratado con &cido silicico {100-200 de malla). La fraccion de acil-grasos se obtuvieron como Carbalieiray

Parguera, C14-Ca1 ¥ Czs. Da cadena | metit ésteres por reaccion con metanai y cloro-hidrogenado seguido por una CC (Hex-Eter 9:1), en donde los ésteres Maidonado. 1988.
Puerto Rico ramificada C5-Cis. metilicos resullantes fueron analizadoes por CG/EM. Para localizar dobles entaces se llevaron a cabo los derivados N- | Lipids 23(7):682-684
Marzo, 1986 Insaturada Cie ¥ Cgn acilpirrolididos seguidos de una exiraccién etérea por CCF.

Isla Magueyes, al
suroesta de Puerto | 131,132, 134, 140, 141, Obtancién y andlisis de 1a fraccion esteroidal. Kerm ot al., 1991
Rico 146, 147, 154,157, (No dan mas detalle) J.0rg.Chem.
Prof. =30 m 158,159, 160, 171 56: 63-66
isla Columbus, 11,12, 14,17, 18, 19, Esponja seca-congelada, extraccién con AcOEt y MeOH. La fraccion de AcOEt se somete a una CC Silica-Gel (Me,CO- Patil et af., 1992
Bahamas 20,28 Hex 2:8 a MeOH-DCM 5:95) y luego en HPLC fase reversa. J. Nat.Prod. 55 (8):
En 1988. 1170-1177
131, 132, 134, 139, 142,
143, 147,149, 158, 160, | Esponja seca-congelada, extraccién con CHCh. El extracto se traté con carbdn, se concentrd y se sometid a una CC | Fromont elal, 1994
Puerto Rico 161, 162, 163,164, 1656, | FlorisikSilica-Gel {Hex-dietiléter 7:3) , obteniéndose la fraccion lipidica. Esta se someti6 a HPLC fase nomnal y fase | Biochem.Sysl.Ecol, 22
Prof. =27 m 167,171, 174, 175,176, | reversa en serie y cada fraccién obtenida fue analizada por CG.

179,181, 182, 183,185,
187

(7): 735-752
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V. ANTECEDENTES SOBRE LA OBTENCION DE COMPUESTOS QUIMICOS

EN LA ESPONJA MARINA Xestospongia sapra

AREA DE COMPUESTOS METODO DE OBTENCION REFERENCIA
RECOLECTA QOBTENIDOS
Zamamijima, El extracto aceténico de la esponja fue fraccionado por particién en una mezcla de Kobayashi et al.,
Okinawa, Japon 108, 109 H,0/AcOEt y la fraccion acuosa se fracciond con-BuOH. La fraccion de AcOEt y BuOH, 1985
Julio cada una por separado se someti¢ a CC. Chem.Pharm.Bull.
33(3): 1305-1308
Kerama Rettd, Esponja fresca, extraccién con MeQH y fraccionacién por particién. La fraccion de Nakamura et al,
Okinawa, Japon m benceno se somete a CC Silica-Gel (CHClg), en donde las fracciones de interés se 1985
Prof.= 10-20 m recromatografiaron en Silica-Gel (AcOEt-Hex 2:3). Cheg:lgtr_% é—e"-:
Esponja congelada, extraccién con MeOH y fraccionacién con AcOEt-H2O. La tfase )
Islas Kerama, 104, 105,109, | acuosa fue extraida con BUOH. La fraccién de ACOEt se sometié a CC Silica-Gel (Hex- | Kobayashi et al,
Okinawa, Japdn 110, 1111:3 12, Me,CO), seguido de HPLC. La fraccién de BuOH se sometié a CC fase reversa Cig J NL??’zro d
o o . . 3 ) .Nat. .
(MeOH 40 %-AcOH 0.1 %) seguida de cromatografia Gel Toyopearl HW-40F (MeOH). 55(7): 994-998
Esponja fresca, extraccion con MeOH y fraccionacién por particién. La fraccion de Kitagav\{a y
Isla Zamami, benceno se somete a CC Silica-Gel (CHCl3), en donde las fracciones de interés se [ Kobayashi. 1993
Okinawa, Japén 108, 109 Gazz.Chim.ltahana

recromatografiaron en Silica-Gel (AcOE-Hex 2:3).

123: 321-327

Okinawa, Japodn

11

Esponja fresca, extraccién con MeOH . El extracto metanélico tue cromatogratfiado
sucesivamente en CC Silica-Gel hasta obtener el compuesto de interés.

Sakamoto et al.,
1995 Biochem. 34:
12570-12575
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VI. ANTECEDENTES SOBRE LA OBTENCION DE COMPUESTOS QUIMICOS
EN EL GENERO Xestospongia: Xestospongia sp.

AREA DE DESCRIPCION COMPUESTOS METODO DE OBTENCION REFERENCIA
RECOLECTA OBTENIDOS
_ _ | UyDjerassi 1981._ |
ol - - = 158185 = — = Obtencién: de-la fraccion-estercidal—Andlisis por CG capilar; las’ fracciones se | J.Am.Chem.Soc. 103
= T Ccarbe No mencionan nada con respecto a sometieron a HPLC {MeCOH). 3606-3608
este purto. Li et al, 1981,
159 Mismo método de exiraccion, andlisis y purificacion. J.0rg.Chem. 46:
3867-3870
Esponja congelada. 1) Macerada con CHCly-MeOH (2:1), fittrada y lavada con
Acidos grasos totales Ci. | KCI {0.05 N) y secada con Na,SO.. 2} Percolada con DCM. 3) Percolada
Papua; Nueva No mencionan nada con respectoa | @ Cm. De  cadena | gradualmente con DCM, MeOH y DCM-MeOH y lavada con KC1 (0.05 N). Cada | Bergquist of al., 1984.
Guinea este punto. ramificada Cis, Ci7, Cu. | muestra fue concentrada y metilada por o método de Carreau-Dubacqg; la | Biochem.Syst.Ecol. 12
Cz. Cz2. Cos Casn Car. { purificacidn de los ésteres metilicos se realizé con disolventes de diferente (1): 63-84
C,s. Do cadena inusual. polaridad, seguido de un andlisis por CG. Para grado de saturacién se realizaron
reacciones de hidrogenacion seguido de CG.
Forma incrustante (5 cm de

Isla de Vit didmetro por 1 ¢m de es-pesor).

Levu, Fiji. Color calé oscuro al exterior mds Espanja fresca, extraccion DCM. El exracto de DCM fue fraccionado por Quihoa et al., 1986.
Prof.=30m claro en el endosoma. Espiculas 57,102, 103 particién con MeOH, CCl,y DCM. Las fraciones de DCM y CCl, se sometieron a J.0rg.Chem,
Agosto, 1984 4xeas ligeramente curvas de 120 X cromatografia Flash seguido de HPLC cada una por separado. 51: 4260-4264

4 pm con rugosidades en el centro
tlendiendo a_centrotilotes.
Esponja seco-congelada, extraccién con EP{caliente)-DCM. El exractc se
10, 15, 22 someti6 a repetidas cromatograflas Flash Silica-Gel. Las fracciones oblenidas se Hirsh et al., 1987.
Estracho del Golfo | No mencionan nada con respecto a trataron con CH:N, en EP, Los ésteres metilicos se cromalografiaron y se Tetrahedron
de Eitat, Mar Rojo. este punto. saparaton por HPLC. 43(14): 3257-3261
Julio, 1984. 10, 12, 13, 15, Mismo modo de extraccion. El exracto obtenido se sometio a repetidas CC Flash
22,23 Silica-Gel (EP-ACOEY) y luego a Sephadex LH-20 (CHCI;-Hex 7:3).
Extraccion con MeOH, fraccionacion. La fraccién de AcOE! se concentrd y se Ichiba et al.,
Isla Miyako, cromatografié en Silica-Gel (CHCly-Hept-2Pr-Sol. Acuosa-amoniacal 25:5:1:1 a 1988.
Okinawa, Japon. No mencionan nada con respecio a 63,64, 71 CHCl;-MeOH 20:1). Esta ultima se sometié a CC Silica-Lobar 60 (CHCl;-MeOH Tetrahedron Lett.
Junio, 1986. este punto. 25:1). Las fracciones con alcaloides se sometieron a HPLC {CHCly-MeOH 30:1). 29(25): 3083-3086
Bahia Méls, Quifioa y Crews. 1988.
Republica de Ng mencionan nada con respecto a 32,33, 34 Esponja fresca, extraccion con MeOH. El extracto se fracciond con Hex, CCl. © Tetrahedron Letl,
Vanuatd este punto. DCM; esta ultima fraccidn se purifico. 29(17): 2037-2040
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RECOLECTA OBTENIDOS
Papua, Nueva Esponja seco-congelada, extraccion con MeOH. El extraclo de MeOH se Gulavita y Scheuer.
Guinea, Esponja suave, color rojo-naranja cromatografid en Sephadex LH-20 (CHCl-MeOH 1:1), seguido de una 1989.
Prof.=7m brillante 36,37 recromatogratia en celulosa. La fraccion de interés se acetiid seguido de una J.0rg.Chem.
En 1985 purificacion en HPLC . 54: 366-369
Esponja fresca, extraccion con A, fraccionacion con ACOEL- HO y la fraccion
acuosa con BuOH. El soluto de BuOH se disolvié en solucién acuosa de un Kobayashi et al., 1989
90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, | discido y se extrajo con AcCEL la fase acuosa fue tratada con NH,OH y Chem.Pharm.Bull.
97,85 exiraida con AcOE! obleniéndose la fraccién alcaloide. Esta se sometio a una 37(6): 1676-1678
Arggasuku-jima, No mencionan nada con respecto a CC Silica-Get (Benceno, A, NH,OH), seguido de HPLC.
Okinawa. Japén. este punto. Extraccion con A, fraccionacion con ACOELH,O. La fraccion de AcOEL se
Julio. disolvio en solucion acuosa de COOH, y se extrajo con ACOER. La fase acuosa | Kobayashi st al., 1989.
g9, 100, 101 se tratd con solucion acuosa de NH,OH y sa extrajo con AcOEL obteniéndose la Tetrahedron Lett.
fraccién alcaloide. Esta se sometié a una CC Silica-Get {(Benceno, A, NH,OH), 30(31):
seguido de HPLC y TLC-preparativa. 4149-4152
forma incrustante, gruesa. Color
naranja; consistencia quebradiza y
compresible,  Superficie irregular Esponja fresca, extraccion con MeOH. El extracto se fracciond con Hex, CCl,, Jiménez y Crews.
Fiji y Tonga Ectosoma desprendible. Reticula- 38, 39, 40 DCM y BuOH. La traccion de BuOH se sometié a cromatografia en Sephadex 1990. J.Nal.Prod.
cién mas uniespicular que poli- LH-20 (MeOH) seguido de HPLC fase reversa y la recromatografia de la 53(4): 978-982
espicular (arreglo isodictial). Oxeas fraccidn de interés en HPLC fase reversa.
tusiformes 170-200 X 2-5 ym.
Seldes et al., 1990,
Antartida No mencionan nada conrespecioa 139 No mencionan nada con respecto a este punto Ser.Ciant.inst. Anlart.
aste punio Chil. (40):81-97
Fiit Color naranja-rojizo. Mezcla de alcoholes poli- No mencionan nada con respecto a este punto. Jiménez y Crews.
insaturados, ramificados y 1990. .J.Nal.Prod.
lipidicos. 53(4): 978-982
Esponja amorfa, gruesamente
incrustante. Color café claro a rgjizo Esponja fresca, extraccion con MeOH--CH, (3:1). El extracto se fracciond con
en @ exterior, endosoma castafio. AcOE1 y H,0O. La fraccién de AcOE! se sometid a cromatografia Silica-Get Gunasekera et al.,
Bahamas Consistencia quebradi-za; superficie (Hex, DCM, MeOHY}. La fraccion de esteroles fue recromatografiada en HPLC 1991. J.Nat.Prod.
Prof. =52 m lisa. Ectesoma diticil de desprender. 200 {DCM-Hex), seguido de un HPLC fase reversa Cia, obteniéndose un éster de 54(4): 1119-1122
(sumergible) Endosoma con reticulacion confusa esterol, ¢ cual fue hidrolizado en KOM-EtOH. Posteriormente metilado con
con gruesos estrongiles de varios CH_N, en Et;0 y purificado por CC Si-Gel.
tamanos.
Esponja seca-congelada, macerada con CHCl;. El extracto se sometié a una
Arrecife Ahogado, | No mencienan nada con respecto a 131, 169, 170, CC Silica-Gel obteniéndose la fraccion esteroidal, la cual fue purificada en Kerr el al., 1991,
Puerto Rico. este punto. 172, 184 HPLC fase normal (AcOE1-Hex 6 %) y recromatografiada en HPLC fase J.Org.Chem.
Prof. =7-8m raversa (MeOH). 56: 58-62
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AREA DE DESCRIPCION COMPUESTOS METODO DE OBTENCION REFERENCIA
RECCLECTA QBTENIDCS
Bahia de Prony, Esponja seca-congelada, extraccidn con ACOEL La fase orgéanica fue exiraida con | Quirion of al, 1992.
Nueva Caledonia. HC!, la fase acuosa fue basificada con una solucion acuosa de NH,OH y exraida J.Nat,Prod. 55(10}):
Prot. = 6-10 m con AcOEL La fraccién con alcaloides se sometié a una CC Flash Silica-Gel. 1505-1508
Agosto, 1989, No mencionan nada con respecto a 58, 86, 87,
este punto. 89,95 Mismo mélodo de extraccidn y aislamiento, La fraccién alcaloide se sometié a una | Vassas et al, 1996.
SProl.=10m CC Flash Silica-Gel (Hex-E1,0-MeOH- NH,OH 20:70:10:0.5). Planta Méd. 62: 28-
30
Isla Aragusuku, I et - s T T T T ~ { Iguchi ef al,19893.
- = Sapon~ T | No'mencionan nada con respecto a 194 Esponia fresca, extraccion con MeOH, fraccionacion con AcOEt y H:0Q. La fraccién Tetrahedron Lett.
Mayo, 1992, aste punto. de AcOFEt se sometié a repetidas cromatografias. 34(39): 6247-6280
Esponja fresca, extraccion con MeOH, traccionacidn con AcQEt y Hp0. La fraccion
194, 196 de ACOEtL se somelid a una CC Silica-Gel. La fraccién #2 (Hex-AcOEt 1:1) se | Shimura et al., 1994,
Isla Aragusuku, recromatografié en columna de carbon activado; de ésta, la fraccion #2 (AcOEl) y Experientia 50:
Japén No mencionan nada con respecto a #3 (CHCI,) se unieron y se sometieron a una CC Silica-Gel. 134-136
Mayo, 1992 sste punto. Mismo mélodo de extraccion y purificacion. La traccion #3 (CHCIs) de fa columna | Iguchi et ai,1994.
194, 196, 197 de carbon activado se sometié a una CC Sfllica-Gel. J.0rg.Chem 59:
7499-7502
Esponja seca-congelada, extraccion con A, fraccionacién con AcOEt y H,O. La
fraccién de AcOEL se acidilicd extrayéndose con AcOE! y H,0, esta ultima se Kilagawa y
Ista Aragusuku, No mencionan nada con respectoa | 90, 91, 82, 93, 84, 95, 96, | neutralizd exirayendo con ACOEt. Todas las fracciones se sometieron a una CC Kobayashi. 1993,
Japdn esla punto. 97, 98, 99, 100, 101 SiQ; seguido de HPLC. Las fracciones acuosas se exirajeron con n-BuOH, de Gazz.Chim.ltaliana
igual modo se acidificé y se extrajo con ACOEL-H,O . La fraccion de AcOE! se 123: 321-327
someti6 a una CC y luego a un andlisis por HPLC.
Esponja suave, compresible,
quebradiza. Superficie firme; color Esponja seca-congelada, extraccion con MeOR, fraccionacién con AcOE! y H.0. Kobayashi. e al.,
naranja grisicec  {preservada). 191, 192,193 La fraccion de AcOE! sometid a una CC Silica-Gel (CHCly.-MeOH 96:4) y se 1993. J.Nat.Prod.
tsla Ishigaki, Superficie con muchos y peque-iios recroma?og'rai@(Hex-AcO%f T'2$ y sequide de un andlisis por HPLC fase reversa 56 (8): 1350-1365
Chkinawa, Japén Gsculos. Malla re-dondeada, {(MeOH- H:Q 8:2). .
reiculacion en mallas paralelas a la
superficie. Gran abundancia de Mismo mélado de extraccion. La fraccion de ACOEL se sometié a una CC Silica- Kobayashi. et af.,
espiculas inlersticiales,  estrogi- 35 Gl (CHCl,.-MeOH). La fraccion CHCL.-MeOH 1:1 se recromatografi¢ (CHCly.- | 1994. J.NatProd.
ixeas 270-300-341 X 8-10-11 um. MeOH 65:35) ¥ luego en Sep-Pak Cia (MeOH 70 %] para purificacion. 57 (9): 1300-1303
Rodriguez et al.,
Bahia Milne, Esponja masiva, suave. Un exracto semipuro se le sometié a HPLC, las fracciones de interds se 1993,
Papua, Nueva Color café. 81 sometieron a cromatografia de paricion centrifugada (BuOH-H,0 1:1} dando del J.Am.Chem.Soc.
Guinea. compuesto puro. 115: 10436-10437
. . Rodriguez y Craws.
Bahia Milne, Esponja masiva, suave. Color café. 82 Un exraclo semipuro se le somelid a HPLC, las fracciones de interés se 1994. Tetrahedron
Paptia, Nueva somelieron a recromatografia en HPLC fase normal (Hex-A-Et,NH 84:16:2). Let. 35(27):
Guinea. 4719-4722
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AREADE DESCRIPCION COMPUESTOS METODO DE OBTENCION REFERENCIA
RECOLECTA QBTENIDOS
131, 132, 134, 138, 139, | Esponja seco-congelada, extraccion con CHCl;. El exiracto se fraté con carbon, se
Nueva Zelanda; No mencignan nada con respecto a 142, 143, 147, 149, 152, | concentr6 y se sometid a una CC Florisi/Silica-Get  (Hex-digtiléter 7:3), | Fromont atal, 1994

Darwin, Australia.

este punto.

161, 162, 163, 164, 173,
176, 177, 180, 181, 182

obteniéndose [a fraccion lipidica, Esta se sometié a HPLC fase normal y fase
reversa en sane y cada fraccion obtanida fue analizada por CG.

Biochem. Syst.Ecol.
22 (7): 735-752

Esponja seca-congelada, macerada con CHCI,, fraccionacion con Hex, CCly ¥
CHCl,. Las dos Gltimas fracciones se reunieron y se sometieron a una CC Flash

10,21, 25 Silica-Gel TLC-H (5-40 pm} al vacio (Hex-AcOE! 5-100 %). Los dcidos fueron
Bennett Shoal, eluidos con AcOEt 50-100 %, esla fraccién se sometid a HPLC fase reversa
Golfo Exmouth, Forma eracta, conica de 20 cm de (MeOH-H,0 85 %). Brantley of al,, 1995.
Océano Indico. didmetro, eclodenmo de color Esponja_seca-congelada, liofilizada, extraccién con MeOH, mismo tipo de Tetrahedron 51(28):
Prof.= 5 m castafio-rojizo. fraccionacion. El extracto de CHCl; se someliié 2 una CC Flash Sflica-Gel  (Hex- 7667-7672
Junio, 1993. AcOE! 5-100 %). La quinta fraccién se pasé por un cartucho C18 (MeOH-H,0 60-
30 100%) y se tratd con diazometano, seguido de HPLC fase reversa (MeOH-H,O 87
%)-
Esponja congelada, exiraccidn con A,, fraccionacion con AcOEt- HO {1:1). La
Isla Iiomote, No mencionan nada con respecto a 59, 63, 64 fraccion de ACOE! se fracciond con n-Hept-DCM-CH,CN (50:15:35); la tase Kobayashi, et af.,,
Okinawa. este punto. 68,69, 70 inferior se disolvié en MeOH, la parte insoluble se analizé y la parte soluble se 1996, Tetrahedron
Prof.=2m sometié a CC SiO, . 51{13): 3727-3736
Esponja fresca, extraccion con MeOH, fraccionacion en  solucidn  acuosa-
Islas Sangihe, No mencionan nada con respecto a 83 metandiica (1:1) y DCM. La fraccion de H,O-MeOH (1:1) se sometic a CC | Hamison et al., 1996.
Indonesia este punto. Saphadex (H-20 (MeOH} seguido de HPLC nomal {CHCly-MsOH-NH,OH Tetrahedron Lett.
60:40:1). 37(51): 9151-9154
Exiraccion con A, exraclo concentrado y fraccionado con AcOEt- HO (1:1). La Kobayashi el al.,
isia triomote, No mencionan nada con rgspecto a fraccién de AcOE! se sometid a CC SiQ, (Hex-AcOEt 3:1), seguido de una 1996.Chem.
Okinawa. este punto. 194, 196, 198, 199 recromatografia (CHCl-MeOH-H,Q 100:3:1), obteniéndose 2 fracciones. Cada Pharmn.Bull.
Julio, 1993 fraccién se sometid a CC SiO. (Hex-A 4:1); seguido de HPLC fase reversa 44(10):
{MeOH- H,0-DCM 500:100:6). 1840-1842
Esponja masiva con Gsculos en Esponja seca-tongelada, extraccion con A y MeOH, & extracto se fracciond con
forma de tubo, consistencia firme y EP y MeOH-H,O {90 %). La traccién de MeOH- H,O se redujo y se fracciond con
Isla Mindoro, dura, superficie dpticamente lisa EP y H.0. Las 2 fracciones de EP se sometigron a una CC Silica-Ge!  (DCM- Edrada et al., 1996
Filipinas. pero aterciopelada. Color azul, 119, 121, MaOH 98:2). La primera fraccion de EP se racromatografio en CC Sfilica-Lobar 60 J.Nat.Prod.
Abril, 1994, arregio esquelético imegularmente 122,123 (10 % éter-DCM) v la segunda fraccion se recromatografié en CC Silica-Gel 59: 973-976

alveclar, tractos longitudinales
paucispiculares. Oxeas 200 X B-10
pm de didmetro.

(Hex-AcOEt 2:8) . Todas las fracciones obtenidas fueron puriticadas con
Sephadex-columna {DCM-MeOH 1:1} y confirmadas por medio de HPLC .
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VIl. ANTECEDENTES SOBRE LA OBTENCION DE COMPUESTOS QUIMICOS
EN LA ESPONJA MARINA Xestospongia testudinaria

AREA DE COMPUESTOS METODO DE OBTENCION REFERENCIA _|
RECOLECTA QOBTENIDOS T A
[ ] I T Quinn y Tucker.
Arrecife Pandora, 15 Esponja seca, extraccién con DCM. El exracto fue cromatografiado en Sflica (ACOEt- CHCIy 10 %) y se 1985.
Qusensland, Australia. sometié a HPLC. Et Acido obtenido se recristalizé en solucién de H,O-MeOH. Tetrahedron Lett.
26(13)1:1671-1672
Esponja seca-congelada, extraccion con CHCl; por percolacion. EI extracte se fracciond, la fraccion soluble
Arrecite Pandora, 26,27 en MaOH se sometié 2 veces a una columna MPIC fase reversa (MeOH y MeOH 80 %}, |a fase més retenida
Queensiand, Australia. sa sometié a HPLC fase reversa. Quinn y Tucker.
Prof. =5m 1991,
2-julio-85 J.Nat. Prod.
29 Esponja seca-congeiada, extraccién con DCM-MeOH (1:1). £l extracto fue corrido con MeOH y CI-TMS bajo 54(1): 290-294
argon. La fraccion soluble en DCM _tue cromatografiada en columna MPLC fase nomnal.
Arrecife John Brewer (regidn | 133, 135, 136, 137, 135, 142, Zimmerman y
central de la Gran Barrera), 144, 145, 150, 151, 153, 163, | Se obtuva la fraccidn estercidal y se purificé por HPLC fase reversa (MeOH); para obtener los esteroles Ojerassi. 1991.
Australia 164, 176 mayoritarios. Y los minoritarios se recromatografiaron nuavamente en HPLC fase reversa. J.  Am.Chem.Soc.
Prof. =14 m. 113: 3530-3533.
Patil ot al., 1992.
No dan informacion . 18 No mencionan nada con respecto a este punto. J.Nat.Prod. 55(9):
1M70-1177
Esponja fresca, extraccién con DCM-MeQH, fraccionacion con CHCIy y CHClL-MeOH {9:1). La fraccién de | Bourguet-Kondracki
Mayotte 16, 31 CHCl, se cromatogralié en Silica-Gel (Hex-AcOEt 9:1}; en fanto que la fraccién mas polar se metilé y se et al., 1992.

sometid a separaciones sucesivas por CC Silica-Gel y LH-20.

Tetrahedron Lett.
33(2): 225-226

Isla Orfeus, Islas Bajas,
Arrecife Pandora, Cabo
Tribulation, Australia.
Prof, = 6-15 m.

131, 132, 134, 139, 142, 143,

147, 149, 153, 154, 157, 163,

164, 176, 177,179, 180, 181,
183, 185, 186,

Esponja seca-congelada, extraccion con CHC,. El extracto se tratd con carbon, se concentrd y se somstié a
una CC FlorisilSilica-Gel {Hex-dietiléter 7:3), obtenidndosa la fraccion lipidica. Esta se sometié a HPLC fase
nomaly fase reversa en serie y cada fraccidn obtenida fue anatizada por CG.

Fromont ef al, 1994
Biochern, Syst.Ecol.
22 (7). 735-752
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VIll. ANTECEDENTES SOBRE LA OBTENCION DE COMPUESTOS QUIMICOS

EN LA ESPONJA MARINA Xestospongia vanilla

AREA DE COMPUESTOS
RECOLECTA OBTENIDOS METODO DE OBTENCION REFERENCIA
Grupo de lIslas Northcote y
Deer, British 44 Esponja fresca sumergida en MeOH, homogenizada. El extracto metandlico se sometié a | Andersen. 1987.
Columbia cromatografia en Sephadex LH-20, seguido de una cromatografia Flash Silica-Gel y HPLC. J.Nat.Prod.
(Pacifico) 50(6): 1174-1177
Northcote y
Grupo de Isias Esponja fresca sumergida en MeOH, homogenizada. El extracto metandlico se sometio a Andersen. 1988
Deer, British 45 cromatografia en Sephadex LH-20 (MeOH/DCM 9:1), seguido de una cromatografia Flash Tetrahedron Lett.
Columbia Silica-Ge! (DCM y MeOH/H;0 8:2), TLC (Et20) y TLC fase reversa (MeOH/Hz0 8:2). 25(35):
(Pacifico) 4357-4360
Grupo de Islas Esponja fresca homogenizada con MeOH,. El extracto metandlico se concentro Northcote y
Deer, British obteniéndose una suspensién acuosa y se realizé una extraccion con DCM. Ef extracto de | Andersen . 1989
Columbia 46,56 DCM se fracciond en una columna Gel-Filtracién y posteriormente se sometié a CC Flash j Can.J.Chem. 67:
(Pacifico) Silica-Gel, seguido de CPP (AcOEY) y luego de CPP fase reversa Cyg (MeOH/Ho0 8:2). 1359-1362
Enero, 1988
Grupo de Islas Esponja fresca, homogenizada con MeOH,. EI extracto metandlico se concentré Northcote y
Deer, British 47.48 obteniéndose una suspension acuosa y se realizé una extraccion con DCM. El extracto de | Andersen . 1989
Cotumbia DCM se sometié a una cromatografia Sephadex LH-20 (MeOH/DCM 9:1). Las primeras | J.Am.Chem.Soc.
(Pacifico) Mayo y fracciones se sometieron a cromatografia fase reversa Cig (MeOH/H20 y A/Hz0). 111
Junio, 1988 6276-6280
Grupo de Islas Esponja fresca, homogenizada con MeOH, ElI extracto metanélico se concentro
Deerr y grupo de 47,48, 49, 50, | obteniéndose una suspension acuosa y se realizd una extraccion con DCM. El extracto de Morris et al.,
Islas Charlotie 51,52, 53,54, | DCM se sometié a una cromatogralia Sephadex LH-20 (MeOH/DCM 9:1). Las primeras 1991
Queen, British 55 fracciones se sometieron a cromatografia fase reversa Cig (MeOH/H20 y A/H,0) seguido de | Can.J.Chem. 89:
Columbia HPLC. 1352-1364
(Pacitico)
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ACTIVIDAD BIOLOGICA DE ALGUNOS DE LOS COMPUESTOS
OBTENIDOS EN EL GENEROQO Xestospongia

COMPUESTO
. AISLADO ESPECIE ACTIVIDAD DETECTADA REFERENCIA
Acido 16-bromo (7E, 11E, Hirsh et al., 1987.
15E)-hexadeca-7,11,15-trien- Xestospongia sp. Actividad antimicrobiana: Bacillus subtilis Tetrahedron 43(14):
5,13diin-oico  (12) 3257-3261

MIC = 25 pug/ mL

Acido 18-bromo (9E, 17E)-

Patil ot al., 1992.

octadeca-9,17-dien-5,7-diin- Xestospongia muta Actividad antiviral: Inhibe a la proteasa VIH J.Nat.Prod. 55(9):
oico  (14) 1Cs = 12 uM $170-1177
Actividad antibidtica: Staphylococcus aureus Bourguet-Kondracki et
Xestospongia testudinaria 100 pg / disco, halo de inhibicidn de 12 mm al., 1992.Tetrahadron
Acido xestospéngico Lett. 33(2): 225-226
(16) Fusatani et al., 1993.
Pelrosia volcano Actividad fungicida: Mortigrefla ramannianus Tetrahedron 43(6):
Muy potante 1203-1210
Acido 18-bromo-(9E, 156)- Patil ef al., 1992.
octadeca-9,15-dien-5,7,17- Xastospongia muta Actividad antiviral; Inhibe a la proteasa VIH J.Nat.Prod. 55(9):

triin-ioce {17)

1170-1177

Acido 18-bromo (9E, 17E)-
octadeca-9,17-dien-5,7,15-

Xastospongia muta

Actividad antiviral: Inhibe & la proteasa VIH

Patil et al., 1992.
J.Nat.Prod. 55(9):

triin-oico  (18) ICso = 8 UM 1170-1177
Acido 18-bromo-
(7E, 13E, 17E)-octadeca- Xastospongia muta’ Actividad antiviral: Inhibe a la proteasa VIH Palil at a/., 1992.
7,13,17-fen-5,15- ICso = 10 M J.Nat.Prod. 55{(8}.
giln-oico {19} 1170-1177
Acido 18-bromo-
{9E, 13E, 17E)-octadeca- Xestospongia muta Actividad antiviral: Inhibe a la proteasa VIH Patil ef a/,, 1992.
9,13,17-trien-5,7,15- ICe = 6uM J.Nat.Prod. 55(3):
tdin-oico  (20) 1170-1177
Actividad antitumoral; Inhibe a células PS , EDsp=24 mcg/mL
Inhibe a células Lyzio ., EDso = 34 mcg/mlL Schmitz y Gopichard.
Xestospongia muta 1978. Tetrahedron Lett.
Acido 14,16-dibroma- 39: 3637-3640
(7€,13E, 152)-hexadgca- Constituyente activo del Sistama Nervioso Central
7.13,15-tren-5-In-oico lchiba et ai., 1993.
24) Oceanapia sp. Actividad citotéxica: Inhibe a células KB, débilmentea [2a 10 pg/ml ) Helv.Chim.Acta 76: 2814-

2816

18-bromo-(9&, 17E)-
octadeca-9,17-dien-5,7-gdiln-
oalo de metilo (28)

Xestospongia muta

Actividad antiviral: Inhibe a la proteasa VIH
|C5o =7 uM

Patil et af., 1992,
J.Nat.Prod. 55(9):
1170-1177
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CONTINUACION

COMPUESTO
AISLADO ESPECIE ACTIVIDAD DETECTADA REFERENCIA
18-bromo-(9E, 17E)- (Xestospongia testudinarna} Fusetani et af., 1993
octadeca-8,17-dien-5,7,15- Actividad fungicida: Mortiorella ramannianus Tetrahedron 49(6):
trin-oato de metile  (29) Patrosia volcano 1203-1210

Ester etflico del acido

Actividad antibidtica: 5. aursus; 500 pg / disco, halo de inhibicion de 15 mm ; siendo débilmente

Bourguet-Kondracki et

xestospongico Xastospongia testudinaria | activo. al,, 1992 .Tetrahedron
(31) Inhibe 1a accién de la Na® /K *-ATPasa con un IDs; = 10 ™- 10° M Lel. 33{2); 225-226
Melina G (34) T T astrenania & el — |7 Quificay Crews. 1988,
MelinaC  (34) Xestospongia sp. Actividad antimicrobiana: Protozoario Giardia Tetrahedron Lett. 29{17):
2037-2040
Actividad anticancerigena: Inhibe a células L.z enun 40 % a [20 ng fem” ] Kobayashi et al., 1994.
Nefeliosina A (35) Xestospongia sp. Inhibe a células KB enun 14 % a [20 pg/cm®) J.Nat.Prod. 57{9):
Citoxicidad débil. 1300-1303
2(S)-aminctetradeca-5.7-
dien-3(A)-ol (36) y 2(5)- Xestospongia sp. Actividad anfibidtica: B. subtiis y Candida afbicans, 19 pg de la mezcla / disco, halo de inhibicion de 8 Gulavita at al., 1989.
aminotetrade-ca-5,7-dier- mm. J1.0rg.Chem. 54:
3(S)-ol (37) 366-369
Actividad antibidtica: S. aureus, 5. pyogenas, £. cofi, C. albbicans y Trichophyton mentagrophytes,
100 pg / disco. Jiménez y Crews. 1990.
Xestoaminol A (38) Xestospongia sp. Inhibe a la Transcriptasa-reversa enun 97 % a {1 mg/mL ] J.Nat.Prod.
Actividad antihelmintica: Nippostrongylus brasiliensis a { 50 ug / mL ] inhibe en un 100 % los 4 edos. 53(4): 978-982
larvarios en viabifidad y motilidad y en un 90 % el proceso de metamorfosis.
Jiménez y Crews. 1990.
Xestoaminol C (40} Xastospongia sp. Inhibe a la Transcriptasa-reversaenun 95 % a (1 mg/mL} J.Nat.Prod.

53(4): 976-982

Xestamina A (41}

Xastospongia wiedenmayeri

Inactividad contra células P-388 {in vitro)

Sakemi et al., 1990.
J.Nal.Prod. 53(4):
995-999

Xestamina B (42)

Xeslospongia wiedenmayen

Inactividad contra células P-388 (in vitro)

Sakemi et al., 1990.
J.Nat.Prod. 53(4):
995-999

Xestamina C (43)

Xeslospongla wiedenmayeri

inactividad contra célutas P-388 (in vitro)

Sakemi et al., 1990.
J.Nal.Prod. 53{4):
995-999

Xestovanin A (47)

Xestospongia vaniiia

Actividad fungicida: Pythium ultimurm, a [< 50 pg / disco

Northcote y Andersen.
1989. J Am.Chem.Soc.
111; 6276-6280

Actividad tungicida: Pythium ultimum, a [ 200 pg/ disco |

Morris ef afl., 1991.
Can.J.Chem. 69:

1352-1364
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Dehidroxestovanin A (49)

Xestospongia vanilla

Actividad fungicida: Pythium wibmum

Morris at af., 1991,
Can.}.Chem, 69
1352-1364

Morris et al,, 1991.

Epidghidroxastovanin A Xgslospongia vanilia Actividad fungicida: Pythium uftimum Can.J.Chem, 69:
(50) 1352-1364
Morris at &, 1991.
Dehidroxestovanin C (55) Xestospongia vanifia Actividad antibistica: S. aureus, 8. subtiis y C. afbicans, a [ 150 pg/ disco] Can.J.Chem. 63:
1352-1364

Ester metilico del dcido 3-en-

Quifioa et af., 1986.

2-0x0-2,5-dihidrofurano- Xastospongia sp. Actividad antitumera!: Inhibe a células P-388 enun 50 % a [ 50pg/mi ] J.Org.Chem. 51:
acético (57) inactivo a [ 5ug/disco} 4260-4264
: Quirién ot al., 1992,
Xastoamina (58) Xeslospongia sp. Inactivo contra células KB ¥ Lizio J.Nat.Prod. 55(10): 1505
1508
Sakai af al., 1986.
Haliclona sp. Actividad antitumoral; Inhibe a célutas P-388, 1Cso = 0.07 pg/mL J.Am.Chem. Soc.
108; 6404-6405
Peliina sp. - Nakamura et al., 1987.
Actividad antibiética: S. aureus, MIC =25pug/mL Tetrahedron Lett. 28(6):
621-624
Manzamina A (59) - ;
(59) Pachypeliina sp. Actividad antifumoral; Inhibe a céiulas P-388, 1Cs = 0.07 ug / mL ; inhibe a células KB, 1Cs = Ichiba et al., 1994.
0.05 pg/ mL ; inhibe a células LoVo, ICsp = 0.15 ng / mL y a célufas IHSV-1l, 1Cso = 0.05ug/ mL J.Nat.Prod. 57(1):
168-170
Actividad antibidtica: 5. aureus y B. subtils, 100 pg / disco, halo de inhibicién de 7 mm ; inactive Edrada et al,, 1996.
Xestospongia ashmorica contra E. coli J.Nat.Prod. 59(10):

Actividad anticancerigena: Inhibe a cétulas Lyyze , EDso = 1.8 19 /mL
Actividad insecticida: Spodoptera litioralis (crecimiento de larvas), EDso = 35 ppm

973-976

N-Oxido-manzamina A (60)

Xestospongia ashmornica

Actividad anticancerigena: (nhibe a células Lsize , EDso = 1.6 19 fmL

Edrada et al., 1996.
J.Nat. Prod. 59(10):
973-976

N-Gxido-3,4-dihidro-
manzamina A (61)

Xestospongia ashmorica

Actividad anticancerigena: Inhibe a céiulas Leyre . EDso = 1.6 ng/mL

Edrada ot al., 1996.
J.Nat. Prod. 59(10):
973-976

3,4-dihidro-manzamina A
(62)

Xastospongia ashmorica

Actividad anticancerigena: Inhibe a células Leizs . EDse = 25 pg/mi {inactivo)

Edrada et al., 1996.
J.Nat. Prod. 58(10):
973-976
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Manzamina E {63)

COMPUESTO
AISLADO ESPECIE ACTIVIDAD DETECTADA KREFERENCIA
Ichiba ef al,, 1988,
Xaslospongia sp. Actividad antitumorai: Inhibe células P-388, , [Cs =5pug/mL Tetrahedron Left.
29(25):3083-3085

Xeslospongia ashmorica

Actividad anticancerigena: Inhiba a células Lgyzs , EDsp = 6.6 pg/mL

Edrada ot al., 1996,
J.Nat. Prod. 59(10):
973-976

Manzamina F (64)

© Xestospongia sp.

Actividad anfitumoral: Inhibe células P-388, , 1Cs=5pg/mL

-=Ichiba et al.;1988. - - .
Tetrahedron Lett.
29(25):3083-3086

Pachypellina sp.

Actividad antitumoral: Inhibe a células P-388, inactivo ; inhibe a células KB, [Cs=0.30ug/ mL ;
inhibe a células LoVo, ICs; = 0.26 ug/ mLy a células IHSV-I, [Cs = 0.1 pg/ mL

Ichiba et al., 1994.
J.Nat.Prod. 57(1).
168-170

Xestospongia ashmorica

Actividad anficancerigena: Inhibe a céiulas Lsyzs, EDse=2.3 pg/mL

Edrada et al., 1996.
J.Nat. Prod. S9{10).
§73-976

Manzamina J (65)

Xeslospongia ashmorica

Inactivo contra células Ls.zs ¥ el insecto Spodoptera littoralis.

Edrada et al., 1996.
J.Nal. Prod. 59(10):
973-976

N-éxido-manzamina J {66)

Xestospongia ashmorica

Actividad anticancerigena: Inhibe a células Lgi7s , EDsy = 3.2 ug/ml,

Edrada et af., 1996.
J.Nat. Prod. 59(10):
973-976

6-deoximanzamina X [ 67)

Xestospongia ashmorica

Actividad anticancerigena: Inhibe a céiulas Lsyzs, EDsp=1.8 pg/mL
Actividad insecticida: Spodoptera littoralis a [ 132 ppm ], inactive

Edrada ot al.,, 1996.
J.Nat. Prod. 59(10):
973-976

Manzamina X (68)

Xestospongia sp.

Actividad antitumoral: Inhibe a células KB, IC5, =7.9 pg/mL  (citotoxicidad media).

Kobayashi et al., 1996.
Tetrahedron 51{13):
3727-3736

Xestomanzamina (70)

Xastospongia sp.

Actividad antitumoral: inhibe a cétulas KB, ICs; = 14 ug/mL  {citotoxicidad media)

Kobayashi et af., 1996.
Tetrahedron 51(13):
3727-3736

Ingenamina (72}

Xestospongia ingens

Actividad anticancerigena: inhibe a células P-388 , EDso=1pg/mL

Kong. ef al,, 1994.
Tatrahedron Lett.
35(11):1643-1646

Keramafidin B (76)

Amphimedon sp.

Xestospongia ingens

Actividad antitumoral: inhibe células P-388 , ICso = 0.28 ug/ mL y células KB, ICe = 0.3 pg/ mL.

Kobayashi ef af., 1994.
Tetrahedron Lett. 35(25):
4383-4386

X!




CONTINUACION

COMPUESTO
AISLADO ESPECIE ACTIVIDAD DETECTADA REFERENCIA
Kong. et al., 1994,
Ingamina A (79) Xestospongia ingens Actividad anticancerigena: Inhibe a células P-388 , EDso = 1.5pg/ mlL Tetrahedron 50(21}.6137-
6144
Kong. et al., 1994,
Ingamina B (80) Xestospongia ingens Actividad anticancerigena; Inhibe a células P-388 , EDs = 1.5pg/ mb Tetrahedron
50{21):6137-6144
Rodriguez et al., 1993.
Xestociclamina A Xastospongia sp. Actividad antitumoral- Inhibe a células IL-1, 1Csq = 1 pM y células PKC, ICw = 4 ug / mL . Inactiva J.Am.Chem. Soc.
(81) contra células PTK, IMPDH y NCL. 115: 10436-10437
Actividad anticancerigena: In vitro Modelo Valericte-Corbett, a {600 pg / disco) tuvo de 170 a 200
Haliciclamina B Xaslospongia sp. unidades an lineas tumorales PO,y M,; respectivamente. Harrison et al., 1996.
(83) Aclividad antibidtica: B, subtilis, 200 g / disco, inhibicién del 50 % y E. cofi 200 ug / disco, Tetrahedron Lett. 37(51):

inhibicion del 20 % ; inactive contra C. atbicans

9151-9154

Xestospongin A (85)

Xestospongia exigua

Actividad vasodilatadora, induce a la relajacion de los vasos sanguineos.

Kobayashi e! al., 1985.
Tetrahedron Lett. 26(32):
3833-3836

Xestospongin B
(86)

Xeslospongia exigua

Actividad vasodilatadora, induce a la refajacién de los vasos sanguineos.

Kobayashi et al., 1985.
Tetrahedron Lett. 26{32):
3833-3836

Actividad anticancerigena: Inhibe a células KB, EDg;=2.5pg/mLya células Lyzig, EDsp = 2.0 ng/
mL . Inactivo contra células P-388

Quindén et al., 1992.
J.Nat.Prod. 55(10). 1505-

Xestospongia sp. 1508
inhibe la produccidn de somatostatina (SRIFyenun 84 % a [5ug/mL] Vassas et al,, 1996.
ICsp =12 uM, Ki=13.4 uM Planta Med. 62: 28-30
Quirion et al,, 1992,
Demetil-xestospongin B Xastospongia sp. Actividad anticancerigena: Inhibe a células KB, EDs = 2.5ug/ mbyacéulas Lizw, EDso = 20ug/ J.Nat.Prod. 55(10}:

(87) mL . Inactivo contra células P-388 1505-1508
Kobayashi et al., 1985.
XastosponginaC Xeastospongia exigua Actividad vasodilatadora, induce a 1a relajacion de los vasos sanguineos Tetrahedron Lett. 26{32):
{88) 3833-3836
Kobayashi et al., 1985.
Xestospongia exigua Actividad vasodilatadora, induce a la relajacisn de los vasos sanguineos Tetrahedron Lett. 26(32):
3833-3836
Xestospongin D Quinén et al., 1992.
(89) Xestospongia sp. Actividad anticancerigena: Inhibe a células KB, EDso = 2.0 pg/ mL y a células Lizo, EDg = 0.2 ug/ J.Nat.Prod. 55(10):
mL . inactivo contra células P388 1505-1508
Kilagawa y Kobayashi.
Araguspongina A Xestospongia sp. Fuerte actividad vasodilatadora, utilzando arteria mesentérica de ratén SO. 1993, Gazz.Chim. llaliana
{90) 123: 321-327
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Xastospoengin A (85)
y D(89)

Haliclona exigua

flourescence, 200 ng / disco, halo de inhibicidn de 5 mm ; E. coff , 200 ug / disco, halo de inhibicion
de 7 mm ; Kiebsielia pneumoniae , 200 pg / disco, halo de inhibicidén de 7 mm.

COMPUESTO
AISLADO ESPECIE ACTIVIDAD DETECTADA REFERENCIA
Kobayashi. et al., 1989.
Chem,Pharm, Bull, 37(6):
Araguspongina C 1676-1678
{92) Xeslospongia sp. Fuerte actividad vasodilatadora, utilizande arteria mesentérica de ratén SD. Kitagawa y Kobayashi.
1993, Gazz.Chim. ltaliana
123 321-327
Kobayashi. et a/., 1989.
— - p— —— B = — = - .= — = - - T 7777 'Chem.Pharm. Bull. 37(6):
Araguspongina D 1676-1678
(93) Xestospongia sp. Fuerta actividad vasodilatadora, utitizando arteria mesentérica de raton SD. Kitagawa y Kobayashi.
1993, Gazz.Chim. faliana
123: 321-327
Kaobayashi. et af, 1989.
Chern.Phammn. Buil. 37(6}:
Araguspongina E . 1676-1678
(84) Xastospongia sp. Fuerte actividad vasodilatadora, utilizando arteria mesentérica de ratén SD. Kitagawa y Kobayashi.
1993. Gazz.Chim. [taliana -
123: 321-327
Kobayashi. ef al., 1989.
Chem.Pharm. Bull. 37(6):
Araguspongina J Xeslospongia sp. Fuerte actividad vasodilatadora, utilizando arteria mesantérica de ratén SD. 1676-1678
(98) Kitagawa y Kobayashi.
1993. Gazz.Chim. ltaliana
123: 321-327
Mezcla: Araguspongina C Diversas espacies de
(92), D(93),E (94) ¥ Xestospongia Actividad antibidtica: 8. subtiis, 200 pg / disco, halo de inhibicion de 2 mm ; Fssudomonas Venkateswaru et al.,

1994, J.Nat.Prod. 57{9):
1283-1285

Mezcla: Xestoamina (58},

Araguspongina F (95},
Xestospongin 8 (86).
D (89), y demetil
xestospongin B (87)

Xestospongia sp.

Inhibe {a produccion de somatostatina (SRIF) en un 52 % a [ 20 pg / mL ], inactivo contra péptido-
vasoactivo-intestinal (VIF}.

Vassas af af,, 1996.
Ptanta Med. 62:
28-30

Petrasin  (99)

Petrosia seriata

Actividad Ictiotéxica: Lebisles reticulatus

Braekman af al., 1982.
Tetrahadron Lett. 23(41):
42717-4280

Xastospongia sp.

Actividad vasodifatadora, utilizando arteria mesentérica de raton SD.

Kobayashi ef af,, 1989,
Tetrahedron Letl. 30(31):
4149-4152
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COMPUESTO
AISLADO ESPECIE ACTIVIDAD DETECTADA REFERENCIA
Kobayashi ef al., 1989.
Patrosin A (100} Xestospongia sp. Actividad vasodiatadora, utilizando arteria mesentérica de raton SD. Tetrahedron Lett. 30{31):
4149-4152
Kobayashi ef al., 1989.
Aragupetrosina (101) Xestospongia sp. Actividad vasodilatadora, utilizando arteria mesentérica de ratén SD. Tetrahadron Lett. 30(31):
4149-4152
Actividad antitumoral: Inhibe células de pulmon A-549, ICs = 5 pg / mL; células de coldn HCT-8, Quifica et al., 1986.
Xestin A [102) Xestospongia sp. ICso = 5 pg / mL; células mamarias MDAMB, ICs = 5 ug / mL y células P-388, iCso = 0.3 pg / mL. J.Org.Chem. 51:
4260-4264
Actividad antitumoral: nhibe células P-388, ICsy = 3.0 g / mlL. Inactive contra células de puimon A- Quinoa af al., 1986,
XestinB [103) Xeslospongia sp. 549; células de colon HCT-8 y células mamarias MDAMB. J.0rg.Chem. 51 :
4260-4264
Roll gt al,, 1983. J.
Xestospongia exigua Actividad antibidtica: S. aureus y B. subtifis Am.Chem.Soc. 105:
6177-6178
Schmitz y Bloor. 1988.
Hatenaquinona ({104} Adocia sp. Actividad anticancerigena-citotéxica: inhibe células PS, EDso = 2.9 pg/mL. JOargz(;h;Qn; 5 53:
Kobayashi et af., 1992.
Xastospongia sapra Actividad antitumorat: Inhibe a célias Lyae, 1Cso = 1.6 pg/ mL y células KB, 1Cs = 3.1 pg/mlL. J.Nat.Prod. 55{7):
’ Ademas, inhibe a la enzima ADN-Topoisomerasa i, MIC =2 ng. 994-998
Actividad anticancerigena; Inhibe células PS; potentemente activo contra células Lz, PTK-Vsrc Alvi et al., 1993,
Xestospongia pp60 (ICso = 1.5 uM), PTK-EGF {ICs, = 19 pM}; altamente inhibidor contra células NCI-DTP, siendo J.0rg.Chem. 58{18):
¢, carbonarnia poco citotéxico y contra células PKC, inactivo. 4871-4880
Actividad antitumoral: Inhibe a células Uiz, a[ 10 ug/ mL} en un 14.5 % y células KB, a [ 10 ug / | Kobayashi ef af, 1992. J.
Xestospongia sapra mL ] enun 9.8 % . Ademas, inhibe a la enzima ADN-Topoisomerasa |, MIC =2.5ug . Nat.Prod.55(7): 994-998
Tatrahidro—halenaquinona A Alvi ef al,, 1993.
105) Xestospangia Totalmente inactivo sobre actividad anticancerigena: PTK-Vsrc pp60 {ICso >>> 200 M), J.0rg.Chem. 58(18):
ci. carbonaria 4871-4880
Ahi et al, 1993
Tetrahidro-halenaquinona B Xestospongia Totaimente inactivo sobre actividad anticancerigena: PTK-Vsrc pp60 (ICs >>> 200 pM}, J.Org.Chem. 58{18):
[106) cf. carbonaria 4871-4880
Al et af., 1993,
14-metoxi-halenaquinona Xestospongia Actividad anticancerigena: PTK-Vsrc pp60, ICs =5 pM. J.Org.Chem, 58(18):
(107) cl. carbonana 4871-4890
Alvi et af., 1993,
Halenaquinol (108} Xaslospongia Actividad anticancerigena: PTK-Vsrc pp60, |Csp = 0.6uM. J.Org. Chem. 58(18):
cl. carbonarna 4871-4880
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COMPUESTO
AISLADO ESPECIE ACTIVIDAD DETECTADA REFERENCIA
Kitagawa y Kobayashi.
Halenaquinol (108} Xaslospongia sapra Actividad cardioténica: EDsp = 6 X 107 M, sobre atrio izquierdo de cerdo de guinea. 1593, Gazz.Chim. |taliana
Ademds inhibe a ia enzima AMP-fosfodiesterasa, ICsp = 4 X 10° M, an corazén dé bovino. 123: 321-327
Alvi et al., 1993.
Xestospongia cf. carbonaria | Actividad anticancerigena: PTK-Vsre pp60, 1Cs = 28 pM. inactivo contra céluias Lyzye ¥ KB. J.Org.Chem. 58(18):
Sulfate sédico de 4871-4880
halenaguinol Inaclivo como agenla cardiotonico. Kitagawa y Kobayashi, _|.
_ g |_ Xestospongia sapra - | Previene la fusién de la membrana en gametos de equinodsrmos; sin afeclal embriones y/o huevos | 1993, Gazz.Chim. ltaliana
posterior al edo. de gastrula. inhibe secrecion de enzimas de encubacitn, resultado de la formacion 123; 321-327
de la gasinula que involucra la ferilizacion.
Kobayashi et al., 1992.
Sulfato sodico de Xsstospongia sapra Actividad antitumoral: Inhibe a células Lyz.e. a{ 10 pg/mL ] enun 25.4 % y células KB, inactivo. J.Nat Prod. 55(7):
xestoquinol _ (110) Ademas, inhibe a la enzima ADN-Topoisomerasa |, MIC = 10 g 994-998
Inhibe a fa enzima Na* / K *-ATPasa aislada de |a corteza cerebral de cerdo. Nakamura et al., 1985.
Chemistry Left: 713-716
Actividad antitumoral: Inhibe a células Lyzig, 1Cse = 0.17 pg/ mL y células KB, ICyo = 0.7 pg/ mt. Kobayashi et al., 1992.
. Ademds, inhibe a la enzima ADNTopoisomerasa !, MIC =2 ug . J.Nat.Prod. 55(7}):
Xastospongia sapra 954-898
Agenta cardioténico: A [ 2 M ] inhibe a las enzimas K'-ATPasa y Ca”-ATPasa, pero no a la Mg™™ Sakamoto ef al., 1995.
Xestoquinona ATPasa. Activa la Actomiosin-ATPasa y aumenta la incorporacion de Micsina, Actiomiosin-ATPasa Biochem. 34:
(111) mediante la modificacién de grupos SH de ta miosina de manera imeversible. 12570-112575
Schmitz y Bloor. 1988,
Adocia sp. Actividad anticancerigena: Inactivo. J.0rg.Chem, 53:
3922-3925
Actividad anticancerigena: Inactivo contra célutas PSS, inhibe células PTK-Vsrc pp60 (ICss = 60 uM), ; Atvi o al., 1993.
Xestospongia ct. carbonarnia | potentements activo contra células Liawe, 8itamente inhibidor contra células NCL-DTP, siendo poco J.Org.Chem. 58(18):
citotéxico 4871-4880
Actividad antitumoral; Inhibe a células L,z a[ 10 g/ mL ] enun 34.9 % ycélulas KB, a[ 10 pg/ Kobayashi ot al., 1992.
Xestosaprol A Xestospongia sapra mL) enun30.1% J.Nat.Prod. 55(7):
(112) Ademas, inhibe a la enzima AND-Topoisomerasa |, MIC = 12.5pug . 994-998
Kobayashi et al., 1992.
Xestosaprol B Xestospongia sapra Actividad antitumoral: Inhibe a calutas Lizg, , ICse = 2.7 g / mL y células KB, ICss = 8.6 pg / mL 4.Nal.Prod. 55(7):
{113) Ademas, inhibe a la enzima ADN-Topoisomerasa |, MIC = 12.5 pg . 994-598
McKee e Ireland. 1987.
Renierol Xestospongia caycedoi Actividad antibidtica: S. aureus, 100 g/ disco, hale de inhibicidn de 10 mm J.Nat.Prod. 50(4):
(114) Actividad antitumoral: Inhibe a células Lz, , 1Cse = 3.0 ug / ml ( medio téxico). 754-756
McKee ¢ Ireland. 1987.
Renierona Reniera sp. Actividad antibidtica: Muy potente como antimicrobiano. J.Nat.Prod. 50(4):

(119)

754-756
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COMPUESTO
AISLADO ESPECIE ACTIVIDAD DETECTADA REFERENCIA
Renierona Actividad antibictica: B. subtilis y 8. aureus a una [ 100 ug/ disco ). Inactivo para E. coli Edrada &l al., 1996.
(119) Xestospongia sp. Actividad Insecticida: S. littoralis a una { 270 ppm |. J.Nat. Prod. 59: 973-976
N-{3-oxo-1-butenil)-renierona Actividad antibidtica: B. subtilis y S. aureus a una [ 100 ug / disco ). Inactivo para E. coli Edrada et al., 1996.
{121) Xeslospongia sp. Actividad Insecticida: S. fitoralis a una [ 270 ppm ], débilmente activo ( 50 %). J.Nat. Prod. 53: 973-876
McKee e treland. 1987 .
Xestospongia caycedoi Actividad antibiética; §. aureus, 100 ug/ disco, halo de inhibicidn de 10 mm J.Nat.Prod. 50(4):
Actividad antitumoral: inhibe a céluas Lz, . 1Cse = 3.0 pg / mL { medio t6xico). 754-756
Actividad antibiética: B. subliis y S. auraus a una [ 100 ug / disco }, halo de inhibicion de 22 y 17 mm
respectivamente. Inactivo contra E. coli Edrada ef al., 1996.
Xestospongia sp. Actividad fungicida: Esporas de Cladosporium cumarinum a una{ 150 pg | J.Nat. Prod. 59: 973-976
Mimosamicin Actividad Insecticida: S. iftorafis a una [ 270 ppm |, inactivo ( 15 %).
(122) Actividad antibidtica: B. subliis y 5. aureus a una [ 50 pg / disco |, halo de inhibicion de 11y 14 mm Frincke y Faulkner. 1962.
Reniera sp. respectivamente. C. albicans, V. angufiarium y Pseusomona B-392 a una [ 10 g/ disco ), halo de J.Am.Chem.Soc. 104:
inhibicidén de 9, 11 y 10 mm respectivamente. .265' 269
; . Actividad cilotdxica: Inhibe a células P-388, EDg, = 0.73 g / mL, inactivo contra células Lyzre Petiit of at,, 1992.
Cribrochalina sp. Actividad antitumoral: Estudios i vitro sobre lineas de calulas M-MEL y SK-MEL (melanomas), |~ Can-JChem. 70(4):
siendo sensible de 10° a 10° M. 170-1175
Actividad antibidtica; B. subtiis y S. aureus muy débil, halo de inhibicion de 12 y 8 mm
1,6-dimelil-7-metox-5,8- Xestospongia sp. respectivamente. Inactivo contra E. coii Edrada et al., 1996.
dihidro-isoquinofina-5,8-dione Actividad Insecticida: S. itorafis a una [ 270 ppm ], muy activo ( 93 %), ECs = 35 ppm y LCy = 521 | J.Nat. Prod. 59: 973-976
[123) ppm.
Davidson. 1992.
Renieramicina G Xestospongia caycedoi Actividad citotéxica: Moderadamente activo, inhibe células KB, MIC = 0.50 pg/ mbL y célutas LoVo, | Tetrahedron Lett. 33(26):
(124) MIC = 1.00pug/ mL. 3721-3734
Alvi ot af., 1893.
Xaestoquindlido A Xestospongia cf. carbonana | Actividad anticancerigena: inhibe células PTK-Vsrc pp60 {ICso = B0 uM). J.0rg.Chem. 58(18):
(125) 4871-4880
Alvi et al., 1993.
Xestoquindlide B Xestospongia ¢f. carbonaria | Actividad anticancerigena: Inactiva contra células PTK-Vsrc pp60 (1Cs >>>> 200 pM). J.0rg.Chem. 58(18):
(126) 4871-4880
Inhibe a la enzima Ester-colesteril-protein-transferasa {CETP), ICs = 1 pM. Esta enzima tiene Coval ef ai., 1995.
Wiedendiol A Xestospongia cf. impacto directo sobre las lipoproteinas del plasma reduciendo los factores de riesgo en | Bioorg.Med.Chem.Letl.
(129) wiedenmayern enfermedades cardiovasculares. 5{6): 605-610
Coval et al., 1995.
Wiedendiol B Xestospongia cf. Inhibe a la enzima Ester-colesteril-protein-transferasa (CETP), ICsq = 0.6 uM. Bioorg.Med.Chem.Letl.
(130) wiedanmayefi 5(6): 605-610
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AISLADO ESPECIE ACTIVIDAD DETECTADA REFERENCIA
Sheji et al,1992.
Actividad antialérgica: Inhibe ta produccion de histamina en las células peritoneales de rata, por la J.0rg:Chem. 57:
Xestobergsterol A Xastospongia accion inducida Anti-IgE, ICso = 0.05 uM, siendo un compuesto potencial. 2896-2997
{189} bergquistia Actividad antialérgica:inhibe el incremento de la tasa inicial de la { Ca™ |, inducida por Anti-IgE e Taket et af., 1993.
inhibe ta generacién de IP3 y PI-PLC y por tanto la produccién de histamina. Experientia 49: 145-149
Kobayashi ef al., 1995.
Xestobergsterol A Irciria sp. Actividad citotéxica: Inhibe células Lyzss, , ICsa = 4.0 ng/ mL J.Nat.Prod. 58(2):
{189) _312-318_  __
e — = e T s T e T Shoji et al,1992.
Actividad antialérgica: Inhibe la produccion de histamina en las células peritoneales de rata, por la J.Org:.Chem. 57;
reaccion inducida Anti-IgE, 1C., = 0.10 4M, siendo un compuesto potencial. 2996-2997
Xestospongia bergquistia | pctividad antialérgicainhibe e incremento de Ia tasa inicial de la [ Ca™ ], inducida por Anti-IgE e Takei et al., 1993,
Xestobergsterol 8 inhibe la generacion de IP3 y PI-PLC y por tanto la produccion de histamina, pero en menor escala | Experientia 49: 145-149
(190} que el compuesto (192},
. Kobayashi gt al, 1995.
frcinia sp- Actividad citotdxica: Inhibe células Lizo. . ICse > 10 pg / mi (insignificante). J.Nal.Prod. 58(2):
312-318
Actividad antitumoral-cancerigena: Inhibe & crecimiento de células Liziw, 1Cs =2.1 pg/ mL y células Kobayashi ef af,, 1993.
Xestokerol A Xeslospongia sp. KB, I1Cs =44 g/ mL. J.Nat.Prod. 56(8):
{191) Actividad antibidtica: S5 .aureus, S .lutea y B. subtilis, MIC = 16 g / mL. 1350-1355
Actividad antitumoral-cancerigena: Inhibe el crecimiento de células Lz, 1Cso = 2.2 pg/ mL y célutas Kobayashi ef al., 1993.
Xestokercl B Xeslospongia sp. KB, 1Cs=4.6 pg/ mL. J.Nat.Prod. 56(8):
(192) Actividad antibidtica: Inactivo a 260 ug / mL. 1350-1355
Actividad antitumoral-cancerigena: Inhibe e cracimiento de células Liz, 1Cse = 0.78 pg / mL y Kobayashi el al., 1993.
Xestokerol C Xestospongia sp. células KB, ICs > 10 pg/ mL. J.Nat.Prod. 56(8}:
{193) Actividad antibidtica: S .iutea, MIC = 66 ug/ mL. 1350-1355
Iguchi et al., 1993
Actividad cancerigena: Inhiba células KB, I1Cs; = 0.042 ug / mL; HelLaS,, 1Cs = 0.16 g/ mi; Tetrahedron Lett. 34(39):
P-388, ICs = 0.022 pug / mL y LoVo, 1Cs = 0.079 ug / mi. 6277-6280
Actividad antitumoral: Potente Shimura et al., 1994.
Experientia 50: 134-136
Aragusterot A Xestospongia sp.
(194}

Actividad citotéxica: Inhibe fuertemente célutas KB, ICso = 0.042 pg / mL
Actividad antitumoral: Sobre células fn vivo Lizie. T/C= 220% a 1.6 mg/Kg

Mitome ot al, 1895.
Tetrahedron Lett. 36(45):
8231-8234

Aclividad citotéxica: Inhibe células K8, I1Cy = 0.03pg / mbL

Kobayashi af al., 1996.
Chem Pharm. Bull.
44(10): 1840-1842
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AISLADO
iguchi et af., 1994,
Aragusterol B Xestospongia sp. Actividad antiproliferativa contra célutas KB, ICs, = 3.3 pg/mL {moderada). J.0rg.Chem. 59:
(195) 7499-7502
Actividad antitumoral: Inhibe células KB, ICso = 41 ng / mL, céiutas Liaig, @ 1.6 Mg / mL present6 T/C Shimura et al.,, 1994.
= 257 %. Experientia 50: 134-136
. Actividad citoléxica: Inhibe fuertemente célutas KB, ICsy = 41 g/ mi Mitome ef al., 1995.
Aragusterol C Xestospongia sp. Actividad antitumoral: Sobre células /1 vivo Lizio, T/IC= 257 % a 1.6 mg/Kg Tetrahedron Lett. 36{45):
{196} 8231-8234
Kobayashi ef al., 1996.
Actividad citotéxica: Inhibe céhulas KB, 1Cs, =20 ng/ mL Chem.Pharm. Buil.
44(10): 1840-1842
iguchi at al,, 1994.
Aragusterol D Xestospongia.sp. Actividad antitumoral: Inactivo J.0rg.Chem. 59:
{197) 7499-7502
Kobayashi et al., 1996,
Aragusterocetal A Xestospongia sp. Actividad citotdxica; Contra células KB, ICsp = 4 ng/ mL Chem-Pharm, Buil.
(198) 44(10): 1840-1842
Kobayashi ef &', 1996.
Aragusterocetal C Xestospongia sp. Actividad citotéxica: Conltra células KB, ICsp = 4 g/ mL ‘Chem-Pharm. Bull.
(199) 44(10): 1840-1842
24 26-ciclo-5a-colest-(22E)- Gunasekera af al., 1991.
an-3b-ol-4",8°,12"-trimetil- Xaslospongia sp. Actividad antibidtica: C. candida, Herpss simplex tipo l. J.Nat.Prod. 54{4):
tridecanoato (200} Actividaganiitumoral: Inhibe células P388; inactiva contra linfocilos para reaccién. 1119-1122
Inhibe la produccién de somatostatina (SRIF) enun 41 % a [ 20 pg / mL ], inactivo contra péptido- Vassas ef al,, 1996.
Extracto de DCM Xastospongia sp. vasoactivo-intestinal (VIP). Planta Med. 62: 28-30
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ANEXO D

ESPECIES DEL GENERO Xestospongia REGISTRADAS EN LA LITERATURA

‘I
1. Xestospongia ashmorrca (Hooper)*'
2. Xeslospongia bergqu:srra Fromont*?

3. Xestospongla caminata  Pulitzer-Finali 1986-
1987 h
4. Xestospongia carbonaria Lamarck 1814°*

v
5. Xestospongia cf. carbonaria (Lamarck 1814)*
[

: Xesrospong:a caycedoi Zea y van Soest
1986*°

7. Xesrospong:a clavata
1993*°

8. Xestospongia corafloides {Dendy 1924)

9. Xestospongia cretacea (Schmidt 1870)

10. XestosPong:a diprosoria De lLaubenfels
1930* 7 |

11. Xesrospong:a dommacana
1986-1987°°

12. Xestospongia exigua Ktrkpatrlck 1900"'""?

13.Xestospongia grayi (Hechte! 1983)*"

14. Xestospongra informis ‘_Pu!itzer-Flnaii 1992-
1993-° :

15, Xestospongia ingens (Thiele 1989)

16. Xestosgongra mamiifata Pulitzer-Finali 1980-
1981+ I

17.Xestospongia muta (Schrnidt 1870)"%'516

18. Xestospong:a novaezea!andfae Bergguist y
Warne 1980°°

|
Pulitzer-FinaIi 1992-

»7.8

Pulitzer-Finali

«14

19. Xestospongia pachyderma (Burton)*®

20. Xestospongra pacifica Kely-Borges y Bergquist
1988°

21. Xestospongia portoricensis Van Soest 1980* "%

22. Xestospongia Prox:ma
Michelotti 1864)

23. Xestospongia cf proxima
Michelotti 1864)

24. Xestospongia rosariensis Zea y Ruitzler 1983

(Duchassaing vy

{Duchassaing y

alb

25. Xesrospongfa cf. rosariensis (Zea y Rutzler
1983)"'°

26. Xestospongia sapra De Laubenfels 19547

27. Xestospongia similis {Ridley y Dendy 1886)

28. Xestosgongra subtriangularis  (Duchassaing
1850)*

29. Xestospongia testudinaria Lamarck 1814"*

12

30. Xestospongia tierneyi (De Laubenfels 1953)

31. Xestospongia trindanea Ristau 1978"%

32. Xestospong:a tuberosa Pulitzer-Finali 1992-
1993°°

33. Xestospongia vanifla (De Laubenfels 1930)

34. Xestospongia variabitis (Ridley 1884)

210

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 vy
Wiedenmayer, 1994, ‘13 Mothes y Bastian, 1993. *14 Kong et.al.,, 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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