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RESUMEN: la esponja marina Aplysina fistularis fue colectada en Isla Larga, bahia de Mochima, Venezuela, cortada en
trozos y sumergida en metanol, filtrada al vacio y extraida cada 24 h. El extracto acuoso fue particionado con acetato de etilo
(FAE). FAE fue separado por cromatografia sobre silica gel obteniéndose 15 fracciones; a partir de la F, se adquirieron 15
fracciones y de la F_, se aislé el terpeno 3,5-dibromo-1-hidroxi-4,4-dimetoxi- 2,5-ciclohexadien-1-acetamida elucidada por
RMN 2C y *H con actividad antibacteriana. Las pruebas quimicas revelaron la presencia de alcaloides y esteroles en las
fracciones probadas.

Palabras claves: Aplysina fistularis, esponja marina, terpenos

ABSTRACT: A specimen of the marine sponge Aplysina fistularis collected off the coast of Isla Larga, in the Bay of
Mochima, Venezuela (10°20°-10°24’N, 64°19°-64°22°W) was cut into pieces and submerged in methanol for 24 hours, thus
resulting an exudate suspension that was vacuum-filtered and separated into fractions with ethyl acetate. The fractions in
ethyl acetate (FEA) were in turn separated by silica gel chromatography to produce 15 fractions, from which further fractions
were obtained. The subfraction resulting from F,, videlicet, F_, yielded a precipitate crystal identified by *C- and 'H-NMR as
the terpen 3,5 dibromo-1-hydroxy-4,4-dimethoxy-2,5-cyclohexadien-1-acetamide, whose antibacterial effect was positively
tested against several bacterium strains. Chemical assays also revealed the presence of alkaloids and sterols in the fractions
assayed.
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INTRODUCCION

Los poriferos son uno de los grupos marinos con mayor
cantidad y variedad de compuestos quimicos secundarios
con potencial farmacolégico (FenicaL, 1982; RobriGUEZ &
PiRA, 1993), cuyos posibles usos van desde compuestos
antibacteriales (Hu et al. 2002), antiparasitarios (Le PAre
etal. 2000), antiinflamatorios antivirales, anticoagulantes,
cardiotdnicos, antitumorales (Konbe & ANDERSEN, 1994;
KoBAvasHI et al. 1996a, 1996b; Tsuba et al. 2001),
insecticidas (EbrapA et al. 1996), inmunomoduladores
incluyendo toxinas hasta pinturas antifouling (Acosta &
RobricuEz, 1992; GARcia et al. 1994).

Se ha investigado la produccion de metabolitos
brominados derivados de la tirosina aislados de las esponjas
perteneciente al orden Verongida, tal es el caso de los

compuestos: fistularin-1, [U- *C]-L-tirosina, [U-**C]-L-3-
bromotirosina, [U-**C]-L-3,5-dibromotirosina, aerotionina,
dibromoverongiaquinol, aeroplysinina-1, cavernicolina-1,
aplysamina-1 (CARNEY et al. 1995), aplysilina A (GuLaviTA et
al. 1995) y el 11-Deoxifistularina-3 (CompacNoNE et al. 1999);
por otro lado, SiLva et al. (1991), propusieron que todas las
esponjas son capaces de biosintezar esteroles, asimismo,
CARBALLEIRA et al. (1992), sefialaron que A. lacunosa y A.
fistularis contenian grandes cantidades de los esteroles
aplisterol y verongulasterol.

A fistularis (PALLAs, 1766), pertenece al phylum Porifera,
clase Demospongiae, subclase Ceractinomorpha, orden
\Verongida, familia Aplysinidae. Son de formas tubulares
cilindricas unidas en la base, de aproximadamente 4 a 60 cm
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de altura, color mostaza que cambia a marrén oscuro al ser
preservada; habita en profundidades entre 2 a 6 m sobre
sustrato coralino, rocoso o arenoso (AMARo, 2002).

Se estimd conveniente evaluar la actividad antibacteriana
y aislar sustancias bioactivas de la esponja marina Aplysina
fistularis, la cual pudiera ser fuente natural de agentes
terapéuticos en la medicina moderna.

MATERIALESY METODOS

La colecta de la esponja marina A. fistularis se realizé en la
Bahia de Mochima, sector Isla Larga, Estado Sucre, \enezuela
(10°21°05"y 1002138 Lat. N.- 6421’05y 64°21"25” Long. W).

Laesponja fresca (9,5 kg) fue cortada en trozos, los cuales
fueron extraidos en metanol por maceracion. Se filtré al vacio
la solucién obtenida, y el solvente fue evaporado a presion
reducida a 40°C. Obteniéndose una suspensién acuosa, la
cual se extrajo con acetato de etilo. Posteriormente, la fase
organica fue rotaevaporada y se obtuvo la fraccion en acetato
de etilos (FAE).

El efecto antibacteriano de las fracciones y compuesto
aislado, se detectd por la técnica de difusion en agar o método
de antibiograma (BAuEeR et al. 1966) y fototdxico segun
DanIELs (1965), se utilizaron las cepas bacterianas: Escherichia
coli (ATCC 10536), Proteus vulgaris (ATCC 9920),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027), Klebsiella
pneumoniae (ATCC 10031), Salmonella tiphymurium (ATCC
14028), Bacillus cereus (ATCC 9634) y Staphylococcus
aureus (ATCC 6538). Las placas de Petri se sirvieron con agar
Muller-Hinton (HI MEDIA), e inocularon con una suspension
bacteriana estandarizada por comparacién con un patrén
McFarland 0,5. Para ambas pruebas se utilizaron discos
estériles de papel de filtro Whatman N° 3 de 10 mm (FAE) y de
5 mm de diametro (subfracciones y el compuesto),
impregnados con 25 y 7 ml, respectivamente, con una solucion
de 40 mg/ml (FAE), 20 mg/ml (subfracciones) y 5 mg/ml
(compuesto). Para la actividad fototdxica, los discos
impregnados con la(s) solucidn(es) se irradiaron por intervalos
de 2, 4, 6, 8 horas con una lampara de inmersién de mercurio
de alta presion de 450 Watios, colocada a una altura de 30 cm
sobre los discos. La inhibicion del crecimiento bacteriano por
parte de la(s) sustancia(s) fototoxica(s) se cuantificé usando
latécnica descrita por BAuer et al. (1966).

El andlisis quimico cualitativo para triterpenos
pentaciclicos, esteroles insaturados y alcaloides se realizé
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mediante las técnicas descritas por Dominguez (1973) y
MARcANO & HasecAwa (2002).

Los extractos crudos v las fracciones, se separaron por
cromatografia de columna rapida (CCR) de resolucién
moderada (STiLL et al. 1978) y cromatografia de columnaal
vacio (TArGeTT etal. 1979), sobre silica gel G seg. Stahl, tipo
60, Merck (FAE) y silica gel 70-270 mesh, 60A Aldrich (Fy
F. o); silica gel para capa fina Kiesegel D, 5-40 mm, Riedel de
Haén AG. Cada unade las muestras (FAE, F,y F, ) se eluyeron
con solventes de polaridad creciente diclorometano, acetona,
acetato de etilo, metanol y laF, . se eluyo hasta acido acetico
al 10%.

Los espectros de RMN se registraron en un aparato
Bruker de 400 MHz y la Espectrometria de Masas en un
cromatdgrafo Hewlett Packard 5890 con detector de masas
Hewlett Packard 5952.

RESULTADOSY DISCUSION

Actividad biolégica.

Se mostr6 un efecto antibacteriano de FAE (38,81 g) frente
a: E. coli, B. cereus, S. aureus, P. vulgaris, S. typhimurium, K.
pneumoniae y P. aeruginosa (TABLA 1), cuyos resultados
son similares a los de MoraLEs et al. (2000), quienes
demostraron actividad antibacteriana de los extractos en
acetato de etilo frente a E. coli. Sélo se observé efecto
fototdxico a las 6 h de irradiacion en S. typhimurium (aumento
el halo de inhibicién de 25 a 29 mm) y en P. aeruginosa
(desde 22 hasta 25 mm).

DanieLs (1965) al disefiar un método microbiolégico para
demostrar la presencia de sustancias fototoxicas, propuso
que dichas sustancias estan asociadas con la exposicion a
las radiaciones solares, las cuales tienen la particularidad de
ser activadas por accion de la luz.

La fotoproteccion es utilizada para la conservacion
evolutiva de las especies, incluso los microorganismos mas
primitivos poseen métodos enddgenos que los escudan de
cantidades excesivas de radiacion ultravioleta, entre ellos
pigmentos absorbentes de luz, proteinas y sistemas
enzimaticos utilizados para reparar los dafios causados por
laexposicidn a la radiacion ultravioleta (ArRnason et al. 1983;
PATHAK, 1986; MECKES-LozoYA & GASPAR, 1993).

Anélisis quimico
Se detectd la presencia de esteroles y alcaloides
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TABLA 1. Actividad antibacteriana de la fraccion en acetato de etilo de Aplysina fistularis (expresada en mm).

Microorganismos

K. pneumoniae S. typhimurium

Diametro 18 25 23

E. coli

P. vulgaris P. aeruginosa  S. aureus  B. cereus

19 22 31 28

débilmente basicos; resultados similares a reportes previos
realizados en especies de Aplysina, en los que s6lo se ha
sefialado la presencia de alcaloides (HoLLENBEAK et al. 1976;
Goo & RINEHART, 1980; CimiNiELLO et al. 1994 y esteroles
(Lawson et al. 1988; CataLan etal. 1985; WaLkup et al. 1981).

Fraccionamiento

Las fracciones obtenidas se evaluaron basédndose en la
mayor actividad antibacteriana asi como la masa de las
mismas, con la finalidad de lograr el aislamiento del
compuesto activo (TABLA 2). Las fracciones F, (108,8 mg),
F,, (1402,0 mg), F,, (319,6 mg) y F, (1300,1 mg) no
produjeron actividad antibacteriana. Se puede observar
que la fraccion FAE una vez particionada aumento la accion

inhibitoria del crecimiento bacteriano notablemente en la
F.y F,, lo cual pudiera deberse a un efecto antagonico de
algunas sustancias presentes. La actividad fototoxica se
noto sobre K. pneumoniae con laF, (de 12a21 mma4h
de irradiacién) y en P.vulgaris (de 18a32 mmalas 6 h).

Fraccionamiento de la F,

Se obtuvieron 15 subfracciones, de las cuales sélo
ocho presentaron actividad antibacteriana contra la
mayor cantidad de las cepas ensayadas (TABLA 3);
las fracciones F,, (5,6 mg), F_ (16,1 mg), F.,, (5,5
mg), F, ,(3,7mg), F...(252mgq),F ,(81,8mg)yF
15 (2,1 mg) no mostraron actividad antibacteriana ni
fototoxica.

TABLA 2. Actividad antibacteriana de las subfracciones obtenidas a partir de la fraccion en acetato de etilo de Aplysina fistularis

(expresada en mm).

Microorganismos

Masa
Fraccion S.aureus  B.cereus K. pneumoniae S. tiphymurium E. coli P. vulgaris P. aeruginosa

(mg)
F2 1609,0 - 7 - - - - -
F3 476,8 - 11 - - - - -
F4 2432 - 1 - - 7 - -
F5 23419 48 39 36 43 48 18 40
F6 533,7 28 30 26 27 25 21 -
F7 256,6 12 20 12 19 24 21 -
F8 186,3 15 15 18 13 13 11 13*
F9 211,8 12 11 - 7 10 - 15*
F10 384,3 7 7 - - - - -
F11 291,7 11 10 7 7 7* - 9
F12 1639,3 12 10 - 7* 15 - 12

(*): Colonias resistentes en la zona de inhibicion (-): no activo

95



LANZAET AL.

A partir de la F_  se obtuvo un precipitado parcialmente
soluble en metanol, el cual fue lavado con metanol varias
veces produciéndose dos sélidos a los que se les realiz6
la prueba de actividad antibacteriana, los cristales
resultantes del segundo lavado mostraron actividad
inhibitoria del crecimiento bacteriano sélo frente a E. coli
con un didmetro de 13 mm.

Anélisis instrumentales

Los cristales obtenidos del segundo lavado de la F,
se analizaron por RMN !H y 8C, identificAndose un
compuesto fundamentalmente puro, presentando las
siguientes sefiales en el espectro de protones un singulete
a 2,41 ppm cuya integral corresponde a dos protones
pertenecientes a un grupo CH,, ademas de dos picos
intensos a 2,98y 3,04 ppm cada uno, representados como
un singulete que de acuerdo a sus integrales corresponde
a dos grupos metoxilicos. Otras sefiales, que se obtuvieron
a campos mas bajos son: un singulete a 6,02 ppm, cuya
integral da para un protén asignable a un grupo oxidrilo
(OH), también se observa un singulete a 6,80 ppm cuya
integral representa a dos protones que pueden estar unidos
a un atomo de nitrégeno (NH,), por tltimo aparecen dos
multipletes a 7,00 y 7,41 ppm, cuyas integrales
corresponden a un protén cada una.

En carbono trece (**C) se observan ocho sefiales, siendo
la sefial que aparece a campo mas bajo la correspondiente
al carbono del grupo carbonilo; la que se observa a campo
mas alto corresponde al carbono metilénico (Fig. 1).

La espectrometria de masas reporta un ién molecular
de 371 m/e, el cual coincide con la masa molar del
compuesto C, H,.NO,Br. Los demas iones resultantes que
contienen dos atomos de bromo son: unos picos a 340
(M-OCH,), 322 [(N-OCH,)-H,0], 313 (M-CH,CONH,).
Asimismo, la pérdida de dos a&tomos de bromo 290 (M-Br)

..()-l

HO.. CHZ__C"_"_["JHZ

Br Br

“QMe

Fig. 1. Estructura del terpeno 3,5-dibromo-1-hidroxi-4,4-dimetoxi-
2,5-ciclohexadien-1-acetamida aislada de Apysina fistularis

MeOQ**

y 210 [(M-Br)-Br]. Estos resultados coinciden con los
reportados por SHARMA et al. (1970), quienes también
sefialaron que A. fistularis no presenté actividad
inhibitoria del crecimiento bacteriano; sin embargo, en
este trabajo la 3,5-dibromo-1-hidroxi-4,4-dimetoxi- 2,5-
ciclohexadien-1-acetamida mostrd una actividad
antibacteriana contra E. coli (13 mm).

TABLA 3. Actividad antibacteriana de las fracciones obtenidas a partir de la F, de Aplysina fistularis (expresada en mm).

Microorganismos

Masa

Fraccién (o) K. pneumoniae S. typhimurium  E. coli  P. vulgaris P. aeruginosa S. aureus  B. cereus
F5-2 6,8 - - - - - - 8*
F5-3 206,4 43 34 34 24 - 27 26
F5-4 142,7 22* 20 21 20 - 10 16
F5-5 4134 42 34 38 22 7 25 29*
F5-6 1457 10 10 12* 12 - * 10
F5-7 61,4 9 11 12* 12 - ™ 8
F5-8 10,5 7 8* - - - - 8*
F5-9 33,0 11 - - - - 10* -

(*): Colonias resistentes en la zona de inhibicion, (-): no activo
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En lo que respecta a compuestos halogenados del
género Aplysina se tiene que es muy comun la presencia
de compuestos halogenados derivados de la tirosina
(bromotirosina) pudiendo ser posible considerar a la
tirosina, como el compuesto de base para la biosintesis de
estos (MAkARIEVA et al. 1981; TymiAk & RINEHART, 1981;
NAcarRAIA & SHaw, 1982; GuNASEKERA & CRoss, 1992;
RopricuUEz & PIRiA, 1993; CARNEY et al. 1995).

Se han reportado algunos trabajos que destacan el
aislamiento de sustancias de naturaleza terpenoidal con
propiedades antibacteriales en esponjas marinas (CAPELLE
etal., 1980; GonzALEz et al., 1984; De GiuLLio et al., 1989;
CARBALLEIRA €t al., 1992 y GarrIDO et al., 1997), cuyas
propuestas se confirman en esta investigacion, puesto que
los resultados dieron pruebas positivas para triterpenos
pentaciclicos y son contrarias a las afirmaciones de
CimiNIELLO et al. (1994), el cual expresa que las esponjas
marinas del orden Verongida carecen de terpenos.

CONCLUSIONES

1.- La FAE presenta actividad antibacteriana frente a
las cepas Gram positivas: S. aureus, B. cereus y Gram
negativas: K. pneumoniae, E. coli, P. vulgaris, S.
typhimurium y P. aeruginosa y fototdxica frente a las dos
Gltimas.

2.- El analisis quimico revelé presencia de esteroles y
alcaloides en la FAE.

3.- Las subfracciones aisladas de la FAE mantienen su
accion antibacteriana contra las cepas Gram positivas y
Gram negativas.

4.- Se caracteriz0 la 3,5-dibromo-1-hidroxi-4,4-dimetoxi-
2,5-ciclohexadien-1-acetamida mediante CG/EM, RMN *H
y 13C.

5.- El compuesto aislado presentd actividad
antibacteriana frente a E. coli.

6.- Aplysina fistularis representa una fuente promisoria
de compuestos activos que pudieran ser considerados de
interés terapéutico en la medicina moderna.

Recomendaciones:

1.- Evaluar la citotoxicidad in vitro e in vivo para
descartar efectos toxicos de la 3,5-dibromo-1-hidroxi-4,4-
dimetoxi-2,5-ciclohexadien-1-acetamida.
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