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RESUMEN

A los extractos crudos en éter de petrdleo, cloroformo, acetato de etilo y metanol del
alga Kappaphycus alvarezii (recolectada en la Isla de Cubagua), se les realiz6 un estudio
quimico y de bioactividad. Todos los extractos ensayados evidenciaron presencia de
esteroles insaturados; sin embargo, los extractos crudos en éter de petroleo y metanol,
mostraron la presencia de alcaloides; a diferencia del extracto crudo en cloroformo y en
acetato de etilo, los cuales dieron positiva la prueba para triterpenos pentaciclicos. Los
valores de CLsy de todos los extractos obtenidos en este bioensayo mostraron toxicidad
ante los crustaceos Artemia salina y Litopenaeus vannamei. Mediante cromatografias en
columna y capa fina preparativa, se fraccionaron continuamente los extractos en
cloroformo y en acetato de etilo, analizdndose algunas subfracciones obtenidas mediante
CG-EM e identificindose algunos de sus constituyentes por sus patrones de
fragmentacion y comparacion de sus espectros de masas con los existentes en la base de
datos. Encontrandose que la fraccion A, proveniente del extracto en acetato de etilo
presentd como componentes mayoritarios al acido hexadecanoico, dibutilftalato y el
compuesto esteroidal colestano; ademas de 2,6-diter-butilciclohexa-2,5-dieno-1,4-diona;
6,10,14-trimetil-2-pentadecanona; acido 2- fenilacético y 1-(1-propoxi) propano. Mientras
que la fraccion FD del extracto en cloroformo exhibié a los 4cidos grasos saturados
palmitico, estearico y miristico, como componentes abundantes; y en menor proporcion
a la 3-etil-4-metil-1H-pirrol-2,5-diona. En la fraccion EM; proveniente del
fraccionamiento del extracto metandlico, se logrd identificar al 4cido octadecanoico a
través de RMN uni y bidimensional y en la fraccion FG del extracto en cloroformo, se

caracteriz6 al 1-fenilbutan-1-ol, mediante esta misma técnica.
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INTRODUCCION

En los ultimos tiempos, los cientificos estan sugiriendo nuevas direcciones para
la futura investigacion de los productos naturales marinos. Estas nuevas direcciones se
hacen necesarias, si se piensa que cada vez resulta mas dificil encontrar nuevos
compuestos a partir de organismos marinos cuya recoleccion sea ecoldgicamente
sencilla. Por este motivo, quienes pretendan solo el hallazgo de nuevos productos, deben
prestar atencion a los organismos que son extrainos o dificiles de recoger. En definitiva,
queda todavia mucho por ser descubierto sobre la “quimica del mar”. Sin duda, habra
muchas ocasiones en que la determinacion de mecanismos de accion, tanto ecoldgica
como farmacologica, requerira la intervencion de los “quimicos marinos™ (1).

Los resultados de los estudios en productos naturales marinos indican que mas
del 80% de sus aplicaciones van dirigidas a tres campos principales, los cuales
corresponden a la salud humana, la alimentacién y la industria cosmética. Por lo tanto, la
razoén primordial de las investigaciones en ésta area, es la busqueda de compuestos
quimicos bioactivos utiles y aplicables para los seres humanos (2). Los constituyentes
quimicos que mas han llamado la atencion, son aquéllos que han sido aislados de
organismos que viven en aguas tropicales, ya que es precisamente en estas zonas donde
existe un mayor grado de biodiversidad, fendomeno que genera una mayor competencia
por espacio y alimento y que necesariamente hace que cada organismo deba producir
una serie de estrategias quimicas que le aseguren su propio desarrollo (3).

Los organismos marinos se han revelado como una fuente importante de
sustancias bioactivas, de gran valor para el tratamiento de numerosas enfermedades por
sus propiedades terapéuticas (antivirales, antiinflamatorias, antioxidantes, antibiodticas,
entre otras). Han sido identificados cerca de 600 nuevos metabolitos, provenientes de
varios organismos de origen marino (4-5). Dentro de ellos, se encuentran las algas de
agua dulce y marinas, las cuales han desarrollado estrategias de defensa que dan lugar a
un nivel significativo de diferentes estructuras quimicas, de diversas rutas metabolicas
(6-7). Encontrandose grupos de metabolitos como: diterpenos, eicosanoides, lectinas,

esteroles y alcaloides (8). La biodiversidad de las especies de algas marinas, junto a la



diversidad quimica encontrada en cada especie, constituye un recurso practicamente
ilimitado que puede ser utilizado de forma beneficiosa, para el desarrollo de biofarmacos
antitumorales, antivirales y antibidticos (9).

El potencial antibacteriano de las algas se debe a su capacidad para sintetizar,
entre otros, a los diterpenos en las algas verdes, terpenos halogenados en las algas rojas
y metabolitos mixtos tipo terpeno-aromatico en las algas pardas (10-13). Sin embargo, el
uso de las algas marinas data de muchos siglos atras, sirviendo de alimento humano y
como fertilizante en agricultura (14). Este importante recurso marino es muy apreciado
en paises asiaticos (Japon, China), debido a que constituye un alimento sano, rico en
polisacaridos, proteinas, minerales, vitaminas y otros nutrientes como acidos grasos
poliinsaturados (15-16). Ademas de eso, las algas han sido explotadas, desde hace ya
mas de un siglo, como fuente de coloides que son usados exitosamente y con un amplio
espectro de posibilidades como espesantes, gelificantes y estabilizantes en la industria
alimentaria. Pero, es desde hace aproximadamente 30 afios que las algas marinas han
sido reconocidas como fuentes potenciales de sustancias con propiedades
farmacolodgicas (14).

En relacion con bioproductos provenientes de algas, las tendencias recientes en la
investigacion de las drogas procedentes de fuentes naturales, sugieren que las algas son
un grupo prometedor para suministrar nuevas sustancias bioquimicamente activas
(17-21). Siendo numerosas las revisiones que sefialan a las algas como uno de los
principales productores de compuestos bioactivos (22-24), en algunos casos con
estructuras moleculares no encontradas en otros organismos (25), con posibles usos
antibacterianos, anticancerigenos, cardiotonicos, antivirales, antitumorales,
antiinflamatorios y anticoagulantes, entre otros (26).

Estos organismos marinos constituyen un total de veinticinco a treinta mil
especies, con una gran diversidad de formas y tallas, pueden existir como organismos
unicelulares microscopicos (microalgas) y pluricelulares de gran tamafio (macroalgas)
(26). Aunque el numero de especies de macroalgas estudiadas unicamente alcanza
alrededor de un 2% del total de las conocidas, en la actualidad los compuestos quimicos

caracterizados son aproximadamente dos mil, pero solamente en algunos se ha podido



establecer claramente el mecanismo de accion (27). Miembros de los principales grupos
de algas marinas (rodofitas o algas rojas, feofitas o algas pardas, clorofitas o algas
verdes) han mostrado ser capaces de inhibir el crecimiento de ciertas bacterias, virus y
hongos (26). Entre algunas de las investigaciones, se encuentran la evaluacion de la
actividad antibacteriana y antifungica de extractos de 11 especies de algas marinas,
cuyos resultados obtenidos permiten afirmar que especies del Phylum Rhodophyta,
Chlorophyta y Phaeophyta, son productoras de sustancias bioactivas con efecto
antibacteriano, resultando ser las algas pardas y rojas los grupos con mayor niumero de
especies con potencial antibacteriano (28).

Cabe destacar, que son muy pocas las publicaciones cientificas realizadas en
Venezuela, en las que se hayan caracterizado metabolitos provenientes de algas marinas
de costas venezolanas y determinado su actividad bioldgica, pudiendo asi establecerse el
mecanismo de accion de esos compuestos activos identificados. El ensayo de la
actividad antimicrobiana, biotoxica y andlisis quimico de dos especies de algas rojas,
estableciéndose mediante los resultados obtenidos que los extractos de ambas especies
presentaban propiedades antimicrobianas (29); aislamiento, caracterizacion parcial y
actividad bioldgica de una lectina presente en el alga verde, Halimeda opuntia (30).
Evaluacion de la actividad bioldgica y determinacion de los mecanismos de accid
primaria de los extractos organicos del alga roja Eucheuma denticulatum (31); el estudio
de la actividad antimicrobiana de macroalgas marinas del Oriente de Venezuela,
concluyéndose que las tres especies de algas rojas Gracilariopsis tenuifrons, Gelidium
serrulatum y Kappaphycus alvarezii producen metabolitos secundarios con actividad
antimicrobiana (32); la determinacion de las propiedades bioactivas de doce especies de
algas marinas del Nororiente de Venezuela, presentando actividad hemaglutinante y
antibacteriana los extractos acuosos de las algas pertenecientes a las Rhodophyceae y
Chlorophyceae, pudiendo ser atribuido a la presencia de aglutininas tipo lectinas (33).

Treinta afios de investigacion en productos naturales de algas marinas, han
llevado a la conclusion de que, las algas de color marrén y las rojas, poseen mecanismos

bioquimicos con la disponibilidad de sintetizar una gran variedad de metabolitos



secundarios con biofuncionalidades y tipos de esqueletos muy diferentes a los de las
plantas superiores (34). Se ha encontrado que una gran diversidad de estructuras
quimicas como proteinas, terpenoides, cumarinas, xantonas, alcaloides, flavonoides,
polifenoles y polisacaridos, elaboradas por especies de algas, son capaces de inhibir la
enzima transcriptasa reversa (TR) del virus de inmunodeficiencia humana (HIV) (35).
Polisacaridos extraidos del alga Gracilaria corticata, exhibieron actividad antiviral
contra el virus del herpes simple tipo 1y 2 (36).

Por otra parte, dos nuevos metabolitos bromofendlicos aislados del alga roja
Vidalia obtusaloba, resultaron con actividad antiinflamatoria enfocada en la inhibicion
de la fosfolipasa A2 (37) y todas las fracciones de extractos del alga Sargassum
siliquastrum, contenian compuestos fendlicos con una amplia actividad antioxidante
(38). La variada actividad farmacologica de los polifenoles, en general, ha sido asociada
a la capacidad de actuar como agentes antioxidantes (39). Pareciera ser, que las
propiedades de los polifenoles como antioxidantes, es potenciada por soluciones de
hierro (40).

Las algas mas usadas por los humanos como alimento, son las algas rojas
Porphyra, Gracilaria, Gloiopeltis, Echeuma y algas marrones como, Laminaria y
Undaria (41). En Venezuela, no se han reportado casos de intoxicacion alimenticia por
el consumo de algas. Sin embargo, en Japon fueron reportados dos casos de intoxicacion
por Gracilaria verrucosa en octubre de 1993, resultando una persona fallecida (42) y en
Hawai para septiembre de 1994, varias personas presentaron sintomas de intoxicacion
por la ingestion de Gracilaria coronopifolia (43). Aunque las algas son importantes
como una fuente de alimentacion, su principal uso industrial es para extraer productos
polisacéridos como agar-agar, carragenina y alginatos.

Hay tres tipos de carragenina: kappa, iota, lamda. Kappa se usa para hacer geles
muy fuertes. Iota es de Eucheuma y se usa para hacer geles suaves. Lambda es diferente
y forma gel cuando se mezcla con proteinas y por eso se usa para espesar productos de
leche. Se usa la carragenina en la carne enlatada, en la mayoria de los helados, leche y

chocolate (44).



Las especies de Euchema y Kappachycus presentan caracteristicas de crecimiento
invasivas que les permiten limitar el espacio disponible sobre el sustrato para otras
especies; tienen una alta capacidad de regeneracion que permite su reproduccion por
fragmentacion y puede crecer libremente en la columna de agua sin necesidad de
sustrato por lo que constituyen algas invasoras (45). Ademads, estas algas estan
caracterizadas por una toxicidad que las mantiene libre de epifitas y de herbivoros (46).
La informacién con respecto al tema de las invasiones por algas foraneas a nivel
mundial, da una idea acerca del peligro que éstas representan para los recursos bidticos
(47). La introduccion y el traslado de especies con el objeto de acuicultura puede alterar
o empobrecer la biodiversidad y los recursos genéticos del ecosistema marino a través de
cruzamiento, predaciones, rivalidades y destruccion del habitat, posiblemente, mediante
la transmision de parasitos y enfermedades (48, 49).

Las especies de algas invasoras y comercialmente importantes, pertenecen a la
familia Solieriaceae (Figura 1), Kappaphyccus alvarezii (Doty) Doty ex Silva
(Gigartinales, Rhodophyta), es una de las carragenofitas cultivadas que ha tenido mayor
¢éxito en mares tropicales, constituyendo la principal fuente mundial de materia prima
para la produccion de carragenina kappa-I (50-52).

El alga K. alvarezii, fue introducida en Venezuela con fines comerciales en 1996,
realizdndose los primeros cultivos en la Ensenada de Guaranache, estado Sucre.
Posteriormente, fue llevada y cultivada en Playa La Uva, Isla de Coche, estado Nueva
Esparta en 1997 (53), generando polémicas por todos los potenciales riesgos ambientales
que pudiera generar su cultivo (47). El establecimiento de esta alga en las costas
venezolanas fue demostrado por la aparicion de ejemplares de K. alvarezii en areas
alejadas de los cultivos iniciales, observandose ejemplares saludables en arribazones en
diferentes puntos de la costa de los estados Sucre y Nueva Esparta (54). La invasion y
dano de arrecifes coralinos por K. alvarezii registrada para la Isla de Cubagua,
demuestran lo peligroso que puede ser esta alga para la biodiversidad (49). Por otra
parte, existen advertencias previas sobre el efecto de la invasion de Kappaphycus sp en

zonas coralinas (45, 55).



Todos los trabajos de investigacion existentes de K. alvarezii, hasta el afio 2009
hacen referencia a aspectos taxondmicos, biologicos, de cultivo, respecto a sus
propiedades antioxidantes (47,53, 56), asi como estudios quimicos enfocados a la
identificacion de los polisacaridos que presenta (57), principalmente en el aspecto
econéomico de produccion. Acerca de la identificacion de algunos metabolitos
secundarios, su caracterizacion, asi como la determinacioén de la actividad biodlogica,
solo se ha realizado una investigacion, donde las muestras de K; alvarezii provenian del
Puerto Internacional El Guamache, estado Nueva Esparta y en las fracciones F; y F, del
extracto en acetato de etilo, por medio de un cromatografo de gases acoplado a un
espectrometro de masas, se pudieron identificar varios compuestos mayoritariamente
hidrocarburos insaturados, entre éstos se encontraron el 5- octadeceno, el 1- octadeceno
y el eicosiltriclorosilano entre otros; determinandose ademas la actividad antibacteriana
(58-59).

A pesar de los numerosos reportes existentes acerca de las propiedades que
exhiben las algas, la quimica y la farmacologia de K. alvarezii han sido poco estudiadas.
En este sentido, el proposito del presente trabajo fue evaluar quimicamente el alga
Kappaphycus alvarezii, su posible letalidad y citotoxicidad, mediante la realizacion de
pruebas quimicas, que permitieron detectar la presencia de algunos metabolitos
secundarios, y técnicas cromatograficas para su separacion; pudiendo ser identificados
aplicando analisis espectroscopicos y espectrométricos. Mientras que, la deteccion
significativa de la actividad bioldgica, se realizo a través de bioensayos de letalidad y
citotoxicidad en los diferentes extractos y fracciones.

La posterior evaluacion del potencial antimicrobiano, y la caracterizacion
quimica de sus metabolitos, abre la posibilidad de concretar investigaciones en
biotecnologia marina, tan indispensable en estas latitudes, por ser Venezuela un pais
tropical, con un gran potencial de riqueza todavia sin explotar. Disponiéndose esta
informacion para dirigir estudios, no solo hacia la aplicacion en la industria farmacéutica
e industrial, sino también a investigaciones interdisciplinarias posteriores, para
establecer mejores mecanismos de control ante la introduccion de especies exdticas,

aumentando asi la calidad de la salud marina y vida humana.



METODOLOGIA

RECOLECCION DE MUESTRAS

Kappaphycus alvarezii (Doty) Doty ex Silva (Gigartinales, Rhodophyta)
(Figura 1) fue recolectada en las aguas costeras de Cubagua, municipio Tubores, estado
Nueva Esparta, Venezuela, a 10°50°23° Lat. N y 64°05°08”° Lat. W (Figura 2), por el
Prof. Jorge Barrios del Instituto Oceanografico de Venezuela (1.0.V.), quién realizd
también la identificacion taxondémica. Fue almacenada en una cava con hielo y
trasladada al Laboratorio de Productos Naturales y Lipidos, para su respectivo analisis.
La cantidad de muestra algal total de los muestreos fue de 5 Kg, aproximadamente, en

masa humeda.

Figura 1. Habito de Kappaphycus alvarezii.
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Figura 2. Zona de muestro.

OBTENCION DE LOS EXTRACTOS DEL ALGA

El material vegetal recolectado fue lavado varias veces con abundante agua
destilada, para eliminar organismos epibiontes o particulas extrafias adheridas al alga,
evitando asi la contaminacion de la muestra. Posteriormente, se deshidratd a temperatura
ambiente y a la sombra durante un periodo de 5 dias. Una vez eliminada la mayor
cantidad de agua presente, se procedi6 a pulverizarla en un molino eléctrico y se peso la
muestra en una balanza analitica.

Los diferentes metabolitos secundarios o principios activos se extrajeron
exhaustivamente con éter de petroleo, por espacio de 72 horas; posteriormente, se separd
el filtrado y el residuo se macerd con el mismo solvente, durante 48 horas hasta
agotamiento. Seguidamente, el residuo se volvid a reextraer sucesivamente con
solventes mas polares de polaridad creciente como: cloroformo, acetato de etilo y
metanol, siguiendo el proceso de extraccion anteriormente sefialado. Cada uno de los
filtrados se combinaron y fueron concentrados a presion reducida en un rotaevaporador

Hildolph a una temperatura menor de 45°C, para no desnaturalizar la muestra,



obteniéndose finalmente cuatro extractos crudos en orden ascendente segin su
polaridad: extracto en éter de petréleo (EEP), extracto en cloroformo (EC), extracto en
acetato de etilo (EAE) y extracto metandlico (EM). Obtenidos todos los extractos, se
procedio a la realizacion de las pruebas de letalidad y citotoxicidad, y el estudio

fitoquimico.

PRUEBAS QUIMICAS PRELIMINARES

A cada uno de los extractos crudos (EEP, EC, EAE y EM), se le realizaron
algunas pruebas quimicas con ciertos reactivos de clasificacion, para asi poder tener una
vision de la presencia o ausencia de algunas familias de metabolitos secundarios
(alcaloides, esteroles, polifenoles, triterpenos, saponinas entre otros), informacién muy
importante al momento de direccionar el trabajo, permitiendo también caracterizar los
extractos. Estas pruebas fueron realizadas, siguiendo la metodologia descrita a

continuacion (60):

Alcaloides

Del extracto casi seco, se tomo6 una pequefia fraccion y se colocd en un tubo de
ensayo, redisolviéndola después con HCl al 10% y agitandola con un solvente inmiscible
(cloroformo); la mezcla fue trasvasada a un embudo de separacion, se dejo en reposo por
un instante, hasta que se observaron las dos fases; la acuosa se alcalinizé con hidroxido
de amonio (NH4OH al 10%) y se extrajo con cloroformo, obteniéndose dos nuevas fases,
las cuales, junto a la primera, se analizaron por separado para los tres tipos de alcaloides,
utilizando el reactivo de Meyer y de Dragendorff (1,3 g de bicloruro de mercurio en 60
ml de agua destilada y 5 g de yoduro de potasio, aforando a 100 ml con agua), lo que
permiti6 detectar alcaloides débilmente basicos, basicos y sales cuaternarias de amonio.
La presencia de una coloraciéon rojo intenso o la aparicion de un precipitado de igual

color, son indicativas de la presencia de alcaloides.
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Saponinas

Se tomd una pequeiia porcidon del extracto crudo y se colocd en un tubo de
ensayo con 2 ml de agua destilada; posteriormente, se agitd vigorosamente la muestra
durante 30 segundos. Se asumid la presencia de saponinas por la formaciéon de una
espuma persistente durante 20 minutos, en una zona de 3 cm por encima de la superficie

del liquido.

Esteroles insaturados y triterpenos pentaciclicos

Una parte del crudo total se hidrolizé con HCI al 10%, luego el hidrolizado se
concentrd y se extrajo con cloroformo. Tanto el crudo como el extracto organico
proveniente de la hidrélisis, se analizaron para esteroles y triterpenos, mediante el uso
del reactivo de Liebermann-Burchard (1 ml de anhidrido acético frio y 1 ml de
diclorometano, al que se le afiadieron unas gotas de acido sulfurico concentrado). Una
coloracion azul o verdosa indic6 la presencia de esteroles, mientras que una coloracion

roja o violeta se considero positiva para triterpenos.

Glicosidos cianogénicos y cardiotonicos

Para detectar glicosidos cianogénicos, al material fresco macerado se le
afiadieron unas gotas de cloroformo y se calentd entre 50 y 70°C en un tubo de ensayo
cerrado, los vapores fueron puestos en contacto con un papel de filtro impregnado en
una solucion al 1% de acido picrico en carbonato de sodio al 10%. Los compuestos
cianogénicos se manifiestan como una mancha roja sobre el papel.

Los glicésidos cardiotonicos fueron detectados por la reaccion con una mezcla
1:1 recién preparada, de 4cido 3,5-dinitrobenzoico (2%) y KOH (0,5 mol-1"). La

observacién de coloraciones azule o violeta se consider6 positiva para esta prueba.
Polifenoles

Para la deteccion de polifenoles, el extracto crudo se evapord a sequedad, se

retom6 en agua destilada y se filtr6. Seguidamente, se hizo reaccionar con una solucion
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de cloruro de hierro (III) al 1%, el cambio hacia una coloracion parda indica la presencia

de fenoles.

Metilencetonas
El extracto crudo se disolvio en agua destilada, se filtro y luego fue tratado con
el reactivo de Baljet (mezcla 1:1 de 1 g de &cido picrico en 25 ml de etanol y 2 g NaOH

en 25 ml de agua) (61). Una coloracion roja indica la presencia de metilencetonas.

Antraquinonas

Los extractos crudos se extrajeron con KOH (0,5 mol-l""); posteriormente, se
filtraron y acidificaron con acido acético y, después, se agitaron con benceno. Si las
capas organicas toman una coloracion roja al alcalinizar con hidréxido de amonio, hay

antraquinonas presentes.

Flavonoides

Del extracto crudo, aproximadamente 1 g, se desgrasoé con éter de petroleo, se
filtro y el residuo se analizo para flavonoides empleando los siguientes métodos:

Se tomo parte del residuo y se colocd en un tubo de ensayo. Se agregaron 2 ml de
HCI concentrado y virutas de magnesio. El “test” se considera positivo para flavonoides
si se produce una coloracion roja al dejar en reposo la reaccion por unos 10-20 minutos.

Una gota del extracto se colocod sobre un papel de filtro y se rocié6 con una
solucion de cloruro de aluminio al 1% en etanol. La aparicion de una mancha

fluorescente amarilla bajo luz UV indica la presencia de flavonoides.

FRACCIONAMIENTO DEL EXTRACTO MAS LETAL Y /O CITOTOXICO
Para el aislamiento de los metabolitos secundarios, provenientes de los extractos
seleccionados del alga, se llevo a cabo el respectivo fraccionamiento, mediante las

siguientes técnicas cromatograficas:
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Cromatografia de columna (CC)

La separacion de los componentes o metabolitos se realizd6 en una columna
cromatografica de dimensiones acorde con la masa del extracto, las cuales fueron
empaquetadas con silica gel 75 mesh a una proporcion 1:30 6 1:50 (m/m), segun fuese el
caso. Se empled éter de petroleo, cloroformo, acetato de etilo, y metanol en diferentes

proporciones y mezclas como eluyentes.

Cromatografia de capa fina (CCF)

Este tipo de cromatografia fue empleada con fines cualitativos para la
combinacion de los eluatos provenientes de las cromatografias en columna (CC)
realizadas a cada uno de los extractos. Se utilizaron placas de vidrio (20x20 cm?)
recubiertas con silica gel 60 mesh, con un espesor de 0,5 mm., siendo las fases mdviles
el solvente o las mezclas de solventes con las cuales salieron las fracciones, al momento
de ser eluidas de la columna cromatografica del extracto. Los Ry de las fracciones
analizadas por CCF, se midieron de acuerdo con el desplazamiento de los compuestos
frente a la luz ultravioleta o molibdato de amonio, y las que presentaron R¢ semejantes o

iguales se combinaron en una sola fraccion.

Cromatografia de capa fina preparativa (CCFP)

La CCFP es similar a la CCF con una variante en el espesor de la silica, el cual
fue ahora de 1 mm. Esta técnica se usd para separar las fracciones obtenidas en
subfracciones y de esta forma purificar los metabolitos aislados del alga. Para la
utilizacion de esta técnica, se aplico una cantidad determinada y uniforme de la muestra
sobre la placa preparativa, colocandose ésta, posteriormente, dentro del tanque
cromatografico que contenia las mezclas de solventes de elucion empleados. Luego de
desarrollada la cromatografia y visualizados los distintos Ry mediante la luz ultravioleta,
se procedié a raspar la silica de la placa de vidrio, de acuerdo con cada banda y los

componentes fueron extraidos con un solvente apropiado.
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CARACTERIZACION ESTRUCTURAL

La estructura de los metabolitos secundarios aislados se lograron elucidar
mediante la aplicacion de diversas técnicas espectroscOpicas convencionales, tales
como resonancia magnética nuclear (RMN) e infrarrojo (IR) y cromatografia de gases
con acoplamiento a un espectrometro de masas (EM); ademas de la determinacion de
parametros fisicos tales como: puntos de fusion.

Las técnicas espectroscopicas implican la interacciéon de alguna forma de
energia electromagnética con las moléculas, para producir un espectro que se interpreta,
a fin de poner de manifiesto la presencia de grupos funcionales y rasgos estructurales

caracteristicos.

Espectroscopia de RMN-'"H y RMN-"C

La RMN aporta informacion estructural importante acerca de las moléculas
organicas. Es una de las técnicas mas usadas en el campo de los productos naturales
por su naturaleza no destructiva y es la que permite obtener una informacion mas
precisa y acertada, que la ofrecida por otras técnicas, al momento de elucidar la
estructura de algiin compuesto quimico.

Esta técnica proporciona informacion sobre la estructura molecular, al examinar
las propiedades magnéticas de atomos especificos de las moléculas. Los metabolitos
aislados y/o fracciones obtenidas fueron analizados en un equipo de RMN marca
Bruker AVANCE de 400 MHz de la Universidad Simén Bolivar (U.S.B), asi como
también en el equipo de RMN marca Bruker AVANCE de 300 MHz perteneciente al
Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificas (IVIC). Para la obtencioén de estos
espectros, las muestras fueron disueltas en un solvente deuterado y colocadas en un
tubo de resonancia, el cual se introdujo en el equipo de RMN. Los desplazamientos
quimicos (8) obtenidos en los espectros de 'H y *C, se reportaron en ppm relativo a un
estandar interno de tetrametilsilano (TMS). También, se empled el experimento
Distortionless Enhancement through Polarization Transfer (DEPT), ya que los espectros

DEPT-135 permiten visualizar las resonancias de los CH; y CH como sefales positivas,
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mientras que las resonancias de CH, aparecen como sefiales negativas; es decir, como
sefales por debajo de la linea base.

Igualmente, se realizaron andlisis de RMN bidimensionales utilizando
experimentos como: HMQC (Heteronuclear Multiple Quantum Coherente) o HMBC
(Heteronuclear Multiple Bond Connectivity).

Espectroscopia infrarroja (IR)

La radiacion infrarroja corresponde a energias relacionadas con las vibraciones
moleculares. Los espectrofotdmetros de infrarrojo (IR) cubren las regiones de tension y
de deformacion molecular, permitiendo observar la absorcion por parte de las moléculas
en estas regiones y, por ende, la obtencion de las bandas que se observan en los
espectros IR. El empleo de esta técnica, permitié la determinaciéon de los grupos
funcionales especificos correspondientes a bandas caracteristicas. Basandose en esto, se
mezclaron los compuestos aislados con KBr para preparar las pastillas respectivas o se
disolvieron en CHCIs, dependiendo del estado fisico y cantidad de la muestra, y se
analizaron en un espectrofotometro de IR con Transformada de Fourier (FT), marca

Perkin Elmer del Instituto Universitario de Tecnologia (IUT-Cumana).

Cromatografia de gases y espectrometria de masas (CG-EM)

La espectrometria de masas es el método mas simple para determinar la masa
molar de un compuesto, e incluso, la férmula molecular correspondiente. La
fragmentacion, caracteristica de cada clase de compuestos, es aprovechada para la
ubicacion de ciertos grupos funcionales en entornos particulares de las moléculas. El
analisis de un espectro de masas consiste en relacionar los picos principales y en
interpretarlos simultdneamente. La comparacion con el espectro de una muestra
conocida y el andlisis del patron de fragmentacion es, por lo general, la manera como,
finalmente, se obtiene la elucidacion estructural del compuesto. Una de las grandes
ventajas de este método, es que se necesita de pequenias cantidades de sustancias para

obtener el espectro. El andlisis de mezclas complejas, se realiz6 mediante la
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separaracion e identificacion de los constituyentes mediante un cromatografo de gases
acoplado a un espectrometro de masas (CG-EM).

Distintas subfracciones procedentes de los extractos estudiados del alga K.
alvarezii, fueron analizadas por esta técnica, ya que la misma proporciona una
informacion valiosa acerca de los diferentes componentes presentes en las fracciones y
subfracciones. La cromatografia de gases y la espectrometria de masas por impacto
electroénico (70 eV), se realizaron en el laboratorio de espectroscopia del instituto
venezolano de investigacion cientifica (IVIC). Siendo registrados en un CG-EM marca
VARIAN modelo Saturno 2000, con una fuente de ionizacion por impacto electronico y
un detector de trampa de iones. Se utilizo una columna de CP-SIL-8CB-MS de 30 m x
0,25 D.I'y helio (He) como gas de arrastre. La temperatura del inyector fue de 280°C, la
temperatura inicial del horno fue de 100 °C con una rapidez de calentamiento de 5 °C
por minuto, hasta llegar a una temperatura final de 295°C. Posteriormente, la
identificacion de los componentes se realizd por comparacion computarizada con las

librerias WILEY y NIST.

Constante fisica (punto de fusion)

La pureza e identidad de una sustancia organica, puede quedar establecida
cuando sus constantes fisicas corresponden con las indicadas en la literatura. El punto
de fusion también indica cual es la temperatura a la que se puede usar la muestra, sin
que cambie su estado solido.

En el desarrollo de esta investigacion se mididé el punto de fusion de una
muestra, mediante la utilizaciéon de un fusiometro eléctrico Stuart Scientific Cat. No.

SMP3.

EVALUACION DE LA BIOACTIVIDAD
Una parte indispensable en el proceso de investigacion, fué la evaluacion de la
actividad letal y citotoxicidad de los extractos y fracciones del alga, en tal sentido, se

realizaron los siguientes bioensayos:
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Actividad letal en Artemia salina

Para obtener los nauplios de Artemia salina, los quistes se colocaron con agua de
mar bifiltrada en un envase de plastico con aeracion continua y luz artificial durante 24
horas. La actividad letal, contra larvas del crusticeo se evalué mediante la realizacion de
un bioensayo en el cual se prepard, como se muestra en la Figura 3, una solucién patron

de 10 000 pg-ml" del extracto o fraccion, en una mezcla de H,O y dimetil sulfoxido

(DMSO).

SOLUCION MADRE: Diluciomes S vas
10 000 pp-mi! Concentraciones en pg-ml -
20 mg extracto & ¥ ¥ ¥ ¥ »
lmlagl;ad-:mar g g g g g g
1 ml ]I}MS(}

1 Oy 01 00

T

1 000 01 0,01 4,5 ml de 11,0 de mar

>.._ 3

10 nauplios de A, saling

1000 100 10 1 0,1 o0
CONTROL.:
1 ml agua de mar
i

1 ml DMSO

o

000 100 1 01 001

-

Figura 3. Esquema del bioensayo de letalidad de los extractos de K. alvarezii ante el
crustaceo A. salina.
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Segun la solubilidad de cada uno de los extractos y, a partir de ésta, se prepararon

soluciones de 1 000; 100; 10; 1; 0,1; 0,01 ug-ml'1 mediante diluciones sucesivas con
agua de mar bifiltrada en viales que contendran 10 nauplios de A. salina eclosionados
con 24 horas de anticipacion. Por cada concentracion, se realizaron tres réplicas y un
control con igual nimero de réplicas. La cuantificacion de la mortalidad de los nauplios
se llevo a cabo pasadas las 24 horas. El nimero de organismos muertos (depositados en
el fondo del vial) en cada una de las concentraciones se determind mediante su
visualizacién a través una lupa estereoscopica y fueron analizadas usando diversos
métodos estadisticos (Binomial, Moving Average, Probit y Logit), para determinar la

concentracion letal media (CLsp) (62, 63).

Actividad letal en Litopenaeus vannamei (Crustacea, Penaeidae)

Las larvas de L. vannamei fueron proporcionadas por la empresa Acuamarina de
la Costa, ubicada en Santa Fé, estado Sucre. El agua de dilucién consistié en agua de
mar natural, filtrada y colocada en un sistema recirculante con carbén activado por
espacio de 2 semanas en el laboratorio.

Para la realizacion del bioensayo, se disolvieron 25 mg de extracto en 1 500 ul de

agua destilada con 500 pl de DMSO para obtener una solucion madre 25 000 mg-1", a

partir de la cual se prepararon soluciones seriadas de exposicion de 1 000, 100, 10, 1y

0,1 mg-l'l, en viales de vidrio con volumen final de 10 ml. Se colocaron 2 réplicas con 5
individuos para un total de 10 individuos por concentracion, utilizando un control sin
DMSO y un control con DMSO (Figura 4).

Los bioensayos estaticos se mantuvieron por espacio de 96 h en condiciones de
laboratorio. Las larvas fueron alimentadas diariamente con nauplios de Artemia
fransiscana recién eclosionados. Al final de los bioensayos, se realizd un conteo del
numero de larvas vivas y muertas en cada envase de prueba, analizdndolas
posteriormente, usando diversos métodos estadisticos (Binomial, Moving Average,

Probit y Logit), para determinar la concentracion letal media (CLsg) (62, 63).
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SOLUCION MADRE:

25000 mg-11 . .
Diluciones sucesivas
Concentraciones en mg-l'l B
25 mg extracto
+
1500 pl agua de mar
_|_
500ul DMSO
N
1 000
9,6 ml de H,O de mar
+
l l l l ' 5 larvas del crusticeo
Litopeneaus vannamei
1 000
CONTROL:
1 500 ul apua de mar
+
500 l DMSO Y W X
1 000 100 10 1 0,1
CONTROL.:
2 000 ul agua de mar U u
1 000 100 0,1
S

Figura 4. Esquema del bioensayo de letalidad de los extractos de K. alvarezii ante el
crustdceo L.vannamei.

Citotoxicidad con huevos de erizo de mar Echinometra lucunter

Para este bioensayo, se colectaron manualmente ejemplares del erizo de mar
Echinometra lucunter en la Estacion Hidrobiologica de Turpialito, Cumana, estado
Sucre, los cuales se trasladaron hasta el laboratorio de Fisiologia y Ecologia Quimica del

Instituto Oceanografico de Venezuela, mantenidos en agua de mar y con aireacion

continua. Una vez en el laboratorio, para provocar la expulsion de los gametos, se
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inocularon en tres puntos diferentes de la region peribucal con 1 ml de KCIl al 5 M;
posteriormente, se invirtieron los ejemplares y se colocaron sobre una cépsula de Petri
con agua de mar para colectar los gametos. Seguidamente, se lavaron las células
femeninas (6vulos), colocandolos en una probeta con 500 ml de agua de mar, para que
perdieran gradualmente la capa gelatinosa que las recubria, se dejo transcurrir 20 min
para decantar los 6vulos. Luego se descartdé un poco de agua de mar hasta tener un total
de 100 ml. Aparte, en un vaso de precipitado se recolectaron los gametos masculinos,

como se puede observar en el esquema de la Figura 5.

Laboratorio | A SR 447 ,_- lmldeKC1 (05 ™)
o ML earegia pesibucal
Concentrado
de
dvulos

Recoleccidn de gametos

Espermatozoides de
espermatozoides

Figura 5. Esquema de recoleccion de gametos de los erizos de mar E. lucunter.

Como control del bioensayo citotdoxico se colocaron en viales, 100 pl de
esperma, 100 ul de agua de mar y 1 800 pl de 6vulos. La solucion madre se prepard

pesando 12,5 mg del extracto y disolviéndolo en 1,25 ml de DMSO, equivalente a una
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concentracién de 10 000 pg-ml”. Igualmente, se prepararon concentraciones de 500,

250, 125, 75 y 10 pg-ml™, transfiriendo 100, 50, 25, 15 y 2 pl de la concentracién mas
elevada y se completaron con agua de mar hasta 2 000 pl para cada vial. A todas las
concentraciones se les agregd la misma cantidad de gametos masculinos 100 pl y
femeninos 1 800 pl, como se puede observar en la Figura 6. Se realizaron 3 réplicas para
el control y para cada una de las concentraciones. Ademas, se realizd un control de
solvente con DMSO, ya que los extractos fueron disueltos en éste. Se espero que
transcurrieran 3 minutos para observar los procesos de fecundacion y posteriormente la
segmentacion, blastulacion, gastrulacion y las eventuales anomalias producidas por los
extractos a ensayar. El conteo se realizd bajo microscopio binocular escogiendo 7
campos al azar. En los experimentos donde se probaron los extractos, se conto el
nimero de huevos sin fertilizar y el nimero de cigotos con alteraciones en su

desarrollo embrionario, expresados en porcentaje.

Conceatado Fraceidn activa
de 300; 350; 25025; 75; 10 pg-mt™

Control Mueslrf/
o
—
- -
=
_ Observacion
espermatozoides

Figura 6. Esquema del bioensayo de citotoxicidad de los extractos de K. alvarezii frente

a E. lucunter.
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RESULTADOS Y DISCUSION

RENDIMIENTO PORCENTUAL DE LOS EXTRACTOS CRUDOS DEL ALGA
Kappaphycus alvarezii
Para el inicio del desarrollo de este trabajo investigativo, se realizd un proceso de
extraccion con las muestras del alga previamente lavadas, deshidratadas y molidas. Es
importante resaltar que para la conservacion de las muestras algales, las condiciones de
almacenamiento fueron muy controladas para evitar alteraciones posteriores. El
almacenamiento se realiz6 en un lugar fresco, sabiendo que la temperatura es un factor
importante en la conservacion debido a que el calor puede producir pérdidas y alteracion
de los principios bioactivos. La molturacion de las muestras se efectio para poder
extraer adecuadamente sus metabolitos activos, obteniéndose un polvo de aspecto
“grueso”, pues los polvos finos forman barros e impiden la adecuada extraccion. A su
vez, se resguardo de la luz para que no se produjeran decoloraciones y procesos de
degradacion del alga, causados principalmente por la luz ultravioleta.
El proceso de extraccion se llevd a cabo con diferentes solventes de polaridad creciente:
éter de petroleo, cloroformo, acetato de etilo y por ultimo metanol, para poder obtener
extractos con diferentes polaridades, arrastrando metabolitos secundarios con diferente
polaridad; lograndose asi una separacion inicial-parcial, facilitando la eficacia en el
desarrollo de las técnicas de separacion aplicadas posteriormente. Los principios activos
suelen encontrarse en el alga en muy bajas concentraciones, por lo que se traté de
realizar una buena extraccion de los mismos, ya que si ésta es deficiente, se podria dar
como negativo a un resultado que es positivo. Otro aspecto importante es el tiempo de
extraccion, que ha de ser suficiente, ya que puede darse un resultado como falso
negativo, en el caso de que el tiempo sea demasiado corto. Para evitar esto se realizaron
dos extracciones con cada solvente, la primera de un periodo de 72 horas y la segunda de
48 horas.

De cada uno de los extractos crudos se obtuvo su masa, obteniéndose 1,35 g de
extracto en éter de petrdleo; 1,40 g de extracto en cloroformo; 0,81 g de extracto en

acetato de etilo y 4,32 g de extracto en metanol. Para cada una de estas masas se
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determiné el rendimiento porcentual, respecto a la muestra algal deshidratada (molida),
utilizada desde el inicio de las extracciones, obteniéndose los rendimientos porcentuales
para cada uno de los extractos crudos, expresados en la Tabla 1. Es de notar entre todos
los porcentajes obtenidos, la relevancia del rendimiento del extracto en metanol,
considerando el hecho de que por ser un organismo marino present6 un alto contenido
de sales marinas y agua, por lo cual se tuvieron que realizar tres extracciones por
particion para lograr eliminar, en su mayoria, el contenido de éstas en el extracto,
permitiendo deducir, a pesar de las pérdidas de masa, la presencia de compuestos
mayoritariamente polares en el alga. Mientras que para el extracto en acetato de etilo, se
obtuvo el menor rendimiento, indicando que la gran mayoria de los metabolitos poco
polares ya habian sido extraidos con los primeros solventes y los compuestos quimicos
de polaridad intermedia, se obtuvieron en el extracto en acetato de etilo.

Todos estos resultado se encuentran tabulados en la Tabla 1, a continuacién el
rendimiento porcentual de los extractos, respecto a la masa de la muestra algal

(deshidratada y molida), asi como la masa de cada extracto crudo.

Tabla 1. Rendimientos porcentuales de los diferentes extractos crudos.

Muestra algal (g) Extractos mgc (8) Rendimiento (%)
EEP 1,35 0,44
EC 1,40 0,46

305,30 EAE 0,81 0,26
EM 4,32 1,41

EEP: Extracto en éter de petroleo, EC: Extracto en cloroformo, EAE: Extracto en acetato de etilo, EM:

Extracto en metanol, mgc: masa del extracto crudo.

ANALISIS FITOQUIMICO PRELIMINAR

Las algas tienen un contenido variable de principios bioactivos y su importancia
terapéutica radica en la presencia de familias de compuestos quimicos que poseen
propiedades farmacologicas variadas. La lista de esta familia de compuestos es amplia y
variada, por lo que en esta oportunidad se efectuaron algunas pruebas quimicas, para
identificar las familias de metabolitos de mayor importancia para la industria

farmacéutica. Con cada uno de los diferentes extractos crudos (EEP, EC, EAE, EM) se
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ensayaron una serie de reacciones analiticas encaminadas a poner de manifiesto, de
forma cualitativa, la presencia de los distintos grupos fitoquimicos que caracterizan a los
extractos objeto de esta investigacion. Estos ensayos se ejecutaron, una vez redisueltos
los extractos secos en su correspondiente disolvente de extraccion, de acuerdo con la
solubilidad de los grupos investigados. Es fundamental anadir en todos los casos el
reactivo gota a gota, ya que un exceso del mismo puede ocasionar una coloraciéon muy
intensa o una redisolucion del precipitado en su caso.

El estudio fitoquimico, realizado a los diferentes extractos crudos para detectar la
presencia de los metabolitos secundarios, se encuentra resumido en la Tabla 2,
resultando positiva la presencia de esteroles insaturados en todos los extractos; sin
embargo, los extractos en éter de petrdleo (EEP) y metandlico (EM) mostraron la
presencia de alcaloides; a diferencia de los extractos en cloroformo (EC) y acetato de

etilo (EAE), los cuales dieron positiva la prueba para triterpenos pentaciclicos.

Tabla 2. Familias de metabolitos secundarios presentes en los extractos crudos de K.
alvarezii. detectados a través de pruebas quimicas.

Familia de metabolitos Prueba Prueba positiva E = E 5
Alcaloides Dragendorff Precipitado naranja + - - +
Antraquinonas Borntrager Roja capa alcalina - - - -
Esteroles insaturados Liebermann-Burchard Coloracién azul + + + +
Flavonoides Shinoda Coloracion roja - - - -
Glicosidos cianogénicos Grignard Manchas rojas - - - -
Glicosidos cardiotonicos Kedde Azul o violeta - - - -
Metilencetonas Baljet Coloracion roja - - - -
Polifenoles Cloruro de Fe (II) Coloracion parda - - - -
Saponinas Espuma Espuma - - - -
Taninos Gelatina-sal Precipitado blanco - - - -
Triterpenos Liebermann-Burchard Coloracion roja o+ o4
pentaciclicos
(+): Detectado (-): No detectado
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También hay que destacar que determinar la ausencia de una familia de

compuestos en un extracto dado, mediante la aplicaciéon de una determinada prueba
fitoquimica, no es suficiente para negar su presencia, porque quizas las pruebas de
deteccion aplicadas no fueron las més adecuadas o simplemente que la concentracion del
metabolito secundario no es lo suficientemente alta en la especie o bien porque el
método de extraccion no es el mas indicado.
Los constituyentes de las algas marinas incluyen: acidos carboxilicos, alcaloides,
aminas, celulosa, enzimas, glicdsidos, lipidos, esteroles, esteroides, compuestos
fenolicos, aminoacidos, proteinas, vitaminas, alcoholes, péptidos, minerales y tanto
sustancias toxicas como con actividad antibacteriana, antibidtica, antifungales y
antivirales (64). Entre los diferentes compuestos con propiedades funcionales, los
antioxidantes son los mas estudiados (65).

Mediante el ensayo de Liebermann-Burchard, se pudo establececer la posible
presencia de esteroles y triterpenos en el alga, al anadir las gotas de &cido sulfurico la
solucion se torno rojiza. Aunque no se conoce el mecanismo de esta prueba, la misma es
muy utilizada. Algunos autores aseguran que la dan positiva solamente los esteroles que
tengan en su estructura grupos dieno conjugados reales o potenciales. Respecto a la
posible presencia de triterpenos, se puede sefialar que se han aislado numerosos
compuestos de este tipo a partir de invertebrados marinos, quienes han presentando
propiedades citotoxicas ante lineas celulares humanas en ensayos in vitro (66).

Los esteroles son una importante familia de lipidos, presentes en la mayoria de
las células. Debido a las diferentes vias de sintesis, los esteroles de las plantas, hongos y
animales, muestran marcadas diferencias. A los esteroles se les encuentra en forma libre
(también llamados agliconas esteroidales), como ésteres o como glicosidos. Todos
contienen un nucleo ciclopentanoperhidrofenantreno y presentan un grupo hidroxilo en
el C-3. La mayoria de esteroles naturales poseen una cadena lateral de 8 a 10 atomos de
carbono y un enlace doble en el C-5. Las algas rojas han sido conocidas por ser fuentes
importantes de colesterol y desmosterol (66).

Estudios confirman que los 4cidos grasos y esteroles de clases de algas, familias

y a veces incluso especies, son caracteristicos de los taxones en particular y podrian ser
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utiles como indicadores taxondmicos. El conocimiento de la biosintesis de esteroides ha
contribuido al desarrollo de la quimiotaxonomia vegetal, particularmente en el caso de
las algas, y ha servido para correlacionar la estructura de estas sustancias con aspectos
evolutivos (67). Aunque a los esteroles naturales no se les conocen actividades
biolodgicas especificas fuera de las funciones bioldgicas citadas al principio, se ha
reportado la accion antipirética del 24-etilcolesta-7,22-dien-38-ol (asterosterol) presente
en el ajenjo Artemisia absinthium (Compositac) en conejos, y se ha informado la
presencia de esteroles citotoxicos en algas rojas, especialmente esteroles oxigenados en
la cadena lateral; otros polihidroxiesteroides de corales blandos presentan accion
citotoxica (66).

Con el empleo de la prueba de Dragendorff, se estableci6 la posible presencia de
alcaloides en algunos de los extractos (EEP y EM), al formarse un precipitado naranja
rojizo. Un grupo de metabolitos secundarios de gran importancia, es el conformado por
los alcaloides, lo cual se debe a que presentan actividad contra una gran cantidad de
herbivoros provenientes de diferentes familias. De igual manera, han demostrado
presentar actividad en el cuerpo humano, aunque no siempre benéfica (67).

Los alcaloides se encuentran poco distribuidos en el reino vegetal, sin embargo
presentan actividad en contra de la mayoria de especimenes representativos de las
diferentes familias de artropodos. Actualmente existen mas de 12 mil alcaloides
conocidos con actividad farmacoldgica significativa y su numero aumenta
constantemente. Desde el punto de vista semisintético, desempefian un valioso papel en
la obtencion de farmacos indicados en el tratamiento de procesos neopldsicos. A pesar
de sus estructuras distintas, poseen propiedades fisioldgicas y toxicoldgicas que se
ejercen fundamentalmente sobre el sistema nervioso central, con predominio en alguno

de sus niveles (68-69).

PRUEBAS BIOLOGICAS REALIZADAS CON LOS EXTRACTOS CRUDOS DE
K. alvarezii
Las algas viven en ambientes naturales, donde su crecimiento es afectado tanto

por las interacciones con otros organismos (efectos sinergisticos o antagonicos) como
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por las caracteristicas fisicas y quimicas de su entorno. Como consecuencia de esas
interacciones, se producen metabolitos secundarios, con actividades biologicas variadas,
que juegan un papel importante en su sobrevivencia.

Unas de las tecnologias de vital importancia para el descubrimiento y desarrollo
de nuevos productos de origen natural, son los ensayos biologicos (70). En las ultimas
décadas, se han incorporado algunos ensayos de gran utilidad y eficacia que requieren
pequefias cantidades de muestras y permiten la evaluacion rapida de extractos crudos y
fracciones, conduciendo con seguridad a los principios activos y descartando todo lo que
no sea de interés. Hay que indicar claramente la diferencia entre un estudio de productos
naturales convencional, cuyo objetivo es el conocimiento de los componentes quimicos
de una planta, y la busqueda de nuevos productos bioactivos que depende siempre de los
ensayos biologicos que guian el fraccionamiento biodirigido y el aislamiento final de
estos principios. En muchas ocasiones, el factor clave que ha impedido el
descubrimiento rapido de nuevos constituyentes bioactivos, ha sido el uso insuficiente e

inadecuado de la tecnologia del bioensayo (70-72).

Actividad téxica de K. alvarezii frente al crustaceo Artemia salina

Un lugar sobresaliente dentro del grupo de bioensayos de toxicidad mas
utilizados, lo ocupa el ensayo de Artemia spp. Fue en 1982, cuando se incorporo el uso
de las larvas de Artemia salina en sustitucion de animales superiores en la evaluacion de
extractos vegetales para el descubrimiento de compuestos con bioactividad (62). El
género Artemia estd compuesto por varias especies, de las cuales se empled A. salina
para este bioensayo.

Las concentraciones letales media (CLsp) de los extractos crudos del alga K.
alvarezii frente a Artemia salina, luego de 24 y 48 horas de exposicion, se muestran en
la Tabla 3. Al haber transcurrido las primeras 24 horas ya se observaba un efecto toxico
de los extractos del alga en las larvas. El resultado de mortalidad de las larvas significa

la existencia de grupos de compuestos potencialmente activos. E1 CLs obtenido para el

extracto crudo en acetato de etilo de (6,85 pg-ml™), permite posicionarlo como un blanco

para posteriores estudios farmacologicos con los cuales se puedan aprovechar las
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propiedades terapéuticas que se le adjudican a K. alvarezii. Un extracto o sustancia es
considerada potencialmente til como citotoxico, cuando su CLsp es < 30 ug-ml™ (62 y
73), aunque un CLsp < 1 000 pg-ml™ se considera significativo o no despreciable. Cabe
mencionar que el bioensayo basado en nauplios de A. salina presenta una correlacion
positiva con la citotoxicidad frente a las células 9KB (carcinoma nasofaringeo humano)
y la linea celular 3PS (P388) (leucemia in vivo) (70). También se ha empleado este
ensayo con ¢€xito en la busqueda de compuestos citotoéxicos del tipo de las acetogeninas
(74).

Por otro lado, el extracto en cloroformo presentd el mayor CLsy a las 48 horas
(461,82 pg-ml™); estd concentracién letal media es baja en comparacion con la que
exhibio el EAE. Considerando el efecto toxico de todos los extractos ante el crustdceo y
analizando los valores de CLs, obtenidos, se puede inferir que todos son significativos y

posiblemente letales, debido a que se encuentran en el rango de 100-1 000 pg-ml™.

Tabla 3. Actividad biotoxica de los extractos crudos de K. alvarezii contra A. salina.

Crustaceo Extracto CLso(pgml™) Intervalo de confianza 95%
24 horas 48 horas
EEP 860,72 363,89 100-1000
EC 945,23 461,82 100-1000
g EAE 784,15 6,85 0,10-1000
< EM 816,30 152,88 96,6-253,73

EEP: Extracto en éter de petrdleo, EC: Extracto en cloroformo, EAE: Extracto en acetato de etilo, EM:

Extracto en metanol, mgc: masa del extracto crudo.

De acuerdo a los resultados obtenidos del efecto de toxicidad de los extractos de
K. alvarezii frente a éste crustaceo, se pudo comprobar que es un ensayo general de
amplio uso que determina el efecto letal de los extractos en las larvas de A. salina y asi
predecir un efecto potencial primario de los compuestos quimicos, presentes en los

extractos. Pudiendo dar inicio a estudios posteriores en lineas celulares cancerigenas en
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cultivos de tejidos, efecto insecticida o pesticida y ejercer un amplio rango de
actividades farmacologicas (71-72).
Actividad toxica de K. alvarezii frente a Litopenaeus vannamei

Otra prueba de actividad bioldgica ampliamente usada es la de letalidad aguda
(CLso) con L. vannamei, conocido cominmente como “camarén blanco”. Este ensayo se
centrd en la evaluacion de la toxicidad aguda de los compuestos bioactivos presentes en
el alga frente a las postlarvas (PL-5) juveniles de los camarones peneidos. Estos estadios
se proponen como organismos de prueba, cominmente para evaluar el efecto toxico de
contaminantes en ambientes lagunares-estuarinos (75). Evidencia directa demuestra que
las postlarvas juveniles de la especie L. vannamei son sensibles al efecto toxico de
compuestos nitrogenados (76-78), a los metales pesados (79), a plaguicidas, bifenilos
policlorinados y a fluidos de perforacion del petroleo, entre otros compuestos quimicos.
El mecanismo innato de defensa de los artrépodos estd basado en la inmunidad humoral
(situacion de estrés) y celular (80).

Al transcurrir los 4 dias (96 horas) de exposicion de las larvas en los extractos de

K. alvarezii, se procedi6 a determinar la actividad bioldgica. En la Tabla 4 se observa
que todos los extractos mostraron (CLsp< 1000 mg-ml'l), siendo mas activos los

extractos EEP y EM con valores de CLsy iguales a 29,16 y 49,5 mgml’
respectivamente. En base a estos resultados, queda confirmado con mayor firmeza la
presencia de compuestos quimicos con propiedades farmacoldgicas en esta alga y
particularmente en estos dos extractos. En los bioensayos de toxicidad es posible realizar
un analisis homogéneo de la poblacion muestreada y obtener un valor correcto de la
concentracion letal junto a los limites de confianza de esos valores. Si la poblacion de
los organismos vivos es heterogénea, la mortalidad a diferentes concentraciones
producida por una toxina, puede ser significativamente desigual. Por esta razon las
mayores determinaciones de concentraciones letales, son reportadas solamente con un
rango de valores entre los cuales la verdadera concentracién es para el 50 % de
mortalidad CLso (89). El estrés oxidativo es un factor importante en la génesis de la

patologia del cancer, las enfermedades cardiovasculares y degenerativas, lo cual sugiere
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la utilidad de K. alvarezzi para varios productos nutricionales, incluyendo antioxidantes

para la salud y alimentos o suplementos nutracéuticos (65).

Tabla 4. Actividad biotoxica de los extractos crudos de K. alvarezii contra L. vannamesi.

-1
Crustaceo Extracto Clso(ng'ml’) Método I;;e(:;valo de confianza
(96 horas) (95%)
EEP 29,16 Probit 5,54 - 84,93
'z EC 134,74 Moving 50,75 - 421,13
% Average
% EAE 208,98 Logit 86,68 - 858,40
j EM 49,5 Probit 18,73 - 127,43

Citotoxicidad de los extractos crudos en células de erizos de mar Echinometra
lucunter.

Actualmente, algunos farmacos obtenidos de organismos marinos han mostrado
resultados prometedores en diversas fases de las enfermedades cancerigenas. Las
capacidades metabdlicas y fisiologicas de los organismos marinos que les permiten
sobrevivir en un habitat complejo, les confieren un enorme potencial para la produccion
de metabolitos unicos que no se encuentran en ambientes terrestres. Entre estos
organismos, las algas se reconocen también como una de las fuentes mas ricas en
compuestos bioactivos nuevos (3).

El bioensayo de citotoxicidad en el erizo de mar muestra ser una prueba muy
rapida, que es utilizada como un método Screening genotoxico- teratogénico para
sustancias aisladas o mezclas complejas a partir de los extractos vegetales. Un niimero
de factores hacen este sistema adecuado para conducir una amplia gama de pruebas
biologicas. Estos incluyen: desove, fertilizacion, desarrollo sincronizado 'y
embriogénesis (81).

Los efectos citotoxicos fueron evaluados observando el proceso desde Ia
formacion del cigoto hasta la etapa de gastrulacion del erizo de mar. Y también fueron
evidenciadas algunas anomalias durante el desarrollo embrionario. Para verificar la

viabilidad del ensayo se observo por separado los gametos (6vulos y espermatozoides)
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después de la union de éstos, se verificd que el porcentaje de fertilizacion fue
aproximadamente de un 98%, demostrando la confiabilidad del ensayo (control, Figura
7). El efecto de los extractos en los embriones del erizo de mar E. lucunter, en el
desarrollo celular, se puede apreciar en la Figura 8.

Los cuatro extractos (EEP, EC, EAE, EM) produjeron citotoxicidad y
alteraciones citologicas importantes en los embriones del erizo de mar, tales como
anomalias morfologicas, lisis de blastulas y exogastrulacion. Los dafios citologicos
observados fueron diferencias en tamano de los blastomeros, desincronizacion del
clivaje temprano y diferentes densidades dpticas de éstos. El porcentaje de fertilizacion
que presentaron las células del erizo de mar fue de 95%, es decir, los extractos no
mostraron un efecto inhibitorio de la formacion de la membrana de fecundacion de los
cigotos. La presencia de compuestos citotoxicos en el alga, se observé al comienzo de
los procesos de segmentacion.

Hasta el presente, solo existia un estudio de citotoxicidad de K. alvarezii en ¢l
cual con el extracto soluble en acetato de etilo no se evidencid una gran capacidad
inhibitoria del proceso de division celular del erizo de mar Lytechinus variegatus (59).
En base a este reporte y a los efectos citotoxicos de los extractos del alga observados en
las células del erizo de mar E. lucunter (presente estudio), se puede considerar a K.
alvarezii como un alga promisoria para futuras investigaciones. Es importante destacar
que al ser los extractos una mezcla de varios compuestos, el efecto citotoxico podria ser
el resultado de la accion conjunta de dos 0 mas compuestos actuando sinérgicamente.

En relacion con su prometedora actividad para el tratamiento del céncer, se ha
encontrado que varias especies de algas marinas producen metabolitos secundarios con
actividad antitumoral (3). Los polisacaridos extraidos de Sargassum stenophyllum y de
Capsosiphon fulvescens inhibieron la migracion y la viabilidad de las células de
melanoma humano in vitro e in vivo (82) y la induccion de apoptosis en células gastricas
humanas (83), respectivamente. Los fucanos de baja masa molecular extraidos de
Ascophyllum nodosum mostraron actividad antiproliferativa contra el adenocarcinoma

de colon humano (84). Por otro lado, los esteroles aislados de Galaxaura marginata y de

30



31

Galaxaura oblongata han demostrado ser citotoxicos a varios tipos de células de cancer

(85 y 86).

® ©
® &
E J

Figura 7. Control del bioensayo del desarrollo embrionario del erizo de mar E. lucunter.
A-B: formacion de la membrana de fecundacion. Distintas etapas de division celular, C:
inicio de la division del cigoto; D: formacion de 2 blastomeros; E: huevo dividido en 4
blastomeros; F: célula dividida en 8 blastomeros, comenzando su division en 16; G:
morula; H e I: bléstulas; J: gastrula.
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Figura 8. Efectos citotoxico de los extractos de K. alvarezii, frente al desarrollo
embrionario del erizo de mar E. lucunter. A-C: células expulsando su contenido
citoplasmatico (lisis); C: diferencia de densidad optica; D-G: sincronizacion alterada en
la division celular; H: diferente densidad optica.

32



33

Ademas, el incremento de los estudios en modelos con roedores han mostrado
una prometedora actividad en especies de algas rojas y verdes contra la carcinogénesis
de mama (87), intestinal y de la piel. De hecho, el consumo de algas se ha sugerido
como agente quimiopreventivo contra el cancer de mama (88). Estos hallazgos permiten
continuar la realizacion de experimentos bioldgicos, para evaluar los efectos

farmacologicos de estos extractos para esta especie que crece en nuestro pais.

FRACCIONAMIENTO CROMATOGRAFICO DE LOS EXTRACTOS

Entre los métodos mas empleados a nivel mundial, la cromatografia tiene lugar
prioritario, teniendo aplicabilidad en todas las ramas de la ciencia tanto para la
separacion como para la purificaciéon de extractos y finalmente de los compuestos
quimicos. Siendo ésta una de las principales técnicas de separacion empleada en este
trabajo, permitiendo el aislamiento de agunos compuestos bioactivos, en los diferentes
extractos del alga K. alvarezii, lograndose identificarlos mediante distintas técnicas

espectroscopicas y espectrométrica.

Fraccionamiento del extracto crudo en éter de petroleo de K. alvarezii

El extracto soluble en éter de petroleo (EEP) fue fraccionado por cromatografia
de columna (CC), en una columna de vidrio de 1,5 cm de didmetro y 50 cm de alto, la
cual se relleno con silica gel 35-70 mesh (0,2-0,5 mm), utilizando como solvente de
empaquetamiento éter de petroleo. Para ello se emple6 una relacion 1:50 (g de muestra:
g silica gel) debido a la poca cantidad de extracto, utilizdndose 1,35 g del extracto crudo
y 67,50 g de silica gel. La cromatografia fue iniciada con una mezcla poco polar de éter
de petroleo-AcOEt 9:1 V/V y luego, se eluyd con mezclas de polaridad creciente
finalizandose con MeOH al 100%. Se colectaron 62 eluatos contentivos de 25 ml cada
uno (Tabla 5), los cuales fueron agrupados en 12 fracciones, tomando en cuenta su
comportamiento en la cromatografia de capa fina (CCF) por comparacion de sus Ry
Como agentes reveladores se utilizo luz ultravioleta de longitud de onda corta (100-280

nm) y una solucion acida de molibdato de amonio (MAH).
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Subsecuentemente, se combinaron los eluatos en un total de 12 fracciones, segun sus R¢
como se muestra en la Tabla 6. El material orgéanico recuperado en la CC de la EEP fue
de 1,18 g (87,33%) indicando un rendimiento moderado del material cromatografiado.
Sin embargo, los solventes utilizados pudieron estar actuando como contaminantes
afectando las masas respectivas de las fracciones, ya sea al no eliminarse completamente
(quedando atrapados o disueltos en la matriz de la fraccion) o proporcionando humedad

a las mismas.

Tabla 5. Fraccionamiento del extracto soluble en éter de petroleo del alga K. alvarezii.

Eluatos Eluyentes Porcentaje (%) V/V
1-20 éter de petroleo — AcOEt 90-10

21-27 éter de petroleo — AcOEt 80-20

28 —33 éter de petroleo — AcOEt 60-40

34-42 éter de petroleo — AcOEt 40-60

43 — 48 AcOEt 100

49 —52 AcOEt — Me,CO 50-50
53-55 Me,CO 100

56— 62 MeOH 100

Tabla 6. Fracciones obtenidas de la CCF de los eluatos de EEP.

Fraccion Eluatos Caracteristica Masa (mg)
EP,; 1-3 Aceite amarillo claro 54,60
EP, 4-6 Aceite amarillo claro 63,30
EP; 7-8 So6lido amorfo amarillento 48,70
EP,4 9-10 Solido blanco 41,20
EP;s 11-12 Sé6lido amorfo amarillento 35,60
EPg 13-20 Solido amorfo amarillento 175,90
EP, 21-27 Solido amorfo verdoso 120,40
EPg 28-42 Aceite amarillo claro 76,40
EPy 43-48 Aceite amarillo claro con s6lido amorfo 100,30
EPyg 49-56 Solido amarillo en solucion verde 153,70
EPy; 57 Solucion verde con sélido suspendido 94,10
EP;» 58-62 Gomoso y amarillo 215,30

Posteriormente, las distintas fracciones se analizaron mediante CCF para

visualizar los posibles metabolitos que podian ser aislados, en base a la informacion
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obtenida por dicha técnica y ademas, por los rendimientos obtenidos y las solubilidades
que presentaron los eluatos de cada fraccion en la CC, se seleccionaron las fracciones
EP,, EP,, EP;, EP4s, EPs EPs y EP;;, para ser analizadas y determinar cuales
cromatografiar. Por otro lado, las demas fracciones no fueron tomadas en cuenta como
objeto de estudio, ya que mostraban ser mezclas de compuestos con Ry muy proximos, lo
que dificultaba su separacion. Se decidio unir la dos primeras fracciones EP; y EP; en
una sola fraccion denominada como X, porque en sus revelados presentaron manchas
definidas y con Ry similares y muy cercanos. En la Figura 9 se muestra el diagrama de
fraccionamiento completo del EEP.

Con la finalidad de llevar a cabo un trabajo biodirigido, se le realizo6 el bioensayo
de letalidad frente al crustaceo A. salina a las seis fracciones escogidas, para tener un
conocimiento de las fracciones mas bioactivas del extracto soluble en éter de petroleo y
asi establecer cual cromatografiar, considerando también sus caracteristicas y
propiedades. Todas las fracciones mostraron ser letales, siendo la fracciéon X la que
presentd un menor CLsy de 637,24 pg-ml™”, seguida por las fracciones EP;; y EP4 con
CLso de 753,63 pg-ml™” y 784,62 pg-ml”, respectivamente (Tabla A1- Apéndice A).

La fraccién X (aceite amarillo claro) fue analizada por espectroscopia infrarroja,
con la finalidad de observar los grupos funcionales presentes en la muestra, su espectro
IR (Figura 10) presento las siguientes bandas de absorcion: 3 550 cm™ (vibraciones de
tension -O-H) indicando grupos hidroxilos presentes en la molécula; alrededor de los 2
880-3 110 cm™ correspondientes a las frecuencias de estiramiento debidas a los enlaces
C-H, caracteristicas de las moléculas organicas; 1 200 cm™, asignable a la frecuencia de
estiramiento del enlace C-O de posible grupo hidroxilo e indicando también la posible
presencia de grupos éteres en algunos de los constituyentes de la fraccidn, y 790 cm’™
(bandas asignadas a la deformacion de los C-H de grupos metilenos.

La fraccion X (117,90 mg) fue separada utilizando cromatografia en capa fina
preparativa (CCFP) utilizando una placa de vidrio 20 x 20 cm’, sobre silica gel (como
fase estacionaria) y éter de petroleo- AcOEt (fase movil) en una proporcion 4:1 V/V
como mezcla de solvente. De esta separacion se obtuvieron 3 bandas cromatograficas

con Ry definidos (Tabla 7)
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Figura 10. Espectro IR-TF de la fraccion X indicando absorciones caracteristicas de los
grupos funcionales presentes.

Tabla 7. Subfracciones obtenidas de la CCFP de la fraccion X del EEP.

Subfraccion Ry Masa (mg)
X 0,333 24,60
Xz 0,593 35,30
X3 0,741 48,70

De la CCFP realizada a la fraccion X se recuperaron 108,60 mg, lo cual
representd el 92,11% del material cromatografiado. A cada subfraccion obtenida se le
realizd6 CCF con distintas mezclas de solventes, observandose en X, (aceite amarillo)
una sola mancha, lo que sugirid la presencia de un posible compuesto puro; debido a
esta caracteristica y a la masa obtenida se decidié analizar el mismo por cromatografia
de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-EM), con el objeto de identificar en lo

posible el o los constituyentes presentes en dicha subfraccion. Este analisis se esta
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realizando en el laboratorio de Espectrometria de Masas del Instituto de Investigaciones
Cientificas (IVIC). Por lo que, no se dispone de dicho anélisis.

La fraccion EP; (solido amorfo amarillento), presentd una letalidad media de
886,20 pg-ml”, resultando este el CLs, mas alto, no por esto deja de ser una fraccion

bioactiva, ya que su CLsj se encuentra por debajo de 1 000 pg-ml™. Debido a que en la
CCF, EP; fue una de las fracciones que present6 buena separacion, aunada a la cantidad
que se tenia de la misma (48,7 mg), se realizO una cromatografia en capa fina
preparativa (CCFP), para tratar de separar los componentes de la fraccion, utilizandose
una placa de vidrio de 20 x 20 cm” recubierta de silica gel 60 mesh de 1 mm de espesor.
Como eluyente se utilizo una mezcla de éter de petroleo- acetato de etilo en proporcion
4:1 V/V y como revelador luz UV, obteniéndose como resultado dos subfracciones, por
separacion de las bandas observadas en la placa cromatografica y extraccion de las
mismas con cloroformo (Tabla 8). En este procedimiento se obtuvo un rendimiento de
76,18%, debido a este resultado aunado al hecho de que no se logré6 una buena
separacion de los constituyentes ya que se observaron varios componentes en cada

subfraccion, seglin la CCF, se decidid no analizar estas subfracciones.

Tabla 8. Subfracciones obtenidas de la CCFP de la fraccion EP; del EEP.

Subfraccion R¢ Masa (mg)
EP; 0,784 15,3
EPs3, 0,882 21,8

Durante el proceso de elucion de los compuestos en la columna cromatografica
del extracto soluble en éter de petroleo, se recolectdé una fraccion denominada EP4,
constituida por un solido blanco amorfo, relativamente gomoso, que presentd un CLs, de
784,62 pg.ml™, el cual resulté de interés y al realizarle la respectiva cromatografia en
capa fina se observaron muy pocas manchas, por lo tanto se procedid a buscar la forma
de purificar este solido. Para ello se sometio a un proceso de recristalizacion para separar
la fase solida de la fraccion, designandose la muestra como fraccion Y.

El espectro de infrarrojo de la fraccion EP4 (Figura 11), presenta una banda de

absorcion centrada en 3 377 cm™, caracteristica de un estiramiento del enlace oxigeno-
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hidrogeno del grupo hidroxilo (-O-H), otra absorcién a 3 000 cm™ producto del
estiramiento del enlace carbono- hidrogeno, asi como una sefial de 1 211 cm™ debida al
estiramiento asimétrico del enlace carbono-oxigeno (C-O). La banda observada a 790
cm’™, puede ser atribuida a las frecuencias de deformacion o "rocking" de los enlaces C-

H de grupos metilenos continuos, (CHy), (n>4).

C-H
O-H 3060-2880 cm’!
3377 cm’! .

% T

C-0
1211em™

C-H
790 cm’!

0,1 T T ; T —
1000 3000 2000 1500 1000 150

T m')

Figura 11. Espectro IR-TF de la fraccion Y indicando absorciones caracteristicas de los
grupos funcionales presentes.

En la recristalizacion se utilizd como solvente una mezcla de éter de petrdleo-
acetato de etilo 4:1 V/V, por no presentar solubilidad aparente a temperatura ambiente,
pero si en caliente, siguiendo el proceso normal de recristalizacion presentado en la
Figura 12. Se recuper6 una masa de 8,6 mg del so6lido en cuestion y se identificoé como
Y,, mientras que la matriz remanente (solucion madre) fue nombrada Y, la cual tuvo

una masa de 53,8 mg (Tabla 9). Asimismo, se analizaron ambas subfracciones mediante
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CCEF, observandose al revelar con MAH, una mezcla de componentes de facil separacion
para Y, mientras que Y; mostro una mancha difusa a lo largo de la placa. A pesar del
buen rendimiento que present6 la subfraccion Y, el andlisis por CCF sugirié una mezcla
compleja, por lo que se decidi6 descartarla. En tal sentido, se decidié analizar la

subfraccion Y, mediante CG-EM. Esta muestra atn esta en el IVIC para ser analizada.

Tabla 9. Subfracciones obtenidas en la recristalizacion de la fraccion Y del EEP.

Subfraccion Solvente Masa (mg)
Y, Eter de petroleo- AcOEt 53,8
Y2 41 8,6

[ Fraccion solida (Y) ]

Disolver en éter de petroleo- AcOEt (caliente)

[ Solucion madre ]

i | Filtrar

|
[ Solucion madre J

Enfriar en un bano con hielo

[ Solucion remanente (Y1) ] [ Soélido (Y>) ]

Figura 12. Esquema de recristalizacion de la fraccion Y.

La CCF de la fraccion EPy; indicéd la posible presencia de pocos compuestos;
ademads, la misma estaba constituida por una solucién verdosa, con la presencia de un
solido suspendido, resultando necesaria la separacion del solido de la solucion, para
poder llevar a cabo los andlisis de identificacion estructural. Esta fraccion se renombrd
como Z y se le realizé un analisis espectroscopico para establecer los grupos funcionales

mayoritario en la fraccion.
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De acuerdo a la informacidon espectroscOpica obtenida para esta fraccion, se
presume la presencia de posibles compuestos carbonilicos e hidroxilicos insaturados de
cadena carbonada larga, cuyos grupos funcionales fueron confirmados mediante
espectroscopia IR, observandose en el espectro correspondiente (Figura 13), las
tensiones caracteristicas debidas a enlaces O-H a 3 640 cm™, C-H alrededor de 3 020

cm'l, C=0a1l650 cm'l, C-Oal220cm’ y C-H olefinicos a 792 cm’, entre otras.
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Figura 13. Espectro IR-TF de la fracciéon EP11 indicando absorciones caracteristicas de
los grupos funcionales presentes.

Posteriormente, se decidid centrifugarla, para lograr la separacion de la fase
solida de la liquida. La fraccion Z se centrifuga por espacio de 10 min en una
centrifugadora (IEC-500 rpm), hasta lograr concentrar el solido en el fondo; después se
procedi6 a separar por decantacion, obteniéndose dos subfracciones: Z; de masa 76,8 mg,

correspondiente a la solucion madre, y Z, de masa 13,5 mg, el sélido que se encontraba
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suspendido. La CCF realizada a las dos subfracciones, después de haber sido reveladas
con molibdato de amonio acido, revelé Ry demasiado cercanos, razon por la cual no se

siguieron analizando, descartindose como objetos de estudio.

Fraccionamiento del extracto crudo en cloroformo de K. alvarezii

El extracto soluble en CHCl; (EC) de K. alvarezii se fracciond por cromatografia
de columna (CC) con silica-gel 35-70 mesh, en una columna de aproximadamente 50,0
cm de largo x 1,5 cm de didmetro. Se utilizaron 1,40 g de extracto y 70 g de silica-gel en
una relacion entre si de 1:50 m/m. Se utilizd6 éter de petrdleo como solvente de
empaquetamiento de la columna cromatografica y mezclas en polaridades ascendentes
de éter de petroleo-cloroformo, acetona, acetona- metanol, MeOH y solucion de acido
acético al 1%, como solventes de elucion de los compuestos quimicos. De esta
cromatografia se obtuvieron 10 eluatos contentivos de 25 ml cada uno, como se muestra
en la Tabla 10. En la Figura 14, se muestra el diagrama de fraccionamiento de EC.

A los eluatos obtenidos del fraccionamiento del extracto soluble en cloroformo,
se les realizd cromatografia en capa fina (CCF), empleando como fase moévil una
mezcla de éter de petroleo-acetona, en las proporciones 3:2, 2:3, 1:4 y 1:9 V/V,
obteniéndose 10 fracciones (Tabla 11) por comparacion de sus Ry, utilizando como
agentes reveladores luz ultravioleta (UV) y una solucion acida de molibdato de amonio
((NH4)sM070,4H,0). Se recupero un total de 1 101 mg, lo que representa un 78,64%
del material cromatografiado.

La cromatografia de capa fina (CCF) de cada una de estas fracciones mostro
mediante la utilizacion de los agentes reveladores antes mencionados, que las fracciones
B, E, F, I y K resultaron mezclas de muchos compuestos con Rf muy cercanos y de
dificil separacion. Debido a estos resultados se decidid trabajar con las fracciones
restantes: C, D, G, H y J, los cuales mostraron manchas definidas al ser corridas en
diferentes solventes y mezclas de los mismos, y con R¢ no muy cercanos al momento de

su revelado.
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Tabla 10. Solventes utilizados en la CC de la fraccion soluble en cloroformo (EC) de K.
alvarezii y nimero de eluatos obtenidos.

Eluatos Eluyentes Porcentaje (%) V/V
1-6 éter de petroleo — CHCl; 80-20
7-11 éter de petroleo — CHCl; 60-40
12-14 éter de petroleo — CHCl; 40-60
15-18 CHCl; 100
19 - 28 CHCI; — AcOEt 60-40
29 -32 CHCl;— AcOEt 40-60
33-42 AcOEt 100
43 -50 AcOEt — MeOH 50-50
51-55 MeOH 100
56 —59 CH3;COOH 100

Tabla 11. Fracciones obtenidas del extracto soluble en CHCl; y sus respectivas masas.

Fraccion Eluatos Caracteristicas Masa (mg)
B 1-16 Solido amarillo 149,6
C 17-19 Solido blanco 130.4
D 20 Aceite verde oscuro 42.8
E 21 Aceite verde claro 48,1
F 22-26 Aceite amarillo (gomoso) 127,5
G 27-28 Soélido blanco en suspension 25,0
H 29-32 Sélido grisaceo 50,5
I 33-42 Aceite amarillo oscuro 150,1
J 43-55 Aceite amarillo oscuro 136,7
K 56-59 Verde claro (gomoso) 240,3

Debido a lo observado en CCF, se decidio realizarle cromatografia de capa fina

preparativa (CCFP) a la fraccion C, con la finalidad de lograr separar al componente

mayoritario de dicha fraccion. Para la CCFP de la misma, se utilizé una placa de vidrio

20 x 20 cm” recubierta de silica gel 60 mesh de 1 mm de espesor, se coloco 53,42 mg de

la muestra en la placa y como sistema de solvente se empled una mezcla de cloroformo

- acetato de etilo, en una proporcion 3:2 V/V y se reveld con una solucion acida de

molibdato de amonio. Se evidencid la presencia de tres

subfracciones en la placa (Tabla 12).
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Se recuper6 una masa total de 39,6 mg, lo que represent6 el 55,85% del material
cromatografiado. A cada una de las subfracciones resultantes de la CCFP de la fraccion
C, se les realizo CCF para comprobar el estado de cada una, empleando una mezcla de

cloroformo- acetato de etilo 4:1 V/V.

Tabla 12. Subfracciones obtenidas de la CCFP de la fraccion C del EEP.

Subfraccion Ry Caracteristica Masa (mg)
C; 0,567 Aceite verde 35,2
C, 0,750 Solido blanco amorfo 2,8
Cs 0,878 Solido blanco amorfo 1,6

Por CCF, las subfracciones C, y C; mostraron estar conformadas por
posiblemente tres compuestos y considerando las masas de las fracciones se decidid
juntarlas en una sola subfraccién denotada como C, 3, la cual present6é Ry bien definidos
al momento de ser revelada, por lo que dicha subfraccion se decidié analizar por CG-
EM. La subfraccion restante C;, resultd ser una mezcla muy compleja de compuestos
con Rymuy cercanos de dificil separacion.

El cromatograma de gases (Figura 15) de la subfraccion C,3 evidencio que se
trataba de una mezcla de compuestos, de la cual se logr6 identificar dos de algunos de
los que se encontraban en mayor proporcion. El cromatograma exhibi6 la presencia, en
mayor proporcion, del 5,6,7,7a-tetrahidro-4,4,7a-trimetil2(4H) benzofuranona (I), el
cual aparecidé a un tiempo de retencion de 11,75 minutos. El segundo pico (II) que se
identifico a un tiempo de retencion de 19,37 minutos, correspondiente al estigmasterol.
Estos resultados se resumen en la Tabla 13; sin embargo, no se cuenta con el porcentaje
de area de los picos, pues la linea base de este cromatograma no permite este tipo de

calculos.

Tabla 13. Compuestos identificados en la subfraccion C, 3 mediante CG-EM.

. Tr + Grupo Férmula
Pico . ;.

(min) Quimico molecular

| 11,75 180 5,6,7,7a-tetrahidro-2(4H)-benzofuranona Terpenoide C;;H;60;

I 19,37 412 Estigmasterol Esterol C29Hy30

Compuesto
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Figura 15. Cromatograma de gases de la subfraccion C, 3.

El espectro de masas del compuesto (I) de la subfraccion C,3 (Tr = 11,75
minutos), mostro las sefiales de los fragmentos correspondientes a los picos de los iones
mas abundantes a m/z 180, 111 (pico bases) y 43. El i6n molecular correspondiente a
m/z 180 [M"] se logro observar en el espectro (Figura 16). En la Figura 17 se muestra el
patron de fragmentacion correspondiente para este compuesto. Es importante referir el

hecho de que la 5,6,7,7a-tetrahidro-2(4H)-benzofuranona ha sido idetificada por medio
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de CG-EM en la microalga Dunaliella salina, perteneciente al Phylum clorofita

(microalga verde), la cual es conocida por sus propiedades antioxidantes (89).

Abundancia
5,6,7,7a-tetrahidro-2(4H) benzofuranona
111 11,749 min, C;;H;60,, M" 180
100 —
—
0
75 — g
50—
43
s | 180
o I| l h il |||| ul ...|| L1
| | |
100 200 300 400
m/z

Figura 16. Espectro de masas del 5,6,7,7a-tetrahidro-2(4H)-benzofuranona.

La 5,6,7,7a-tetrahidro-2(4H)-benzofuranona (o dihidroactinidiolido) es un terpeno
volatil, con un dulce olor a té y es utilizado como fragancia; normalmente se encuentra en
el tabaco, mangos y té negro. También se conoce como una feromona para una variedad
de insectos; por ejemplo es uno de los tres componentes de la feromona para el
reconocimiento de la reina de los trabajadores de la hormiga roja (90).

En contraste con lo que sucede en los ambientes terrestres, la distribucion de los
productos terpénicos no es muy amplia entre los organismos marinos. Hasta hoy se han
encontrado terpenos en los celentéreos, moluscos, esponjas y en las algas pardas y rojas.

Esta distribucion puede incluso ser mas pequeiia, si se tienen en cuenta las evidencias
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existentes, que demuestran que son las algas simbiodticas las verdaderas fuentes de los
terpenos aislados en celentereos, y que los terpenos encontrados en moluscos son el
resultado de la acumulacion de productos procedentes de las algas ingeridas. Sin
embargo, la gran variedad de estructuras encontradas indican claramente que todos los
tipos de sesquiterpenos aislados de plantas terrestres pueden eventualmente encontrarse

en los organismos marinos.

- -1
/
(]
T m- 180 ME
[6n molecular
p’b”g &
i THS 1t i Q Ik
HiC H
3 " }
] m/iz 43 i ) m/z 111 )
[M-137T%, [M-CgHgO,]™* [M-691+, [M-CsHg]"*

Figura 17. Patron de fragmentacion del 5,6,7,7a-tetrahidro-2(4H)-benzofuranona.
El espectro de masas del fitoesterol conocido como estigmasterol, de la fraccion

Ca3 (Tr=19,37), desplego las senales de los fragmentos correspondientes a los picos de

los iones mds abundantes a m/z 394, 351, 300, 255, 213, 159, 133, 83 y 55, los cuales
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son mostrados en la Figura 18, donde se refleja la estructura de cada uno de ellos. El i6n
molecular a m/z 412 no se observo en el espectro de masas, debido quizas a la alta
reactividad de la estructura. En la Figura 19 se muestra el patron de fragmentacion
correspondiente para este compuesto esteroidal, donde se exponen las estructuras de

estos fragmentos.

Abundancia
Estigmasterol
004 35 19,365 min, CooHss0, M* 412
HO.
83
75—
255
50-]
133 159
25
213 300 394
351
0 " |.|I|. W ol .|| |I|....|.||..I .|I
100 200 300 400m/z

Figura 18. Espectro de masas del estigmasterol.

Los estudios clinicos han demostrado que la ingesta alimentaria de los esteroles
vegetales (como parte de la dieta normal o como complemento) puede ayudar a reducir
los niveles de colesterol en la sangre. En la India, se analizo el alga Kappaphycus sp. y
se encontrd que el contenido de estigmasterol estaba en menor proporcion en relacion a
los esteroles identificados en el alga. La contendiente variacion en la composicion de

esteroles entre las diferentes algas, se debe posiblemente a diferencias fisiologicas o por
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influencias ambientales. Las algas marinas tienen demostrado ser buena fuente de

esteroles insaponificables, no toxicos, que tienen valor medicinal (91).
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HO
\
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[M-112]*, [M-CgH;6]™ [M-253]* , [M-C,5H3,]™
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~ \(/‘&
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& %o
+ +
+ +
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+ T
.
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[M-3571" ,[M-C,sH,4,07" [M-199]" ,[M-C3H,,0]

Figura 19. Patrén de fragmentacion del estigmasterol.
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La fraccion D, reveld una concentracion letal media, considerablemente alta, en
el bioensayo de toxicidad realizado, con un CLso de 24,91 pug-ml”, después de 24 horas
de exponer las larvas de A. salina ante esta fraccion (CLso de 4,38 pug-ml”, a las 48
horas). Resultando satisfactoria la realizacion de un analisis mas detallado de esta
fraccion. Ademas, la CCF mostré dos manchas con Ry definidos, por lo cual en vista de
los resultados quimicos y de letalidad, la FD fue seleccionada para ser analizada por
cromatografia de gases acoplada a un espectrometro de masas (CG-EM).

El cromatograma (Figura 20) de la fraccion D evidencié que se trataba
mayormente de una mezcla de seis compuestos, entre los cuales se logr6 identificar los
que estaban presentes en mayor abundancia, siendo éstos: 3-etil-4-metil-1H-pirrole-2,5-
diona (I) y los acidos tetradecanoico (II), hexadecanoico (III) y octadecanoico (IV), a

los tiempos de retencion que se muestran en la Tabla 14.

Abundancia
11

1
I v
!
o J#ngﬁ\, et \Jg\u..ik}\ B P

5 10 15 20 25

t (min)
Figura 20. Cromatograma de gases de la fraccion D.
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Tabla 14. Compuestos identificados en la fraccion D mediante CG-EM.

Pico Tr (min) M Compuesto Grupo — Formula
Quimico molecular
| 7,60 139 3-etil-4-metil-1H-pirrole-2,5-diona Cetona C;7HgNO,
II 12,99 228 Acido tetradecanoico Acido graso C4Ha50;
I 15,12 256 Acido hexadecanoico Acido graso CsH3,0,
v 16,39 284 Acido octadecanoico Acido graso C3H360;

El espectro de masas del metabolito, 3-etil-4-metil-1H-pirrole-2,5-diona, de la
fraccion D (Tr =7,60 minutos), desplegd un i6n molecular a m/z 139 [M'], y los
fragmentos correspondientes a los picos de los iones mas abundantes a m/z 124 y 53
(Figura 21). En la Figura 22, se muestra el patron de fragmentacion correspondiente

para este compuesto.

Abundancia
3-etil-4-metil-1H-pirrole-2,5-diona
53 139 . .
100— 7,601 min, CyHoNO,, M™ 139
(0]
NH
75—
124 P
50 — 96
25 —
i
I I I I
100 200 300 400 M/z

Figura 21. Espectro de masas del 3-etil-4-metil-1H-pirrole-2,5-diona.
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\ @)
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[M-15T*, [M-CH;]™

Figura 22. Patron de fragmentacion del 3-etil-4-metil-1H-pirrole-2,5-diona.

El espectro de masas del acido tetradecanoico (Figura 23), de la fraccion D (Tr

= 12,986), exhibié un i6n molecular a m/z 228 [M "], y los fragmentos correspondientes
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a los picos de los iones mas abundantes a m/z 185, 129, y 73 (pico base). En la Figura

24, se muestra el patron de fragmentacion correspondiente para este acido graso.

Abundancia
73
100 — Acido tetradecanoico
17 OQK wnisn M IT N AT AN
OH
" MW\/\
(@]
50—
129
25— 185
228
L |‘| | ] ‘ | ‘I
| | |
100 200 300 400

m/z

Figura 23. Espectro de masas del acido tetradecanoico.

En fracciones obtenidas a partir de extractos crudos de algunas Rhodophyta, se
han detectado fenoles, proteinas, 4cidos grasos y lipidos insaponificables de
significativa actividad antibacteriana tanto contra las bacterias Grampositivas como las
Gramnegativas. Igualmente, se han detectado y aislado en algunas fracciones de algas
verdes, pero no tan activas como las algas rojas. Los acidos grasos y su ésteres son
reportados como precursores o motivadores de actividades o efectos antimicrobianos.

La relevancia del hecho de ser las algas rojas la principal fuente de una mayor

diversidad de compuestos bioactivos, se puede ver reflejado en los resultados de
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letalidad y citotoxicidad de las distintas fracciones activas en este estudio, donde, segiin
los analisis quimicos, los acidos grasos representan el mayor porcentaje de area en las
muestras analizadas, por lo que puede considerarse que los acidos grasos identificados,
en conjunto con las trazas de compuestos que no pudieron detectarse por la poca
cantidad de masa o por la sensibilidad del equipo, pudieran ser responsables de la

actividad letal mostrada durante el desarrollo cromatografico biodirigido.

OH *
ANAAANANA
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[6n molecular
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S 3
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ot ! V99T, IM-CH ]
100% ~ _
+
OH y
N
CH,
O
) m/z 73 B

[M-155]"*,[M-C; Hy]*

Figura 24. Patrén de fragmentacion de acido tetradecanoico.
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El tercer pico observado en el cromatograma, que aparece en mayor abundancia
respecto a todos los compuestos identificados en la fraccion D, a un tiempo de retencion
de 15,12 minutos, corresponde al acido hexadecanoico (III). El espectro de masas de
este compuesto (Figura 25) mostré un ién molecular a m/z 256 [M'], el cual
corresponde a la formula molecular C;6H3,0; y los picos correspondientes a los iones
mas abundantes se observaron a m/z 227 [M'-C,Hs], 213 [M'-C3H;], 199 [M'-C4Ho],
185 [M'-CsHy;], 71 [M™-C¢H,3], 157 [M'-C;H;s], 143 [M™-CgH,7], 129 [M'-CoH o],
115 [M"-CoH21], 97 [M™-C10H230], 83 [M'-C1;H250], 73[M"-C3Ha7] (pico base), 57
[M"-C1,H,30;] y 43 [M+C13H2502]. En la Figura 26 se observan los fragmentos

correspondientes al patron de fragmentacion de este acido graso.

Abundandia 73 Acido hexadecanoico
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LJ"L Ll | ol | LL||I |. . || 2|39 284
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Figura 25. Espectro de masas del 4cido hexadecanoico.
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En varios reportes, se sustenta la actividad antibacteriana de algunos acidos
grasos y su ésteres. Incluyendo también propiedades antimicdticas y reportandose a los
acidos miristico y palmitico como inhibidores del crecimiento de bacterias. Se ha
llegado a constatar que los dcidos grasos causan una disminucién en la capacitacion de

oxigeno por parte de las células bacterianas.
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Figura 26. Patron de fragmentacion de acido hexadecanoico.
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Otro compuesto, de la fracciéon D es, el

acido

58

octadecanoico, el cual se

observdo a un tiempo de retencion de 16,39 min, mostrando en su espectro de
masas fragmentos a m/z 284 [M'], 241 [M"-C3H7], 227[M"-C4Ho], 213 [M"-CsHy,],
199 [M"-C¢Hj3], 185 [M™-C;H;s], 171 [M™-CgH,7], 157 [M"-CoHjo], 143 [M"-CoHa1],
129 [M'-C;Ha3], 115 [M'-C15Hys], 97 [M*-C,H,70], 73 [M*-C;sHz;] (pico base), 57

[M+-C14H2702] y 43 [M+-C15H2902], siendo estos los picos correspondientes a los

iones mas

abundantes, los cuales son mostrados en la Figura 27. El respectivo patron

de fragmentacion, se muestra en la Figura 28.
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Figura 27. Espectro de masas del acido octadecanoico.
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Figura 28. Patron de fragmentacion de 4acido octadecanoico.
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Hasta ahora, son muy limitadas las investigaciones respecto a la composicion
de acidos grasos en algas. Un estudio realizado a tres algas rojas, de diferentes ordenes,
determind que las especies de distintos 6érdenes presentaban patrones similares de 4cidos
grasos, con cuatro acidos grasos dominantes: palmitico, oleico, araquidénico y
eicosapentanoico (8). Estos resultados estan en concordancia con los obtenidos en este
estudio, debido a que entre los acidos grasos identificados en K. alvarezii, perteneciente
al orden Gigartinales, se identificaron por medio de CG-EM, la presencia de los acidos
palmitico, miristico y estearico, resultando los dos primeros los mas abundantes.

La fraccion G (so6lido blanco en suspension) de masa 25 mg, mostrd actividad

toxica frente al crustaceo A. salina, con un CLsy de 173,43 ug-ml'l; esta concentracion
letal media significativa, sugiri6 la realizacion de un andlisis mas profundo;
considerandose como primer paso la recristalizacion de la fraccion G, ya que la CCF
reveld la presencia de dos compuestos posiblemente con Ry definidos. Mediante la
purificacién por recristlizacion del solido blanco, se logré aislar el compuesto solido
denominado G;, hecho demostrado mediante la CCF realizada a esta subfraccion, la cual
mostrd una sola mancha al ser revelada con molibdato de amonio acido. Mientras que la
subfraccion Gy, denot6 la presencia de varios compuestos a través de la CCF, por lo que
se descarto.

La subfraccion G (solido blanco) fue analizada por espectroscopia infrarroja,
con la finalidad de observar los grupos funcionales presentes en la muestra, asi como
también por la técnica espectroscopica de identificacion unidimensional de RMN-'H. Su
espectro IR (Figura 29) presento las siguientes bandas de absorciéon: 3 410 cm™ (tension
-O-H), 3 010 - 2 820 cm" (tension =C-H, aromaticos), 1 755 - 1 380 cm™ (sobretonos),
1211 cm™ (-C-O, éter aromatico) y 690 cm™ (C-H, enlace aromatico fuera del plano y
monosustituido por la presencia de dos bandas). Ademas, se realiz6 la medida del punto
de fusion (p.f.) de este solido G, igual ay presentd un p.f de 88,5 - 90°C.

En el espectro de resonancia magnética nuclear de proton (Figura 30), a campo
alto se observan cinco sefales, la primera a 6y 0,86 ppm, la cual integra para tres
protones, visualizdndose como un triplete, correspondiente a un metilo terminal, que

probablemente se encuentra enlazado a un metileno, el segundo desplazamiento quimico
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se encuentra en oy 1,24 ppm, la cual integra para dos protones, asignables a un metileno;
la tercera sefial aparece a dy 1,53 ppm, integrando para dos protones asignables a un
metileno unido a un C-H (metinico), como cuarta sefial se observo a oy 3,84 ppm un
singlete correspondiente a un protdon unido a un carbdn oxigenado, a oy 4,42 ppm esta
presente la sefial de un protéon anomerico, correspondiente al carbono unido al grupo
hidroxilo. La sefial de los protones aromaticos se considera que esta superpuesta con la
sefal del solvente (cloroformo deuterado) a campo bajo de (dy 7,15- 6n 7,30) ppm. En

la Tabla 15 se detallan cada una de las sefiales del espectro de RMN-'H.
80,0

704

654

% T C-H
= O-H 3010-2820 cm'’!
354 3410 cm™ .

154 C-O C-H

-1
104 121101’1’1 690 Cl’l’l_l

T T T T - 1
1000 3000 2000  _ 1500 1000 150
v (cm")

Figura 29. Espectro IR-TF de la subfraccion G; indicando absorciones caracteristicas de
los grupos funcionales presentes.
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Tabla 15. Desplazamientos quimicos (6H) de la subfraccion G2 y sus respectivas
sefales.

Asignacion Multiplicidad Oy (ppm) Asignacion
Hy, Triplete (t) 0,86 -CH;
H10 Multiplete (Il’l) 1,24 -CHQ-CHZ'CH?,-
Hy Cuarteto (q) 1,53 CH-CH,-CH,
Hg Singulete (s) 3,84 -OH
H, Triplete (t) 4,42 “cH—oH
H; He Singulete (s) 7,15 -7,30 Ar-H
H;-Hg
(s)
Hyo
(m)

H9 Hll
(a) (t
JTAN
_J_“_l_ e k‘”"‘"‘v’v’f}kw
||||i|_|‘;;7||||||||||||||II ||||||||||||||||||||||||||||| I I T I T I T I T I T
8,0 7,0 PP 45 40 35 3,0 ppm 1,6 14 12 1,0 ppm

Figura 30. Espectro de RMN-"H de la subfraccion G,, ampliado en la regién de las
sefiales con su respectiva asignacion.

62



63

A través de este otro analisis espectroscopico como lo es el DEPT-135° (Figura
31), se pudo establecer una posible estructura para el compuesto presente en esta
subfraccion G,, ayudando a identificar los tipos de carbonos presentes en la estructura
propuesta. Se pudo constatar la presencia del grupo metilo terminal, de los carbonos

metilénicos y de los carbonos del anillo aromatico (Figura 32).

Figura 31. Espectro DEPT-135 de la subfraccion G,

Figura 32. Posible estructura propuesta para G,
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En la Figura 33 se muestran los diferentes desplazamientos quimicos oy teoricos
para una estructura similar, segun el programa predictor del ChemBioDraw, los cuales
fueron comparados con los datos experimentales del RMN-'H de la subfraccion Go.
Resultando varias sefales con oy muy parecidos, reiterando la estructura propuesta

anteriormente para dicha subfraccion.

3.65

7.38
0.90

7.38

7.38

Figura 33. Posible estructura propuesta para G, indicando oy tedricos,

La cromatografia en capa fina realizada a la fraccion H (solido grisaceo), revelo

la presencia de algunos compuestos con Ry bien definidos y considerando también su

CLso 261,70 pug-ml™, se decidid separar en lo posible los constituyentes de la fraccion.
Para tal finalidad, se le realizo una cromatografia de columna a esta, utilizandose éter de
petroleo para el empaquetamiento de la columna; los solventes eluyentes fueron
mezclas de éter de petroleo- cloroformo y cloroformo- AcOEt. Los eluatos recolectados
fueron contentivos de 25 ml; se obtuvieron 23 eluatos (Tabla 16), los cuales al realizar
la CCF se juntaron, mediante la comparacion de sus respectivos Ry, conformando
finalmente cuatro subfracciones (Tabla 17).

Del material cromatografiado se recuperd una masa total de 44,90 mg, lo cual
represento el 88,9% de rendimiento. De las subfracciones obtenidas, FH; presento en la
CCF realizada tres manchas , indicando la posible presencia de mas de un compuesto,
por lo que se tomd la decision de realizarle un analisis por CG-EM, pudiéndose asi
identificar esos compuestos presentes en esta subfraccion; sin embargo, el mismo ain no

ha podido realizarse en el IVIC.
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Tabla 16. Fraccionamiento por CC de la fraccion H del extracto en cloroformo del alga
K. alvarezii.

Eluatos Eluyentes Porcentaje (%) V/V
1-5 Eter de petroleo — CHCls 60-40
6— 10 Eter de petréleo — CHCl3 40-60
11-15 CHCl; 100
16— 19 CHCl;— AcOEt 50-50
2023 AcOEt 100

Tabla 17. Subfracciones obtenidas de la CC de la fraccion H del extracto en
cloroformo.

Subfraccion Eluatos Caracteristica Masa (mg)
H, 1-13 Aceite verde 21,3
H, 14-18 So6lido blanco amorfo 7,8
H; 19-21 So6lido blanco amorfo 5,6
Hy 22-23 Solido grisaceo amorfo 10,2

En la CCF que se realizd a la fraccion FHy, se denoto la existencia de un solo
compuesto, observandose al revelar la placa con molibdato de amonio una sola mancha
sin trazas con un Ry definido, por lo cual se decidi6 analizarla mediante RMN. Ademas,
se le medi¢ al sélido su punto de fusion, el cual fue de 138,5 - 140°C.

El espectro de RMN-'H (Figura 34) de la subfraccion Hy, mostré la presencia a
campo bajo de un triplete con un desplazamiento quimico de 6y 4,23 ppm (Hi;),
correspondiente a protones metilénicos, que integra para dos hidrégenos. A campo mas
alto, especificamente a un desplazamiento quimico de oy 2,32 ppm, se evidencid la
presencia de un multiplete, asignado a protones metilénicos cercanos a un carbono
enlazado a oxigeno, que integra para dos hidrogenos (H,). También aparecié un
multiplete (Hs), asignado a protones de metilenos con un desplazamiento de oy 1,57
ppm. En la zona alifatica, a 6y 1,23-1,31 ppm, se observo un multiplete de metilenos
(Ho-H4) bastante intenso, en el mismo rango de estos metilenos, se considera que se
encuentra superpuesta la sefial del Hj,, que sale a 1,29 ppm, debido a que se encuentra
menos apantallado por la cercania al oxigeno. Finalmente, a un campo mas alto a oy
0,86 ppm, el espectro mostrd la presencia de un triplete correspondiente al metilo

terminal que se encuentra unido a un 4&tomo de carbono metilénico (H;o) (Tabla 18).
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Tabla 18. Desplazamientos quimicos (dy) de la subfraccion FHy y sus respectivas sefiales.

Posicion Multiplicidad Oy (ppm) Asignacion
Hisy Hy Triplete (t) 0,88 -CH;
Hs- H3y Hio- Hig Multiplete (m) 1,26-1,39 -CH>-
Hiiy H; Multiplete (m) 1,64 -CH,-CH,-COO-
H, Triplete (t) 2,37 -CH,-CH,-COO-
Hio Multiplete (m) 4,23 -COO- CH,
Hio H;-Hgy Hi»-Hyy
(m) (m) -
T T T T
44 43 42 41 His,Hy
(1)
—"‘-”U\‘L.\_“—

Figura 34. Espectro de RMN-'H de la subfraccion Hy, ampliado en la region de las
sefiales con su respectiva asignacion.

El espectro de RMN- °C (Figura 35) de este compuesto, evidencié sefiales
indicativas de un C;3. A desplazamientos quimicos comprendidos entre 6c 32,74 ppm y
14,13 ppm, aparecen varias sefiales correspondientes a carbonos metilénicos; a 6¢ 14,10

ppm, estan presentes carbonos metilicos (CH3-R); (Tabla 19).
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Tabla 19. Algunos desplazamientos quimicos obtenidos del espectro de RMN'C de la
subfraccion Hy y sus respectivas sefiales.

oc (ppm) Tipo de carbono
32,74 - 28,80 R-CH,-R
25,20-14,13 R-CH;-R
14,15 -CH;-
C6'Cll
G, G
C13 CS
C12
Cs-Cy
I v ' I ' N | ' ' I ' N ' ] N I '
40 35 3 25 2 15 mpm

Figura 35. Espectro de RMN de "C de la subfraccion Hy.

El analisis de COSY-'H-"H permitié asignar la correlacion existente entre los
atomos de hidroégenos presentes en la molécula, lograndose, de esta manera, proponer
una estructura que se acopla con toda y cada una de las sefiales. El espectro de COSY-
'H-'H (Figura Bl-Apéndice B) revelo una sefial que correlaciona a los protones

asumidos como H; con el protdn vecino asignado como Hjz (-CH,-CH,-COO-); asi como
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una senal de correlacion entre Hj; con el protén vecino asignado como Hj4; y ora
conectividad vecinal que relaciona al proton H;; con el proton H;s del metil terminal.

Los andlisis de HMQC, HMBC, RMN-'"H y RMN-"°C permitieron asignar la
correlacion existente entre los &tomos de carbonos e hidrogenos presentes en la molécula
lograndose, de esta manera, proponer una estructura acorde con todas y cada una de
estas sefiales (Figura 36). Estos datos se comprobaron con los desplazamientos quimicos
obtenidos para el compuesto haciendo uso del programa RMN predictor del Skecht 3.5.
El espectro de HMBC (Figura B4), presentd una sefial que correlaciona a los protones
asumidos como H, con el carbono del grupo carbonilo designado como C; (R-CH,-CO-
0). El carbono identificado como Cjy, que se encuentra enlazado al oxigeno del grupo
carbonilo, apareci6 a un desplazamiento quimico de d¢ 65,22 ppm y mostro correlacion
directa, de acuerdo al HMQC (Figura B2- Figura B3), con los protones asignados como
Hjo. El carbono C,, el cual se observo a un d¢ 34,12ppm y se encuentra vecino al Cy,
present6 conectividad directa, segin el HMQC, con los hidrogenos asignado como Hy,
los cuales aparecen en forma de triplete de acuerdo al RMN 'H. Segun el HMBC, el
carbono tres (Cs) esta correlacionado con los protones metilénicos enlazados al carbono
C,, vecino al carbono del grupo carbonilo (C)); éste también muestra correlacion directa
con los protones metilénicos (Hs-H7; y Hjo-Hj4), asignados a la cadena alifatica del
compuesto. Los carbonos identificados como C; y C;3, con desplazamiento quimico de
oc 31,58 y 31,92 ppm, mostraron correlacion HMQC y HMBC con los protones
metilénicos (Hs-H; y Hjo-Hi4) que aparecieron a dy 1,23 ppm. Estos carbonos también
interaccionaron, segin el HMBC, con los hidrogenos pertenecientes a grupos metilos
terminales (Cy y Cys).

Los carbonos identificados como C4-Cs y Cyi- C;3, corresponden a un grupo de
metilenos que forma parte de la cadena alifatica del compuesto y mostraron correlacion,
de acuerdo el HMQC y HMBC, con los hidrogenos que aparecen a un desplazamiento
quimico de oy 1,26 ppm, sefialados como Hs-H7 y Hio-H4. De acuerdo con el HMQC,
los protones metilénicos Hjo, que aparecen como un multiplete muestran conectividad
directa con el carbono Cip; ademas, éste también mostré conectividades, segin el

HMBC, con los protones metilénicos Hi; y Ho que aparecen a oy 1,64 ppm y oy 4,23
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ppm, respectivamente. Segun el HMQC y HMBC, los carbonos Cg y Cis estan
relacionados con los carbonos metilénicos de la parte alifatica del éster; ademas, por
HMBC mostraron conectividades con los hidrogenos metilicos terminales identificados
como Ho y Hjs, los cuales a su vez estan relacionados directamente, de acuerdo el
HMQC, con los carbonos Co y C;s. Estos resultados se resumen en la Tabla 20. Segun el
analisis combinado de RMN de 1D y 2D, posiblemente, el compuesto FH,4 elucidado sea

un éster alifatico (Figura 37).

Tabla 20. Correlacion entre los desplazamientos quimicos de RMN'*C, HMQC y
HMBC

3¢ (ppm) HMQC (81 HMBC (31)
173,94 C; - 2,37 H,
34,12 C, 2,37 H -
25,37 C; 1,64 H; -
29,34 -29,05 C4-C5 y C11-C13 1,26 H4-Hg y H11-H14 1,26 H4-Hg y H11-H14
31,91-3 1,58 C7,C13 1,26 H4-H8 y H]l-H14 1,26 H4-H8 y H11-H14
0,86 Hg, His
65,22 Cyy 4,23 Hyo -
28,93 Co 1,64 Hy, 4,23 Hyo
1,26 Hi1-Hi4
25,02 C7 - C14 1,64 H4-Hg y H11-H14 1,64 H4-Hg y H11-H14
0,88 Ho, Hs
14,15 Co, Cy5 0,88 Ho, His -

Figura 36. Estructura propuesta indicando para la subfraccion FH4, algunas
interacciones HMBC.
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Figura 37. Estructura del compuesto H4, indicando los 6H y 6C respectivos.

Fraccionamiento del extracto crudo en acetato de etilo de K. alvarezii

Al extracto soluble en AcOEt (EAE) de K. alvarezii, se le realizo varias capa fina
(CCF) con diferentes mezclas de éter petroleo-AcOEt (3:2; 2:3; 1:4; 1:1 V/V) y se
revelaron usando una solucion de molibdato de amonio 4cido. Las CCF reflejaron la
presencia de poca cantidad de compuestos, con Ry no muy cercanos entre si y de facil
separacion. Considerando la cantidad de extracto crudo (810 mg) y la posible presencia
de pocos compuestos con Ry bien separado, se decidié separar los mismos del extracto
mediante la realizacion de una cromatografia de capa fina preparativa (CCFP); para tal
fin, se utilizaron 110 mg de muestra y dos placas de vidrio de (20 x 20) cm?, recubiertas
con silica-gel 60 mesh de 0,5 mm de espesor (esto debido a la cantidad de mg de
muestra a utilizar) una mezcla 2:3 V/V de éter de petroleo-AcOEt como eluyente; el
revelado evidencio la presencia de 4 fracciones (Tabla 21). En la Figura 38 se muestra el

diagrama de separacion.

Tabla 21. Fracciones obtenidas de la CCFP del extracto en acetato de etilo (EAE)
proveniente de K. alvarezii.

Fraccion R¢ Masa (mg)
A 0,13 48,3
Ar 0,28 6,0
As 0,45 10,7
Ay 0,87 24,6

De la CCFP realizada al EAE se recuperaron 89,6 mg, lo cual representd el
81,45% del material cromatografiado. A cada fraccion obtenida se les realizo CCF en
distintas mezclas de solventes, observandose tres bandas, en A, (combinacion de aceite

amarillo y s6lido amorfo blanquecino), lo cual sugirié debido a su caracteristica y a la
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masa obtenida, un analisis de la misma por cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (CG-EM), con el objeto de identificar en lo posible la mayoria

de los metabolitos presentes en dicha fraccion.

Ay CCF
% As CCF CG-EM
EAE — CCP
i ) CCF
Ay CCF

Figura 38. Diagrama de fraccionamiento del extracto soluble en acetato de etilo del alga
K. alvarezii.

El cromatograma de gases (Figura 39) de la fraccion A, presentd cuatro
constituyentes en mayor proporcion: el dibutilftalato (VI), el acido hexadecanoico (V),
el 1-(1-propoxietoxi)propano (II) y el colestano (VII), los cuales fueron observados a
tiempos de retencion de 19,10; 14,90; 9,34 y 22,92 min, respectivamente (Tabla 22).

El espectro de masas del compuesto I (Figura 40) mostr6 un i6n molecular a m/z
136 [M'], el cual corresponde a la formula molecular CgHgO,. Los picos
correspondientes a los iones mas abundantes se observaron a m/z 91(pico base), 65 y 39.
En la Figura 41, se observa el patrén de fragmentacion correspondiente a este

compuesto, donde se muestra la estructura de estos fragmentos.
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Figura 39. Cromatograma de gases de la fraccion A,.
Tabla 22. Compuestos identificados en la fracciéon A, mediante CG-EM.
. Tr + ;. Férmula
Pico (min) M Compuesto Grupo Quimico molecular
| 7,74 136 Acido 2-fenilacético Acido carboxilico  CgHgO»
Ir 934 146 1-(1-propoxietoxi)propano Alcano CsHi30;
2,6-di-ter-butilciclohexa-2,5- .
I 10,19 220 dieno-1,4-diona Cetona aromatica C;4H00,
IV 13,75 268 6,1O,14}-trimetil-2-pentadecanona Ce,tona alifatica CisHz60O
V1490 256 Acido hexadecanoico _Acido graso Ci6H3202
VI 19,10 278 Dibutilftalato Ester aromatico  C;¢H2,04
VII 2292 372 Colestano Esterol Cy7H4s
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Abundancia

100 — 9
Acido 2- fenilacético
7,737 min, CgHgOz, 1\/[+ 136
75 —
50 —| OH
136
(o]
25 —
65
39
0 1‘..|J ll. .l.. Al 1 -[.[8 I
[ [ [ [ [ I
50 100 150 200 250 300

m/z

Figura 40. Espectro de masas del acido 2- fenilacético.

Dado que el grupo carbonilo (C=0) presente en la molécula propuesta para este
espectro, presenta cierta estabilidad ante la fragmentacion, el i6n molecular se presenta
en el espectro (m/z 136). Como se muestra en la Figura 41, los valores de m/z inferiores
a éste, se pueden explicar por la escision del enlace siguiente a C=0, generando las
especies correspondientes a valores de m/z de 118, 91 (pico base), 65 y 39,
respectivamente. En el primer caso, se propone en el patréon de fragmentacion, que el
compuesto acido se deshidrata durante la fragmentacion generando la especie ionica a
un m/z de 118, con la posterior escicion del sistema carbonilo.

El compuesto identificado con el niumero dos (II) fue uno de los que se
encontraba en mayor proporcion en la fraccion A, y por consiguiente uno de los mas
abundantes en la mezcla, y tuvo relacion con el 1-(1-propoxietoxi)propano, el cual se
detectd con un tiempo de retencion de 9,34 min y no evidencio el i6n molecular

correspondiente a m/z 146[M ], en el respectivo espectro de masas (Figura 42).
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OH
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m/z= 136 [M]*
16n molecular
OO?? \&
’ \))O
2
r 1+ H
® -H2O C -i-
+
CH
¥ i m/z 65
m/z 91 Y [M-711*, [M-C5H;0,]™
[M-45]1* ,[M-CO,H]™* — 2+
Pico base *
(100%)

+

I
O
m/z 118
[M-18]", [M-H,0]"*

-CsH;0,

m/z 39
[M-97]%, [M-CsH;05]™

Figura 41. Patron de fragmentacion del acido 2- fenilacético.
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El compuesto (II) sufri6 una fragmentacion rapida perdiendo un -CHj3;, m/z
concerniente 131[M], los otros picos; mas abundantes aparecieron a m/z 87, 58, 45 y
31, cuyo patrén de fragmentacion muestra la estructura de cada uno de ellos (Figura 43).
La mayoria de los fragmentos correspondientes a cada una de las sefiales, mostradas en
el espectro de masas, se obtuvieron mediante pérdidas graduales de grupos metilos y

metilénicos de las cadenas laterales, con la formacion de iones-radicales.

Abundancia
45 1-(1-propoxietoxi)propano
9,338 min, CgH;50,, M" 146

0T \/\O/KO/\/

50 87

100

e Y

55 131
| N Al Aol |

50 75 100 125 150
m/z

Figura 42. Espectro de masas del 1-(1-propoxietoxi) propano.

El compuesto identificado con el numero tres (II), fue el que se encontraba en
menor proporcion en la fraccion A, y tuvo relacion con el 2,6-di-ter-butilciclohexa-2,5-
dieno-1,4-diona, el cual se detect6d a un tiempo de retencion de 10,19 min y evidencio el
ion molecular correspondiente a m/z 220 [M'], en el respectivo espectro de masas
(Figura 44). Los picos mas abundantes aparecieron a m/z 177 (pico base), 135 y 41,

cuyo patron de fragmentacion muestra la estructura de cada uno de ellos (Figura 45).
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[6n molecular

-CsH,,0

o+

)
\/\
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[M-88]", [M-CsH,,0]*
-CoH;

N

0

m/z 31
IM-115] %, [M-C7H,;50*

4
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wo/*c‘*

m/z 87
[M-59] %, [M-C3H0]*

j'C3H6

‘ t
HO +CH
v
m/z 45
[M-101]*, [M-CgH 301"
Pico base
(100%)

Figura 43. Patron de fragmentacion del acido1-(1-propoxietoxi) propano.
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Abundancia
77 2,6-di-ter-butilciclohexa-2,5-dieno-1,4-diona
100
10,188 min, C14H00,, M" 220
o)
75 — 220
41 o

135

| | | |
100 200 300 400 500 600
m/z

Figura 44. Espectro de masas de la 2,6-di-ter-butilciclohexa-2,5-dieno-1,4-diona.

A un tiempo de retenciéon de 13,76 minutos, aparecid la 6,10,14-trimetil-2-
pentadecanona, encontrada en mayor proporcion en la fraccion A,. El espectro de masas
de este compuesto (Figura 46), desplegd un i6n molecular a m/z 250 [M'], y los
fragmentos correspondientes a los picos de los iones mas abundantes a m/z 210, 165 y
43 (pico base). El patron de fragmentacion para este compuesto es mostrado en la
Figura 47.

Este metabolito, también conocido como hexahidrofarnesil acetona, ha sido
reportado en diversas especies de plantas tales como: la fraccion hexanica de las hojas
de Ludwigia octovalvis, la cual presenta actividad toxica contra Artemia salina,
antibacteriana contra S. aureus y citotoxica en huevos de erizo de mar Lytechinus

variegatus (100).
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I6n molecular

,QQ‘
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o !
-CsHoO /\
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O
m/z 41
m/z 177 [M-179]", [M-C,;H,50,]"
[M-43]* ,[M-C5H,T*
Pico base
(100%) v
+
O
/
m/z 135

[M-85] %, [M-C5HoO] ™

Figura 45. Patron de fragmentacion de la 2,6-di-ter-butilciclohexa-2,5-dieno-1,4-diona.

Abundancia
100 43
6,10,14-trimetil-2-pentadecanona
75 —

13,755 min, C;sH360, M" 268

] MM
(@)

25 —

100 200 300

Figura 46. Espectro de masas de la 6,10,14-trimetil-2-pentadecanona.
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m/z 43
[M-225]* , [M-C;¢H33]™

Pico base
(100%)

A

o

Lagl
T

:
<

S A,

m/z=268 [M]*
I6n molecular

-+

W O W\/\/\/\

m/z 250 m/z 165
[M-18]* ,[M-H,0]* [M-103]"*, [M-C¢H;50]™

-+

m/z 210
[M-58] *, [M-C3H40] ™

Figura 47. Patron de fragmentacion de la 6,10,14-trimetil-2-pentadecanona
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En el espectro de masas de VI (Tr = 19,11 min), se observd un i6n molecular
am/z 278, el cual corresponde a la formula molecular C;cH,04 (calculado 278,34
g.molfl). Los picos significativos se observaron am/z223 [M-C4H;]™, 205 [M-
C4HoO], 149 [M-CsH;7,0] y 57 [M-Ci,H304], ver Figura 48. Estos fragmentos
indicaron la presencia de un sistema aromatico diéster, identificado como dibutilftalato

(DBP), como compuesto mayoritario (Figura 49).

Abundaticia
Dibutilftalato
149 19,107 min, Ci¢H2,04, M" 278
100 = o

N
15— 0\4

50—

57 205 223
I I I ] I I I | | I I

40 A0 a0 100 1200 140 140 10 00 230 240 2600 2E0

Figura 48. Espectro de masas de la dibutilftalato.

Los dialquilftalatos, tales como el DBP, son productos petroquimicos que se
consideran como agentes contaminadores del ambiente y se han detectado en suelos,
sedimentos, aguas terrestres y marinas, y también en organismos vivos. Sin embargo, se
ha demostrado que este tipo de compuestos pueden estar presentes de forma natural y no
por contaminacion, tal como lo refieren investigaciones realizadas sobre la abundancia

natural del contenido de '*C de DBP en tres especies de algas marinas (101).
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A un tiempo de retencion de 22,93 minutos, aparecio el esterol colestano, uno de
los compuestos mayoritarios de la fraccion A,. Pudiendo observarse el pico
caracteristico del i6n molecular en el correspondiente espectro de masas (Figura 50). Los
otros fragmentos significativos se observaron a m/z 357 [M-CH;]™, 315 [M-C4Ho]™, 217
[M-CH3]™, 149 [M-Ci6H3i]", 109 [M-CioHss]™ y 43 [M-Cy4Hy]™, los mismos
indicaron la presencia de un sistema esteroidal, grupo quimico detectado en el analisis
quimico preliminar del EAE (prueba positiva para esteroles). Su respectivo patron de

fragmentacion, se encuentra en la Figura 51.

Abundancia
Colestano
100— 43 22.922 min, Cy7Hag, M 372
75—
217
50| 109 149
- 372
357
262
||L || ‘I L 315 l
e — I
100 200 300 400

m/z

Figura 50. Espectro de masas del colestano.
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Fraccionamiento del extracto crudo en metanol de K. alvarezii

El extracto soluble en metanol (EM), proveniente del alga K. alvarezii, se
fracciond por cromatografia de columna (CC) con silica gel 35-70 mesh, en una
columna de 2,5 cm de didmetro y 50 cm de largo. Se utilizaron 2,7632 g del extracto y
82,896 g de silica en una relacion 1:30 m/m. El solvente de empaquetamiento de la
columna, fue éter de petroleo y se usaron mezclas en polaridad creciente de éter de
petrdleo-cloroformo, cloroformo-acetato de etilo y acetato de etilo-metanol, como
eluyentes. Se recolectaron 43 eluatos contentivos de 50 ml cada uno (Tabla 23). En la

Figura 52 se puede observar el diagrama respectivo de fraccionamiento del EM.

Tabla 23. Fraccionamiento del extracto soluble en metanol del alga K. alvarezii.

Eluatos Eluyentes Porcentaje (%) v/v
1-5 éter de petroleo — CHCl; 80-20
6-10 éter de petroleo — CHCl; 60-40
11-15 éter de petroleo — CHCl; 40-60
16 — 20 CHCl; 100
21-26 CHCI; - AcOEt 60-40
27-31 CHCI;— AcOEt 40-60
32-36 AcOEt 100
37-40 AcOEt— MeOH 50-50
41-43 MeOH 100

A cada uno de los eluatos obtenidos de la CC del EM, se les realizd
cromatografia de capa fina (CCF), empleandose mezclas de cloroformo-acetato de etilo
en proporciones de 2:3 y 1:1 V/V, obteniéndose 19 fracciones (Tabla 24), por
comparacion de sus Ry, para lo cual se emplearon como agentes reveladores luz
ultravioleta y una solucion acida de molibdato de amonio.

Las CCF mostraron que las fracciones EMsy EM; fueron las que presentaron una
mancha con R; bien definido. Las fracciones restantes resultaron ser mezclas mas
complejas de compuestos con Ry muy cercanos de dificil separacion. Se logro recuperar
de la cromatografia de columna una masa total de 2,5565 g, lo que represent6 el 92,52%

del material cromatografiado.
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Tabla 24. Fracciones resultantes de la CC del extracto soluble en metanol del alga K.
alvarezii.

Fraccion Eluatos Masa (mg)
EM, 1-2 33,72
EM, 3 16,53
EM; 4 41,32
EM4 5-7 88,19
EM; 8 27,83
EMg 9 35,42
EM; 10 19,37
EM; 11-12 69,15
EMy 13-15 143,74
EMiy 16-17 112,35
EM, 18 42,37
EM, 19-21 213,95
EMi3 22 20,95
EM 4 23 10,86
EM;;s 24-30 322,15
EMis 31-34 265,33
EM; 35-37 372,18
EM s 38 172,84
EM 39-42 548,27

Posteriormente, se decidié analizar ambas fracciones (EM3;y EM5), por medio de
RMN 'H y RMN "C. El espectro de RMN-'H de EM; (Figura 53) del extracto
metanolico, mostrd la presencia a campo alto de un triplete con un desplazamiento
quimico de oy 0,89 ppm, correspondiente a protones metilo (-CHj3) terminal. A campo
mas alto, especificamente a un desplazamiento quimico de oy 1,32 ppm, se evidencio la
presencia de un multiplete, asignados a sefiales correspondientes a protones metilénicos
(-CH,). Mientras que a los oy 1,88 y 2,65 ppm, se logro observar en la ampliacién del
espectro de RMN 'H de la region a campo alto, la presencia de dos singletes bien
definidos, posiblemente correspondientes a grupos metilos unidos a un carbono
cuaternario (olefinico), por lo cual se observan dos singuletes muy cercanos. En el rango
oy 3,06-3,54 ppm, aparecié un multiplete asignado a grupos metilénicos unidos a atomos
de oxigeno (grupos metoxi) y a campo bajo una sefial presente como singulete a oy 8,54

ppm, asignable a protones aromaticos (Ar-H) con el mismo ambiente quimico. Tomando
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en cuenta los desplazamientos quimicos observados en el espectro se puede establecer la
existencia en EM3 de una mezcla de compuestos aroOmaticos con grupos metoxi y
sustituyentes alquilicos, a pesar de que la CCF mostr6 un solo compuesto, se tratd de 2 o

mas, con estructuras similares, toda vez que mostraron el mismo Ry .

Solventa Jny 1,88

V0D 8 3.54-3,06

\‘ B 2.65

- | )
f
Ar-H '
G, 8,54 _
J 1 5,‘ 0.89

| R | GRS /1\ BT B e

4 T L] L] 4 3 1 1 0 ppm

Figura 53. Espectro de RMN-'H de la fraccién EMs.

La fraccion EM7, analizada a través de resonancia magnética de proton (RMN-
'H), del extracto metandlico (Figura 54), mostrd la presencia a campo alto de un triplete
con un desplazamiento quimico de dy 0,89 ppm, correspondiente a un (-CHj3) terminal,
unido a un metileno (H;7) que integra para tres hidrégenos. A campo menos alto,
apareci6 un multiplete (Hs), asignado a protones de metilenos mas desapantallados con
un desplazamiento de 6y 1,59 ppm. Ademas, en la misma zona alifatica, se evidencio a
on 1,23-1,31 ppm, un multiplete (Ho-H,) bastante intenso; en el mismo rango de estos

metilenos, se considera que se encuentra superpuesta la sefial del Hj,, que sale a 1,29
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ppm, debido a que se encuentra menos apantallado por la cercania al oxigeno (Figura

55). En la Tabla 25, se encuentran todos los desplazamientos quimicos tabulados.

Tabla 25. Desplazamientos quimicos (y) de la subfraccion EM; y sus respectivas
sefales.

Pozicion bultiphicidad oy (ppm) Aszignacion
Hiz Tnplete (t) 0.86 CH:

Hy- Hy Multiplete (m) 1.23 -CH,-CH;-CH;-
H: Multiplete (m) 1,39 -CH;-CH7-COQ-
H- Toplete (t) 233 -CH>-COO-

- T

T T T T T T T T T
3 7 6 E 4 3 2 1 0 ppm

Figura 54. Espectro de RMN-'H de la fraccién EM5.

El espectro de RMN- "°C (Figura 56) de este compuesto, evidencié sefales
indicativas de un C;s. Entre todas las sefiales observadas, se puede resaltar la
correspondiente a oc 179,20 ppm, la cual se encuentra a campo bajo, debido al
desapantallamiento del atomo de carbono, ya que se encuentra unido a un atomo de
oxigeno de un grupo carboxilico; ademas, a campo alto en la zona alifatica, se encuentra

una sefial a dc 40,19 ppm, propia de un dtomo de carbono enlazado a un carbono
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oxigenado. A un desplazamiento quimico entre d¢ 28,81 - 29,95 ppm, aparecen varias
sefiales correspondientes a carbonos metilénicos y a d¢ 14,13 ppm, estd presente un
carbono metilico (CH3-R) (Figura 57). Mediante el experimento DEPT- 135° (Figura
58), se pudieron establecer los diferentes tipos de carbonos presentes en la estructura,
resultando la existencia de un carbono metilico (C;s) y un atomo de carbono cuaternario

correspondiente al del grupo carboxilo (C;).

-CH,-
oy 1,23-1,31
(m) -CH;
CH,-CO,R oy 0,86
oy 2,33
(t) CH,-CH,-CO,R

oy 1,59

24 23 22 211 20 19 18 1.7 16 15 14 15 12 11 10 09 08 ppm

Figura 55. Espectro de RMN-'H de la fraccién EM5, ampliado en la zona a campo alto.

Segiin el analisis combinado de los espectros RMN-"H, RMN-"*C y DEPT 135°,
concretamente, debido a los desplazamientos quimicos y las multiplicidades en el caso
de RMN 'H, se pudo determinar que el compuesto que conforma la fraccion EMj5, es el
acido octadecanoico (ver Figura 59), el cual ya fue identificado por CG-EM en la

fraccion D, perteneciente al extracto soluble en cloroformo, junto con otros metabolitos;
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sin embargo, se logro aislar en el extracto metanolico y caracterizar estructuralmente.

Este hecho evidencia nuevamente la abundancia de los acidos grasos en las algas rojas.

Solvente
CDCl,
Oc 77,22
Ci
S¢ 179,20
| ol l
- 1 - 1 - 1 - 1 - 1 -~ 1 "~ 1 — 1 "~ 71T
180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm
Figura 56. Espectro de RMN-"*C de la fraccion EMj.
C;-Cu
5c 29,95-28,81
Cy Cis Cys Cis
S¢c 33,94 8¢c= 24,69
CS 8c=22,70 S¢ 14,13
s ° }& Cis
c, (O 8- 31.93 529590
8¢ 36,27
54019 | J, P \‘W‘
T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T
40 35 30 25 20 15 ppm

Figura 57. Espectro de RMN-"C de la fraccion EM5 ampliado a campo alto.
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CH, CH;

CH,

rrrrrTyprTrT T T T T T T T T T T HELN DL TR I AL L D DL
80 75 70 63 60 S5 50 45 40 35 30 25 20 15ppm

Figura 58. Espectro DEPT- 135° de la fraccion EM5.

Figura 59. Estructura del compuesto (4cido octadecanoico) de la fraccion EM5.
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CONCLUSIONES

Todos los extractos ensayados del alga K. alvarezii, evidenciaron la presencia de
esteroles insaturados, mientras que EEP y EM dieron positiva la prueba para alcaloides,
EC y EAE mostraron la posible presencia de triterpenos pentaciclicos.

El EEP y EM mostraron una letalidad muy significativa contra L. vannamei; sin
embargo, EAE present6 el menor CLs, en el bioensayo de A. salina, considerandose asi
el extracto mas letal.

K. alvarezii, perteneciente a la familia Solieraceae mostr6 un efecto antimitotico
durante el desarrollo embrionario del erizo de mar E. lucunter.

El extracto soluble en acetato de etilo, se particioné cromatograficamente
obteniéndose la fraccion A, en la que se identificaron mediante CG-EM, el dibutil
ftalato, acido 2-fenilacético, 1-(1-propoxietoxi)propano, el 2,6-di-ter-butilciclohexa-2,5-
dieno-1,4-diona, la 6,10,14-trimetil-2-pentadecanona, acido hexadecanoico y el
compuesto esteroidal colestano.

De acuerdo a los analisis de RMN en una y dos dimensiones, la fraccion EM7, se
corresponde con el 4cido octadecanoico.

Mediante los analisis de RMN se pudo identificar al compuesto 1-fenilbutan-1-ol
de la fraccion G, la cual presentd una concentracion letal media significativa, frente
Artemia salina de 173, 43 pg/mL a 48h.

La subfraccion C,3, correspondiente al extracto soluble en cloroformo de K.
Alvarezii, evidencio la presencia del 5,6,7,7a-tetrahidro-2(4H)-benzofuranona y el
estigmasterol.

El andlisis combinado de los espectros de RMN del compuesto FH4 y los datos
teoricos obtenidos del programa RMN Predictor, confirm¢é la estructura probable del
éster alifatico (nonanoato de hexilo).

Los distintos metabolitos identificados posiblemente sean los responsables de la
bioactividad in vitro observada, en los diferentes organismos ensayados.

Todos los componentes quimicos identificados en los extractos del alga,
constituyen el primer reporte de los mismos para K. alvarezii, tanto en Venezuela como

en otras latitudes.
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APENDICE A
Resultados del ensayo de bioactividad toxica frente al crustaceo artemia salina de las

fracciones obtenidas del extracto soluble en éter de petroleo.

Tabla Al. Actividad biotoxica de algunas fracciones del extracto soluble en éter de
petréleo de K. alvarezii contra Artemia salina.

Crusticeo  Extracto CLso(pg-ml™) Intervalo9(;ﬁ/conﬁanza
24 horas 48 horas °
X 872,23 637,24 100-1000
EP; 945,47 886,20 100-1000
% ; Y 930,84 784,62 100-1000
fz EPg 915,97 816,30 100-1000
? EPg 955,72 858,20 100-1000
< Z 874,52 753,63 100-1000

Tabla A2. Actividad biotoxica de algunas fracciones del extracto soluble en cloroformo
de K. alvarezii contra Artemia salina.

Crusticeo  Extracto CLso(pg ml™) Intervaloggﬁ/conﬁanza

“ 24 horas 48horas °
D 2491 4,38 1-100

/ E 827,92 754,30 100-1000

F 910,64 840,37 100-1000

G 559,48 173,43 10-1000

H 423,82 261,70 100-1000

< I 862,87 764,59 100-1000

J 681,29 316,23 100-1000
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APENDICE B
Espectro de RMN bidimensionales y su correlacion entre los nicleos 'H y °C de la

subfraccion FHa.
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Figura B1. Espectro COSY 'H-'H de la subfracciéon Hy, ampliada en la regién de las
senales.
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HMQC
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Interacciones:

I: C]() — H]()
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Figura B3. Espectro HMQC de la subfraccion Hy ampliada en la region de las sefiales

a campo alto.

Interacciones:

I. C,— H, V:C4-Csy Cy1-Ci3 — Hs-H7 y Hio-His
II: C;;, — Hy VI. C¢-C12 — Hs-Hg y Hio-His

II: C; — H;

IV: Cs-C14 —»Hg-Hg y H;1-Hi4
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HMBC
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Figura B4. Espectro HMBC de la subfraccion Hs ampliada en la region de las sefiales

a campo alto.

Interacciones:
I. C; —H, III: C4-Cs y C,-Ci4 —Hs-H/ y Hio-His
HZC13-C6 —> H]], H3 IV: C7,C13 —> H9-H15
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