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RESUMEN

Se evalud la actividad antibacteriana, antifingica, fototoxica, toxica frente a
Artemia sp., citotoxica frente a lineas celulares de cancer de colon humano (HT-29), de
adenocarcinoma mamario (SK Br-3) y la linea celular de rifidbn de mono MA-104. Se
realizo el analisis quimico de los extractos metandlico-acuosos (EM) y las fracciones en
acetato de etilo (FAE) de las esponjas marinas Aplysina fistularis, A. lacunosa, Ircinia
strobilina, Cliona varians, Halichondria melanadocia y el extracto etanolico-acuoso
(EE) de Cinachyrella kuekenthali. El estudio quimico determind la presencia de
saponinas, esteroles, triterpenos y alcaloides. La mayoria de las esponjas fueron activas
frente a Acinetobacter calcoaceticus, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus aureus.
Enterobacter cloacae, Yersinia enterocolitica, Acinetobacter calcoaceticus,
Micrococcus luteus y Escherichia coli. Se observo efecto fototoxico en I. strobilina y
efecto antifingico de A. fistularis y H. melanadocia sobre Candida albicans y A.
lacunosa e |. strobilina sobre Penicillum crustosum y Mucor sp. EI EE de C.
kuekenthali fue el méas activo frente a Artemia sp. (CLsg 46,99 ug/ml. I. strobilina fue
activa sobre HT-29 y Sk Br-3 con una CLsy de 35,56 pg/ml y 41,67 pg/ml,
respectivamente. Se aislé la mezcla de cinachyramidas, constituidas por un residuo acil
de un &cido graso C-10, -13, -15 o -18 y otro polipropilamina de hasta 12 unidades de
repeticion de propilamina metilada o no, se encontr6 que los iones seudomoleculares
pueden estar mono hasta tetraprotonados y a mayor carga idnica mayor es la intensidad
de pico que redunda en estabilidad de la especie i6nica. Se aisl6 una sustancia
parcialmente pura de 1. strobilina, la RMN sugieren un &cido tetronico
furanosesterterpeno. Se cuantifico el efecto antibacterial de la mezcla de
cinachyramidas con CLsp de 2,58; 5,91; 16,40 y 56,40 pg/ml contra las especies
bacterianas B. subtilis, M. luteus, E. faecalis y E. coli respectivamente. Por microscopia
electronica de barrido se observaron cambios morfolégicos en B. subtilis y E. coli,
inducidos por la mezcla de cinachyramidas aisladas de C. kuekenthali. Las esponjas
estudiadas son una fuente promisoria de compuestos que pueden ser utilizados con fines

medicinales.
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INTRODUCCION

El campo de los productos naturales marinos surgié en el decenio de 1950,
principalmente a través de la labor pionera de EE.UU. Los primeros descubrimientos
fueron rapidamente reconocidos como significativos, lo que provocd comentarios y
novedosas investigaciones en laboratorios de todo el mundo. La primera generacion de
investigaciones sobre este tema se centraron en el aislamiento y la elucidacion
estructural de nuevos compuestos marinos de macro-organismos. Actualmente, hay mas
de 17.000 sustancias bioactivas conocidas, que incluyen tanto macro como
microorganismos. La investigacion sobre productos naturales marinos se fue
desarrollando y evolucionado hasta convertirse en un grupo multidisciplinario que
involucra el esfuerzo y la colaboracién de cientificos de amplia trayectoria en las areas
de farmacologia, ecologia quimica, biosintesis, biologia molecular, metabolomica,
genética, biologia quimica y la quimica genomica (Cragg, 2008).

La formacion de metabolitos primarios y secundarios, ocurre a través de
reacciones enzimaticas. En tal sentido, el analisis secuencial pretende establecer los
pasos individuales de una secuencia biogenética, es decir, se basa en la aparicion de
productos interrelacionados a diferentes etapas de la vida del organismo productor:
microorganismos, vegetales y animales superiores. A pesar de esto, hay ciertos factores
que considerar como: a) un mismo precursor puede metabolizarse de varias maneras
simultaneas, b) el crecimiento répido que implica diferencias en los sistemas
enzimaticos puede hacer perder la pista de alguno de los metabolitos intermediarios, c)
la diversificacién de los tejidos en los organismos superiores origina sistemas
enzimaticos diversos que operan simultdneamente, d) el uso de microorganismos y
cultivo de tejidos disminuye la diversidad de enzimas y e) un compuesto puede, al
menos quimicamente, tener varios origenes y es necesario establecer cual es el

precursor efectivo (Marcano & Hasegawa, 2002).

El océano, llamado “madre del origen de la vida”, es también fuente de
productos naturales con estructuras Unicas, en donde los organismos marinos las

biosintetizan y acumulan. La mayoria de estos compuestos muestran actividad



farmacoldgica por lo que son aprovechados para la invencion y el descubrimiento de
compuestos bioactivos, sobre todo para las enfermedades mortales como el céancer,
sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA), artritis, entre otras (Faulkner, 2000;
Newman et al., 2000; Blunt, 2009). Otros compuestos se han desarrollado como
analgésicos, antiinflamatorios, antibacterianos, antifungicos, antivirales,
anticoagulantes, hasta su utilizacion como pinturas que eviten el establecimiento de
organismos marinos sobre estructuras sumergidas (Pifieiro, 2000). Este tipo de drogas se
encuentran de forma abundante y principalmente en los microorganismos, algas e
invertebrados, mientras que son escasas en los vertebrados (Aneiros & Garateix, 2004;
Kumar & Zi-rong, 2004), quizas debido a que la defensa mecanica contra depredadores
0 competidores es mas comun en vertebrados en relacion a la defensa quimica de los

invertebrados dada su naturaleza sésil.

La composicion quimica de los metabolitos secundarios marinos es similar a la
de las plantas y animales terrestres; sin embargo, esta significativamente modificada en
virtud de la composicion de los elementos disponibles en el mar. EI medio marino
siendo rico en haluros, (Cl- 535,9 mM/I; Br- 813,5x10° mM/I; 105 3,9x10° mMm/),
permite la incorporacion de bromuro, cloruro y/o yoduro en los organismos marinos, y
en este mismo orden de preferencia, dentro de estructuras organicas covalentes.
Ademas, estos elementos no son solamente incorporados en diversos tipos de
estructuras, sino que ellos parecen jugar un papel esencial en la biosintesis de terpenos
(Fenical, 1982). Por otra parte, la incorporacion de halégenos en metabolitos
secundarios terrestres es, por comparacion, un proceso raro y ha sido observado

solamente en unos pocos microorganismos (Fenical, 1982).

En este orden de ideas, la tecnologia moderna ha abierto areas extensas de
investigacion para la extraccion de compuestos biomédicos de los organismos marinos.
El mar tiene un cUmulo de metabolitos secundarios interesantes, tales como
depsipéptidos, sesquiterpenos, ergosteroles, alcaloides, compuestos halogenados, entre
otros, aislados de esponjas (37%), celenterados (21%), microorganismos (18%), algas
(9%), equinodermos (6%), tunicados (6%), moluscos (2%), briozoarios (1%), entre
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otros (Hatakeyama et al., 1999; Clark, 2000; ElI-Gamal et al., 2004, Kumar & Zi-rong,
2004; Wang et al., 2004), cuyo interés de investigacion se sustenta en la capacidad de
estos organismos de biosintetizar sustancias muy diferentes a las producidas por los
organismos terrestres. La especificidad de los productos naturales marinos en
comparacion con organismos terrestres, probablemente se deba a formas de
alimentacion y a los ambientes bajo los cuales se desarrollan, que van desde condiciones
climaticas dificiles hasta la presion de supervivencia en un habitat muy competitivo
(Garcia et al., 1994).

Los productos naturales han sido inapreciables como herramienta para descifrar
la 16gica de biosintesis y como plataforma para desarrollar drogas. Por ejemplo, entre
1981 y 2002, 5% de los 1.031 nuevos entes quimicos aprobados como drogas por la US
Food and Drug Administration (FDA) fueron productos naturales y otro 23% fueron
moléculas derivadas de dichos productos. Las actuales drogas antivirales constan de
aproximadamente 40 compuestos oficialmente aprobados para su uso clinico, pero la
mayoria de estas drogas fueron descubiertas en los ultimos 5 afios y menos de la mitad
han sido usadas para el tratamiento de infeccion por el virus de inmunodeficiencia
humana, HIV (Clardy & Wals, 2004).

Cuando un producto natural es aprobado en fase de desarrollo clinico, es preciso
aplicar las técnicas necesarias para ser empleadas inmediatamente con el fin de obtener
la patente o licencia de investigacién para el suministro comercial a gran escala.
Realmente, la capacidad de suministro de compuestos bioactivos puede sélo ser lograda
por cosechas de origen natural, como por ejemplo: acuicultura/fermentacién o por
sintesis. Ningun cultivo de tejido ni transferencia de genoma de los organismos
producidos para un vector apropiado puede ser considerado como opciones de

suministro viable en al menos para el futuro préximo (Munro et al., 1999).

Los compuestos anticancerigenos marinos deben ser probados en diferentes
modelos de cancer animal previa-iniciacion contra varios “sitios blanco” para garantizar
la eficacia Optima previa a los ensayos clinicos humanos. La mayoria de las

investigaciones hasta ahora han considerado los ensayos de citotoxicidad, apoptosis y/o
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proliferacion celular como punto de referencia y herramientas para examinar
biomarcadores y garantizar el potencial anticancerigeno de un compuesto. Hasta el
momento, no hay un biomarcador universal para enfermedades neoplasicas malignas,
siendo posible que exista mas de un biomarcador, por ejemplo, los aductos de ADN, la
expresion de genes y actividad de reparacion de ADN pueden ser considerados para
asegurar la potencialidad anticancerigena de un compuesto (Arif et al., 2004).

La quimioterapia en el cancer aprovecha las diferencias existentes entre células
normales y malignas, en tanto que, la selectividad total entre los tipos de células es
requerida, pero no ha sido lograda. La alta velocidad de proliferacion de células
cancerigenas es un area que es “blanco” cuando se tienen los agentes citotoxicos,
compuestos que bloquean la mitosis (agentes antimitoticos), lo cual ocurre durante la
proliferacion celular con alguno de los agentes anticancerigenos (Munro et al., 1999).

Tradicionalmente, el proceso de fraccionamiento previo puede producir
compuestos que pueden ir desde fracciones relativamente crudas a las mezclas de sélo
unos pocos compuestos. Los métodos utilizados para generar resultados 6ptimos son:
cromatografia en columna/cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) y métodos
liquido-liquido, cromatografia contracorriente (CCC) y cromatografia de particion
centrifuga (CPC), entre otras. La seleccion de extractos prefraccionados guiados por
bioensayos permitird una identificacion més rapida de los compuestos, mientras que la
dereplicacion de extractos, permitira establecer perfiles de patrones entre los extractos
examinados, obtener compuestos cuya actividad se enmascare en un extracto crudo para
ser detectado, y lo méas importante, identificar componentes activos presentes en
cantidades demasiado pequefias para ser detectadas mediante la investigacion del
extracto (Butler, 2004).

Considerando que el término "dereplicacion™ se refiere al proceso de
identificacion de compuestos conocidos que son responsables de la actividad de un
extracto antes de practicar un bioensayo guiado por el aislamiento que ha iniciado. El
proceso de dereplicacion, ha sido una preocupacion constante en la quimica de
productos naturales desde el principio de investigacion de los antibioticos, se utiliza
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para eliminar grupos y/o priorizar los extractos para su estudio y puede ahorrar un
considerable tiempo de investigacion. El procedimiento para la dereplicacion también se
puede extender a grupos como los extractos que contienen los compuestos identificados
como iguales o similares y que son responsables de la actividad biologica. Esta
agrupacion de extractos con perfiles de dereplicacion reduce de forma significativa la
posibilidad de obtener diferentes compuestos quimicos de forma independiente, asi
como el aislamiento e identificacion del mismo componente activo (Cordell & Shin,
1999).

El procedimiento mas genérico que se utiliza hoy en dia implica la separacién de
un extracto a través de HPLC de fase inversa y la division del eluyente postcolumna en
un espectrometro de masa (por lo general EM /EM) y un colector de fracciones
utilizando placas de microtitulacion para tubos de ensayo en funcién de la escala de la
investigacion. Las fracciones son examinadas a través del tiempo de retencion, los
espectros UV, los datos de espectrometria de masas, mientras que la actividad de las
fracciones se analizan en comun y se comparan con los inhibidores comerciales
conocidos y las bases de datos. Este método ha tenido tanto éxito que se ha utilizado
también en combinacién quimica para analizar la reaccion de mezclas. Otros métodos
para dereplicacion que se han utilizado incluye la separacion por cartuchos de
extraccion en fase sélida CCC (Alvi et al., 1995) y métodos alternativos para el analisis
como la electroforesis por afinidad capilar, LC-RMN y ensayos bioquimicos on line
(Corcoran & Spraul, 2003).

El bioensayo dirigido por procesos de fraccionamiento, utilizado para identificar
productos naturales bioactivos a menudo se percibe como una limitacion de velocidad y
uso intensivo de recursos; sin embargo, la rapida mejora de la instrumentacion y la
robotica empleada para revolucionar otros aspectos del descubrimiento de farmacos
también se pueden utilizar para mejorar la velocidad del aislamiento y la elucidacién de
la estructura de los productos naturales. Después de la dereplicacion, se someten los
extractos a un bioensayo guiado por fraccionamiento para proporcionar en ultima

instancia, el o los principio(s) activo(s). Un aumento en la velocidad de bioensayo
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guiado por fraccionamiento ha facilitado un marcado avance en la automatizacion por
HPLC, espectrometria de masas (EM) y la tecnologia de columna, asi como una rapida
exploracién de los resultados por HTS. El advenimiento de las nuevas pruebas
tecnoldgicas y campos magnéticos superiores ha llevado a una reduccion significativa
en el tiempo de adquisicion de datos por RMN, y la elucidacion de la estructura de
productos naturales se puede lograr habitualmente en cantidades inferiores a 1 mg
(Reynolds & Enriquez, 2002).

Quizas el mayor obstadculo de la quimica de productos naturales es el
reabastecimiento continuo de las grandes cantidades de productos naturales requerida
para la evaluacion bioldgica. La identificacion de una fuente sostenible de productos
naturales debe abordarse si la semisintesis o sintesis total no esta disponible. Esto no es
tanto problema si hay una fuente microbiana del compuesto, lo que explica por qué la
mayoria de las empresas prefieren la exploracion con extractos de microorganismos. En
el enfoque sistematico llamado OSMAC (una cepa-muchos compuestos) para aumentar
el rendimiento y la diversidad de compuestos producidos por microorganismos, descrito
por Bode et al. (2002), los avances se hacen realidad a corto plazo en el area de

biosintesis microbiana combinatoria.

También, han habido avances con los organismos generalmente considerados
como problematicos. Por ejemplo, el reabastecimiento de los compuestos de las plantas
puede ser mejorado para un minimo dafio ambiental por el cultivo de tejidos
(Kirakosyan et al., 2004) y métodos genomicos (Verpoorte & Memelink, 2002),
mientras que los estudios, han continuado en la acuicultura de invertebrados marinos, la
identificacion, la clonacion y expresion genética de los microorganismos simbioticos
(Hildebrand et al., 2004).

A menudo, existe la preocupacion de la naturaleza compleja de algunas
estructuras quimicas de productos naturales, que son fundamentales para la actividad
biolégica de los compuestos y pueden impedir la optimizacién de los procesos; sin
embargo, durante los dltimos afios ha habido un esfuerzo significativo dedicado a la

semisintesis y la sintesis de los productos naturales complejos. El éxito de esta
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estrategia es evidente por el hecho de que 14 de los 15 derivados de productos naturales
concebidos como medicamentos desde 2000 a 2003 son fabricados por semisintesis o
sintesis. De estos medicamentos admitidos, la vinblastina, la vancomicina y
equinocandinas (pneumocandin B y FR901379) serian extremadamente dificiles de
sintetizar de manera econdmica. Similarmente, de los 15 compuestos derivados de
productos naturales como candidatos clinicos a finales de 2003, 10 son producidas por
semisintesis y 4 por sintesis total. Este esfuerzo de sintesis ha sido particularmente
evidente para productos naturales-derivados como medicamentos contra el cancer, en
cuya sintesis total ha sido fundamental la conduccion de la optimizacion y de la
obtencion de suficiente material para los ensayos clinicos (Butler, 2004).

La evolucion de la diversidad genética ha codificado pequefias moléculas con
una variedad de funciones ecoldgicas y metabolicas, muchas de estas moléculas son
biolégicamente activas con utilidad potencial en la medicina moderna y en la
investigacion biomédica (Thakur & Muller, 2004; Simmons et al., 2007). En tal sentido,
los organismos bénticos han desarrollado una gran variedad de defensas potenciales
contra organismos incrustantes, incluyendo la presencia de espinas, produccion de
mucus (Dyrinda, 1986; Davis et al., 1989), baja energia superficial (Targett, 1988;
Davis et al., 1989; Wahl, 1989) y la produccion de metabolitos secundarios (Pawlik et
al., 1995), los cuales han sido aislados de diversos organismos marinos incluyendo:
bacterias, algas marinas, pastos marinos, esponjas, ascidias, briozoos y gorgénidos
(Davis et al., 1989; Clare, 1996; Mayer & Lehmann, 2000; Blunt et al., 2006).

El medio marino posee una importante biodiversidad representada por 34 de los
36 filos de todo el mundo, 300.000 especies conocidas de plantas y animales, como por
ejemplo: esponjas, tunicados, briozoos, crustaceos, bacterias, peces, algas, sélo por
nombrar unos pocos. Presiones ecoldgicas, tales como la competencia por el espacio, la
depredacion, la simbiosis y las variaciones de marea, a lo largo de miles de afios, han
originado la biosintesis de metabolitos secundarios complejos y diferentes por estos
organismos, que a su vez permiten su adaptacion a un medio ambiente competitivo y
hostil (Blunt et al., 2006).



La exploracion del medio marino representa una estrategia prometedora en la
basqueda de compuestos activos, mientras que hay una necesidad de nuevos
medicamentos, debido a la aparicion de resistencia a la disposicion de tratamientos en
muchos microorganismos, en concreto en la actividad antifingica, antiprotozoaria,
antibacteriana y antiviral (Blunt et al., 2006). Puesto que los invertebrados marinos no
producen anticuerpos, sus mecanismos de defensa estan basados principalmente en la
fagocitosis y la exudacién de sustancias bioactivas, irritantes o de mal sabor, no

proteicas de baja masa molecular y/o tdxicas (Harshbarger & Dawe, 1973).

Las esponjas (Phyllum Porifera) son animales simples que se caracterizan por su
naturaleza sésil en cuyo tejido no se distinguen 6rganos. Se alimentan por filtracion de
particulas suspendidas en el agua, usando células flageladas y coanocitos, lo cual
constituye el sistema de bombeo y filtraciobn de elementos nutritivos (Larsen &
Riisgard, 1994; Cifuentes et al., 1995). Las células de las esponjas muestran un alto
grado de independencia al punto de parecerse a colonias de protozoarios en algunos
aspectos; no obstante, el modo de reproduccién sexual y embriogénesis, la produccién
de una matriz extracelular con fibras de colageno, la presencia de moléculas de adhesion
y receptores para el contacto célula-célula, los procesos simples de sefiales en la
transduccion y el sistema inmune las caracteriza como verdaderos metazoos (Reitner &
Larsen, 2003).

Muchas esponjas proveen compuestos de interés para el desarrollo de drogas
(Kobayashi, 2000), pero es frecuente observar que no se haga uso de los mismos dadas
las limitaciones que suelen existir para su obtencion (Mohamed et al., 2008). A pesar de
gue en su mayoria son compuestos promisorios con estructuras complejas, existen
limitaciones debido a la poca disponibilidad para la sintesis quimica. Mas aun, la
produccion que suele observarse a partir de los respectivos organismos son
generalmente minimas. Aunque este problema frecuentemente es ignorado por el
investigador de productos naturales marinos, se suele hacer énfasis en la tendencia hacia
el descubrimiento de nuevos productos naturales marinos (Faulkner, 2000; Bhakuni &
Rawat, 2005).



Las esponjas del género Trachycladus no ocupan un lugar destacado en la
literatura de productos naturales, estos incluyen las investigaciones de Searle &
Molinski (1995). En lastrachycladinas, nucleosidos citotoxico obtenido a partir de una
muestra de T. laevispirulifer recolectados por SCUBA (-10 m) en el oeste del golfo de
Australia; del mismo modo, Vuong et al. (2001), describieron la onnamida F, un
policétidonematicida y antifungico obtenido a partir de T. laevispirulifer recolectados
por SCUBA (-15 m) en la bahia de Port Phillip, Victoria.

Los compuestos derivados de esponjas se han agrupado en tres categorias: 1)
productos obtenidos directamente de genes y proteinas, los cuales son usualmente
producidos por expresion recombinante de microorganismos; 2) metabolitos
secundarios de microorganismos asociados a esponjas los cuales pueden ser obtenidos
del cultivo puro de dichos microorganismos aislados a partir de la esponjas y 3)
metabolitos secundarios especificos de esponjas, los cuales son solamente obtenidos
directamente a partir de la biomasa de las esponjas, pudiéndose demostrar que las
células aisladas de esponjas también producen los compuestos como la esponja
funcional (Hausmann et al., 2006).

Datos generados por el Instituto Nacional de Cancer a través del Programa de
Evaluacion de Drogas, indican que se ha evaluado la inhibicion de crecimiento celular
en 60 lineas de células tumorales humanas, las cuales se han usado para comparar
nuevos compuestos y agentes con mecanismos de accidén conocidos en términos de su
citotoxicidad diferencial (Bai et al., 1991). Tal es el caso de dos productos naturales
marinos: halichondrin B y homohalichondrin B, los cuales han aparecido repetidas
veces en su base de datos y se conocen como agentes antimitéticos. Ademas, se ha
confirmado que ambos son altamente citotoxicos frente a células de leucemia murina
(ICso de 0,3 y 1 nM, respectivamente), pues ambos inhiben la asociacion de

microtubulos dependientes de proteinas (Bai et al., 1991).

Una diferencia fundamental entre la conducta de las células normales y las
celulas tumorales, visualizada en cultivos celulares (Shay et al., 1991; Vogelstein &
Kinzler, 1993; Hahn et al., 1999, Hanahan & Weinberg, 2000; Wright & Shay, 2000),
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es que las células normales se dividen con un ndmero limitado de ciclos de replicacion
(40 a 60 ciclos) (Wright & Shay, 2000) hasta la senescencia celular. En cambio las
células tumorales tienen la habilidad de proliferar indefinidamente; la senescencia
celular sirve como un mecanismo para limitarla progresion del céncer. Mdltiples
mutaciones son necesarias para la formacion de un tumor invasivo maligno. Para cada
mutaciones es probable que se requiera un minimo de 20-30 divisiones celulares y
muchos mas, si la apoptosis contribuye a la disminucion en el nimero de células
(Wright & Shay, 2001).

Hay observaciones experimentales que indican que el envejecimiento celular es
dependiente de la division celular y que la expectativa de vida celular total es moderada
por el nimero de generaciones celulares, mas no por el tiempo cronolégico (Shay &
Wright, 2000). Esto significa que hay un proceso molecular que ocurre durante el
crecimiento celular que culmina con el cese de la division celular. Un mecanismo que
lleva a la muerte de una célula normal es el deterioro en cada division celular de la
estructura en los extremos de los brazos del cromosoma, llamada telémero. Antes de
que cualquier célula pueda dividirse debe reproducir la doble cadena de ADN en sus
cromosomas, pero tiene problemas al reproducir el ADN en los telémeros, donde hay
mas de 1000 secuencias cortas de bases TTAGGG repetidas una y otra vez junto a una
variedad de proteinas que ligan ADN (Shay & Wright, 2000).

Con cada division celular los telémeros se acortan en 50-200 pares de bases
(Blackburn, 2000), principalmente porque en la sintesis de ADN la replicacion de la
cadena 5°-3"se realiza sin problemas, sin embargo en la direccion 3°-5 es incapaz de
reproducir el extremo. Este fendmeno es conocido como el “Problema de Repeticion de
Extremo” (Huffman et al., 2000).

Aspectos generales de las esponjas

Las esponjas (Phylum Porifera) se encuentran entre los organismos mas antiguos
de los animales metazoos, con un registro fosil que se remonta a mas de 580 millones de
afios, en el Precambrico (Hentschel et al., 2006). Las esponjas contribuyen de manera

significativa, y a veces incluso dominan la fauna en arrecifes tropicales en términos de
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biomasa, pero también se encuentran en las regiones polares, océanos profundos y en
lagos de agua dulce y rios. Algunas especies crecen sobre sustrato blando pero la gran
mayoria los hacen como fauna incrustante sobre sustratos duros (Kozloff, 1990). El
85% de las 6000 especies vivientes descritas formalmente pertenecen a la clase
Demospongiae, otras especies estan representadas por las clases Hexactinellida
(esponjas de vidrio) y Calcarea (esponjas calcareas) (Hooper & van Soest, 2002).

Los héabitos de crecimiento de las esponjas abarcan varias formas (tubos,
incrustaciones, cuerdas, pelotas, barriles, de vaso, entre otras), colores (blanco, amarillo,
verde, azul, violeta, marron, negro, entre otros) y tamafios (unos pocos milimetros hasta
casi dos metros), y puede ser muy variables en respuesta a las condiciones del medio
ambiente (Brusca & Brusca, 1990). Debido a la constante escasez de parametros
morfolégicos, una clasificacion taxonémica de las esponjas ha sido dificil. Por otra
parte, los marcadores moleculares son frecuentemente limitados en resolucion y los

datos no siempre estan de acuerdo con la clasica taxonomia (Borchiellini et al., 2004).

Las esponjas son capaces de filtrar muchos miles de litros de agua por dia, es por
ello que los microorganismos procariotas, asi como los nano y picoeucariotes, son los
componentes mas importantes de la dieta de las esponjas (Pile, 1997; Ribes et al.,
1999). La captura de particulas de alimento que se mueven en el interior del mesohilo
son fagocitados por las células ameboides, Ilamada arqueocitos, mientras que el
alimento contenido en el agua que circula por los canales dentro de la esponja es
capturado por los coanocitos. La absorcion de particulas por las esponjas parece ser muy
eficiente, pero probablemente en gran parte no es selectivo para una particula
considerando el intervalo de tamafio de las mismas (Pile, 1997; Ribes et al., 1999).

A pesar de que las esponjas se alimentan de microorganismos, gran nimero de
bacterias extracelulares pueden encontrarse en muchas matrices de mesohilo de las
demospongias. Este tipo de esponjas se han denominado 'bacterioesponjas” por la alta
abundancia de microbios en ellas (Vacelet & Donadey, 1977; Hentschel et al., 2006);
sin embargo, en el mesohilo de otras esponjas que conviven en el mismo héabitat estan

esencialmente desprovistas de microorganismos. En las bacterioesponjas, la densidad
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poblacional de bacterias puede variar de 10° a 10 bacterias por gramo de masa fresca
de esponja, superando en 2-4 érdenes de magnitud las concentraciones en agua de mar,
mientras que en las esponjas de baja abundancia de microbios, estan dentro del patron
observado en el agua de mar natural (10° a 10° bacterias por gramo de masa fresca de
esponja) (Hentschel et al., 2006).

Debido a que las esponjas con gran abundancia de microbios son normalmente
mas grandes, en contraparte de aquellas con baja abundancia-microbiana cuyo mesohilo
esta esencialmente desprovisto de bacterias. En este aspecto, es tentador especular que
la presencia de microorganismos internos en la biomasa de la esponja contribuye a su
mayor tamafio. La distribucién microbiana en una esponja tipica que reside en la zona
fética sigue un patron general, la capa exterior expuesta a la luz estd poblada por
microorganismos fotosintéticos, mientras que la interna o mesohilo contiene una
compleja mezcla de heterétrofos y autotrofos, probablemente también bacterias
(Hentschel et al., 2006).

La gran mayoria de los microorganismos se encuentran extracelularmente en la
matriz del mesohilo, donde parecen estar homogéneamente mezclados. Desde un punto
de vista nutricional, las esponjas pueden ser nichos adecuados para los microorganismos
en comparacion con el agua de mar pobre en nutrientes, especialmente en las regiones
tropicales. Como el amoniaco es un producto final del metabolismo del hospedero, es
probable que esté disponible como una fuente de nitrogeno, mientras que los
carbohidratos y los aminoacidos deben estar disponibles como resultado de la amplia
fagocitosis del huésped; de hecho, se evidencia que las bacterias dentro del tejido de las
esponjas son metabdlicamente activas, como lo demuestra la hibridacion fluorescente in
situ (FISH), que sirven como indicadores indirectos del contenido celular del ARNr
(Vacelet & Donadey 1977; Wilkinson 1978).

Las esponjas son importantes organismos bentonicos de sustratos duros en las
regiones tropicales (Alcolado, 1990; Alvarez et al., 1990; Diaz et al., 1990; Barnes,
1999), ademas de cumplir diversos roles funcionales en los arrecifes de coral (Wulff,

2001); su variacion en la abundancia puede influir significativamente en otros miembros
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de la comunidad bentonica a través de la superioridad competitiva y dominancia
espacial, que influye en los regimenes de flujo y filtrado de material de la columna de
agua (Reiswig, 1971; Ayling, 1983; Hiscock, 1983; Aerts & van Soest, 1997; Bell &
Barnes, 2003).

Las esponjas presentan una gran variedad de formas y una serie de grandes
grupos morfoldgicos que se han descrito (Boury-Esnault & Rutzler, 1997), muchos de
los cuales se considera que tienen significado adaptativo para regimenes ambientales
especificos (Bell & Barnes 2000a; Bell 2007). En tal sentido, las variaciones en la
morfologia de las esponjas se han reportado como respuesta a diferentes factores
ambientales y biolégicos, incluyendo sedimentacién, velocidad del flujo de agua y
depredacion (Kaandorp, 1999; Hill & Hill, 2002).

También ha sido posible identificar diferencias espaciales y temporales en los
conjuntos de esponjas sobre la base de sus caracteristicas morfol6gicas, y estas
diferencias se correlacionan con las caracteristicas asociadas al reconocimiento de las
especies (Bell & Barnes, 2000a, 2000b; Bell, 2007).

Descripcion bioldgica y productos naturales obtenidos a partir de
esponjas analizadas

Género Aplysina

La esponja Aplysina fistularis (Pallas, 1776), presenta formas tubulares
cilindricas unidas en la base, de aproximadamente 4 a 60 cm de alto por 2 a 4 cm de
ancho. Cada tubo presenta un atrio de 0,5 al cm, es de color amarillo mostaza en vivo y
se oscurece al entrar en contacto con la atmosfera. Su superficie es rugosa y presenta
finas protuberancias. El dsculo ocupa la parte apical de los tubos, siendo la dermis
delgada y muy pigmentada, mientras que el coanosoma estd formado por una
reticulacion de mallas hexagonales a circulares de 200 a 1200 um de abertura de
diametro. Las fibras de espongina son de color ambar y una médula obscura, entre 25 a
120 um de diametro, no presentan espiculas solo fibra de espongina. La especie se
encuentra distribuida entre Florida, México, Bahamas, Curacao, Puerto Rico, Cuba,
Bonaire, Brasil, Bermudas, Jamaica, Trinidad y Tobago, Colombia y Venezuela. En este
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ultimo, se localiza especificamente en la Bahia de Mochima y Ciénaga de Ocumare de
la Costa (Amaro & Lifiero, 2002; Amaro & Lifiero, 2006).

Por otro lado, la especie Aplysina lacunosa (Pallas, 1776), presenta tubos
solitarios o en grupos de hasta 50 cm de altura por 4 a 8 cm de didmetro, es de color
amarillo rojizo en vivo y tiende a oscurecerse cuando es preservada. Su textura es dura,
rugosa y su forma es excavada por depresiones circulares o alargadas. Tiene un
pseudosculo en la parte apical de los tubos, entre 2 a 4 cm de didmetro, el cual muchas
veces presenta una estructura como una membrana que abre y cierra la entrada de agua
a manera de iris. Los dsculos estan ubicados en la cavidad central de los tubos. La
dermis es muy dificil de desprender y tiene una reticulacion de fibras de espongina con
médula granular y una abertura de malla entre 300 y 1600 pum de didmetro. Las fibras de
espongina tienen didmetros entre 20 y 200 um, y carecen de espiculas. Se distribuye
entre Puerto Rico, Cuba, Curacao, Bahamas, Jamaica, Trinidad y Tobago, Colombia y
Venezuela. En este Gltimo se ha localizado especificamente en la Bahia de Mochima,
Archipiélago Los Roques y Ciénaga de Ocumare de la Costa (Amaro, 2003).

En un estudio, a partir de Aplysina sp. (Orden Verongida, Familia Aplysinidae),
se aislo un nuevo derivado dibromotirosina designandole con el nombre Aplyzanzine A
(1). El género Aplysina es bien conocido porque contienen metabolitos del tipo de la

dibromotirosina (Evan et al., 2001).
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Compuestos de bromo biogenéticamente relacionados con la tirosina, son las
clases mas comunes de metabolitos secundarios en las esponjas Verongida. La mayoria

de estos compuestos poseen dos residuos de 2,4-dibromo-1-hidroxi-3-metoxi-8-
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carbamoil spirociclohexadienilisoxazol, que estan conectados a través de dos enlaces de
amida a una cadena central. Las diaminas biogénicas o derivados de grupos tirosina se
incorporan a esta cadena mediante la formacion de amidas o enlaces éter. Por su parte,
Ciminiello et al., (2001) reportaron un nuevo bromo compuesto, el archerine (2), aislado
de la esponja del Caribe Aplysina archeri, recolectada en las islas de San Salvador
(Bahamas). Su estructura tipica, ademéas de la innovadora caracteristica de metabolitos
del tipo bromo de las Verongidas, es tener la cadena central formada por dos residuos 2-
amino-homohistamina conectados a través de un enlace carbono-carbono. Se evaluo la
actividad antihistaminica del archerine, pero se encontré antagonismo producido por
dicho compuesto, siendo éste reversible. Este resultado es particularmente interesante si
se tiene en cuenta que el archerine no parece poseer todas las caracteristicas

estructurales que actualmente son usadas para la sintesis de farmacos antihistaminicos.

" @

Del analisis de la esponja marina Aplysina aerophoba se aislaron varios
metabolitos secundarios bromados incluyendo compuestos de baja masa molecular
como el aeroplysin-1 y una dienona, los cuales previamente fueron catalizados
enzimaticamente por degradacion del aerofobin-2 y el isofistularin-3; todos con alta
actividad antibiotica frente a bacterias Gram positivas y Gram negativas incluyendo
Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus y Escherichia coli y citotdxica en lineas
celulares HelLa y cervix-uterina humana (Teeyapant et al., 1993). Otro ejemplo de
compuestos especificos de esponjas es el bromo-compuesto aeroplysinin-1 aislado a

partir de Aplysina aerophoba, con efecto antimicrobial y actividad citostatica frente a
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células tumorales, especialmente en células linfomales y epiteliomales (Hausmann et
al., 2006).

Dos nuevos metabolitos secundarios derivados de bromotirosina: aplysamina-1y
aplysamina-2 y los compuestos conocidos: (+)-aeroplysinin y 3’,5'-dibromo-4'-ethoxi-
1’-hidro-4'-metoxiciclohexa-2',5'-dienil) acetamida aislados de la esponja Aplysina sp.
(Xynas & Capon, 1989). De A. aerophoba se aislaron el aerothionin, aplysinamisin-1 y
el acido 3,4-dihidroxiquinoline-2- carboxilico, mientras que en A. cavernicola se
determind el aerophobin-2 e isofistularin-3 (Thoms et al., 2004). EI compuesto 2-(3",5'-
dibromo-1",6'-dihidroxi-4'-oxociclohex-2'- enil) acetonitrilo se aisl6 a partir de A. laevis
(Capon & Macleod, 1987), y se determiné que la esponja marina A. aerophoba acumula
alcaloides bromados isoxazolines, entre los que incluye el aerophobin-2, aplysinamisin-
1 vy el isofistularin-3 con actividad disuasiva frente al pez arrecifal Thalassoma
bifasciatum (Ebel et al., 1997).

A partir de un “screening” de 500 extractos crudos de invertebrados marinos
probados frente a Mycobacterium tuberculosis H37Rv, se determind que los extractos
metanolicos de las esponjas Aplysina cauliformis y Pachychalina sp., presentaron
actividad significativa. Los bioensayos por fraccionamiento guiados de ambos extractos
condujeron al aislamiento de cuatro metabolitos que contienen bromina: (+)-fistularin-3,
11-deoxyfistularin-3, un nuevo compuesto &cido 2-(3-amino-2,4-dibromo-6-
hidroxyfenil) acético y el 3-(3,5-dibromo-4-metoxifenil)-2-metoxi- N-metillpropan-1-
amonio aislado de Pachychalina sp. (De Oliveira et al., 2006).

Género Ircinia

La especie Ircinia strobilina (Lamarck, 1816), es una esponja amorfa, esférica y
subesférica, muchas veces con una concavidad en la parte superior la cual contiene
agrupaciones de o6sculos, con altura entre 2 y 20 cm y anchura de 3 a 40 cm. Su color
suele ser marron obscuro, negro grisdceo o beige externamente e internamente, con la
base en tonos anaranjados obscuros. La especie es extremadamente conulosa, con
estructuras entre 3 a 8 mm de altura y una separacion entre ellos de 4 a 10 mm. Los

osculos estan agrupados en la parte superior de la esponja, y tienen de 5 mm a 1 cm de
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didmetro. Los poros estan distribuidos irregularmente en los espacios interconulares, la
dermis es gruesa y dificil de rasgar, con material fordneo presente. ElI coanosoma es
grueso y cavernoso, formado por fibras primarias que se proyectan hacia la superficie
formando los cénulos, de 60 a 600 um de diametro, rellenos de detritos y secundarias de
16 a 350 um de didmetro, sin espiculas y solamente masa y filamentos de espongina.
Los filamentos poseen cabezas de 6 a 10 um de didmetro, con una longitud dificil de
medir, a causa de su longitud y disposicion sinuosa. Se distribuye en Jamaica, Florida,
Bahamas, Curacao, Golfo de México y Venezuela, en donde ha sido recolectada en La

Tortuga y en Mochima (Amaro, 2003).

Del Phylum Porifera, el Orden Dictyoceratida presenta familias muy productivas
en términos de componentes biolégicamente activos. Desde 1972, el género Ircinia ha
formado parte de varios estudios publicados entre los cuales algunos han reportado
inhibidores del crecimiento celular del cancer como el alcaloide ircinamina (Kuramoto
et al., 2002). A partir del extracto en diclorometano-metanol del género Ircinia, el cual
fue recolectado cerca de Samporna, Borneo (Indo-Pacifico), mostré una fuerte actividad
frente a la leucemia linfocitica P388 y a varias lineas celulares de cancer humano. En
este orden de ideas, Pettit et al. (2004), aislaron dos productos denominados

irciniastatinas A (3) y B (4) a partir de Ircinia racemosa.
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Epifanio et al. (1999), identificaron el furanosesterterpenoide variabilin a partir
de la esponja Ircinia strobilina, cuyo compuesto demostrd propiedades repelentes en
peces en ensayos de laboratorio.
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Género Halichondria

La especie Halichondria melanadocia (De Laubenfels, 1936), es de forma
laminar irregular, puede ser incrustante y de tamafio variable, de color marrén oscuro
con tonalidades negruzcas e internamente marron verdoso o beige. Su estructura es
blanda, ligeramente rugosa y tuberculada. Los dsculos tienen forma de proyecciones
conicas irregulares de 1 a 5 mm de diametro, con poros distribuidos irregularmente. La
dermis tiene una reticulacion de tractos multiespiculados entrecruzados. El coanosoma
presenta un esqueleto confuso con tractos multiespiculados ascendentes, con abundante
material foraneo. Las espiculas son megascleras diactinas de tipo oxeas fusiformes, con
longitud entre 151 y 590 um y entre 4 y 9 um de diametro. Se puede localizar en el
Golfo de México, Norte de Carolina, Florida, Bahamas, Cuba, Jamaica, Colombia y

Venezuela; en este dltimo, ha sido recolectada en la Bahia de Mochima (Amaro, 2003).

Las esponjas marinas son organismos prolificos productores de nuevos
productos naturales, en este sentido, varios esteroides sulfatados han sido aislados de la
esponja Halichondria sp., mostrando actividad antimicrobiana, antitumoral y anti-VIH
(Jin et al., 2006). Por otra parte, Zhang et al. (2007), estudiaron los componentes
bioactivos de esponjas marinas recolectados en el Mar Meridional de China,
encontrdndose que el extracto en etanol de Halichondria rugosa produjo fuerte
actividad antineoplésica in vitro mediante bioensayo guiado, cuya separacién llevé al
aislamiento de nuevos sulfatos de colesterol, el sulfato 24&,25-dimetil-3-hidroxi-colest-
5-eno-2p-ol de sodio (5) y un sulfato de colesterol conocido, sulfato 24&,25-dimetil-

colest-5-eno-2p3,3-diol de sodio (6) de esta esponja.

5R; =0S03Na, R, = OH
6,R1=R,= OSOgNa
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Género Cinachyrella

La especie Cinachyrella kuekenthali (Uliczka, 1929), pertenece al orden
Spirophorida, familia Tetillidae. Presenta forma esférica, con un didmetro aproximado
de 2 al10 cm, es de color amarillo oscuro en el exterior y amarillo claro en el interior,
muestra una superficie hispida, con apariencia afelpada. Las espiculas sobresalen de la
superficie, con una proyeccion de aproximadamente 2 mm. Porocalices alrededor de la
superficie, con un diametro de 1,0 a 3,0 mm, con 0sculos pocos numerosos. La corteza
es fibrosa con un grosor de hasta 3 mm, constituida por haces espiculares provenientes
del coanosoma (Amaro, 2003).

La arquitectura es radial y formada por haces espiculares acomodados
perpendicularmente a la superficie y continuandose hacia el centro de la esponja. Las
espiculas son megascleras oxeas diactinal, protriena con rabdomas de 270 a 800 um de
longitud por 1,5 a 3,0 um de didmetro, con cladomas de 18 a 60 um de longitud y 3 a 5
um de diametro. A veces uno de sus clados puede perderse o reducirse; anatriena con
rabdomas entre 1200 a 1500 um de longitud por 6 a 30 um de diametro y cladomas de
30 um de longitud por 2 um de diametro, siendo estas Ultimas espiculas poco comunes,
en comparacion con el resto. Microscleras de tipo sigmaespiras microespinadas con un
promedio de 16 um de longitud. Se distribuye en Florida, Sur de Carolina, Norte de las
Bahamas, Golfo de California, Australia y Venezuela, en donde ha sido recolectada en
La Tortuga, Bahia de Mochima y Ciénaga de Ocumare de la Costa (Amaro, 2003).

Por otro lado, Galeano & Martinez (2007), investigaron en la busqueda de
agentes antimicrobianos de especies de poriferas recolectadas en los arrecifes del Golfo
de Uraba (Mar Caribe colombiano), frente a cepas de bacterias certificadas
(Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Escherichia coli 25922) y la levadura Candida
albicans 10231. El 80% de las esponjas estudiadas mostraron actividad contra algunos
microorganismos, siendo las mas activas Leucetta aff. floridana, Cinachyrella
kuekenthali y Svenseazeai. Se han aislado lectinas de C. kuekenthali que producen
aglutinacion de células, actividad mitogénica, el efecto antitumoral y antibacteriano
(Atta et al., 1989).
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Por su parte, Henriquez (2009), obtuvo extractos etanolico-acuosos de
especimenes de la esponja marina C. kuekenthali provenientes de diferentes localidades
de las costas marinas del estado Sucre (Venezuela), los cuales presentaron toxicidad con
DLsp entre 114 a 199 ug extracto/g raton. Ademas, aislo y caracterizé una mezcla
compleja de acilpoliaminas por métodos espectroscépicos de RMN *H y **C, mono y
bidimensional. Adicionalmente, evalio el efecto citotoxico de la mezcla de
acilpoliaminas mediado por efecto apoptético sobre las lineas celulares cancerosas de
colon humano HT-29, de adenocarcinoma mamario Sk Br-3 y la linea celular de rifién
de mono MA-104. También encontrd6 que una fraccién presentdé un fuerte efecto
procoagulante sanguineo en sangre de raton, carnero y humano a concentraciones de
100 y 300 pg/ml sangre. El efecto citotoxico y agregante plaquetario ejercido por la
mezcla de acilpoliaminas fue similar al ejercido por un agente citotoxico de amplio uso

clinico, el paclitaxel (taxol).
Género Cliona

La esponja Cliona varians (Duchassaing & Michelotti, 1864), se caracteriza por
su aspecto tumoriforme irregular o incrustante, de tamarfio variable. Su color es marrén-
verdoso y anaranjado, tifie el alcohol de anaranjado y amarillo claro. Es de consistencia
firme, ligeramente compresible. Su superficie es rugosa con ondulaciones y en algunos
casos ligeramente lisa. Los 6sculos son muy conspicuos en forma de chimenea, con 1-2
cm de diametro y poros distribuidos irregularmente, de 1 a 3 mm de didmetro (Amaro,
2003). El ectosoma es muy delgado, de aproximadamente 1-2 mm de espesor, mientras
que el coanosoma es grueso y cavernoso, de 3-4 cm de espesor, con cavidades mas
abundantes debajo de la periferia. Las espiculas son megascleras de tipo tilostilos, cortas
y largas, de 190 a 672 pum de longitud, con cabezas redondeadas de 5 a 6 pym y
microscleras del tipo espiraster robustas y delgadas, de 29,4 a 71,4 pm de longitud
(Amaro, 2003).

El éxito del tratamiento del cancer con quimioterapia en gran parte depende de
su capacidad para activar la muerte celular en las células tumorales. Muchos agentes

citotoxicos producen la muerte celular por induccion de apoptosis. Aunque los estudios

20



mas recientes acerca de drogas contra el cancer se centran en la induccion de apoptosis
mediante la activacion de caspasas (grupo de proteinas pertenecientes al grupo de las
cistein-proteasas, caracterizadas por presentar un residuo de cisteina que media la
ruptura de otras proteinas), cambios de energia mitocondrial y la membrana plasmatica
unido a la muerte de receptores, se ha observado el papel de lisosomas en el efecto de
varios quimioterapéuticos citotdxicos y citoquinas. En particular, las catepsinas B 'y D
liberadas de los lisosomas en el citoplasma, las cuales se han visto involucradas como
efectores proteasas en la cascada de la muerte celular (Guicciardi et al., 2004; Broker et
al., 2005; Fehrenbacher & Jaattela, 2005).

Recientemente, se ha purificado y caracterizado una lectina de la esponja marina
Cliona varians, que presenta actividad hemaglutinante * dependiente de Ca® hacia un
tipo de eritrocitos tratados con papaina (Moura et al., 2006). Esta lectina, denominada
CVL, es una glicoproteina tetramérica de subunidades de 28 kDa unidas por puentes
disulfuro con una masa molecular de 106 kDa. Esta lectina mostré efecto
antimicrobiano contra bacterias patdgenas Gram positivas y actividad parasito-
aglutinante en promastigotes de Leishmania chagasi, lo que sugiere una posible
aplicacion farmacoldgica potencial contra este tipo de parasitos. Se ha demostrado que
las lectinas pueden ser aisladas de la hemolinfa y las células de muchos invertebrados
marinos (Schroder et al., 1990; Inamori et al., 1999).

Importancia de los productos naturales en el descubrimiento de
medicamentos

Durante miles de afios la medicina y los productos naturales (PN) han estado
estrechamente vinculados con el uso de los tradicionales medicamentos naturales. En
este sentido, estudios quimicos sefialan que medicamentos tradicionales, derivados
principalmente de las plantas, las cuales son la base de los principios activos de

medicamentos tales como: aspirina (7), digitoxina (8), quinina (9) morfina (10), y la

pilocarpina (11) (Butler, 2004).
: \/COZH )
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(10) (11)

El descubrimiento del “filtrado™ anti-bacteriano como es la “penicilina” por
Fleming, en 1928, su reaislamiento y los estudios clinicos posteriores de Ernst Boris
Chain y Howard Walter Florey a principios de 1940, asi como la comercializacion de
las penicilinas sintéticas revolucionaron el descubrimiento de las drogas. Tras el éxito
de la penicilina, las compafiias farmaceuticas y grupos de investigacion rapidamente
ensamblaron grandes colecciones de cultivos de microorganismos con el fin de
descubrir nuevos antibidticos. El resultado de los primeros afios de investigacion de
estos antibidticos fueron prolificos, por ejemplo se incluye: cloranfenicol (12), la
clortetraciclina (13), estreptomicina (14), cefalosporina C (15), eritromicina (16) y
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vancomicina (17). La eficacia de estos compuestos o derivados del mismo, siguen
vigentes hoy en dia como drogas. Uno de los avances en el descubrimiento de farmacos
fue el uso de mecanismos basados en bioensayos de deteccidon por fraccionamiento
guiado. A través de la mejora continua de la deteccion, la produccién de reactivos, la
robdtica y las bases de datos, los ensayos se han convertido en el pilar de la seleccion de
exploracion de alto rendimiento (HTS) (Butler, 2004).
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Algunos de los primeros compuestos identificados, por primera vez, en la década
de 1970, usando el mecanismo de exploracion de alto rendimiento incluyen la B-
lactamasa inhibidor de &cido clavulanico a partir de Streptomyces clavuligerus (Reading
& Cole, 1977) y los inhibidores de la HMG-CoA reductasa inhibidor de mevastatina
(entonces llamado ML-236B) de Penicillium citrinum (Endo, 1992). La mevastatina
(también llamada compactina) se reporta como un agente antifungico de P.
brevicompactum.

Una mezcla de éacido clavulanico (18) y amoxicilina (19), la combinacion se
Ilama Augmentin) se utiliza actualmente como un antibidtico de primera linea, mientras
que la mevastatina (20) y lovastatina (Mecavor®, 21) fueron los compuestos que
condujeron a una serie de drogas antilipidémica conocidos colectivamente como las
"estatinas”, tales como: Simvastatina (Zocor®, 22), Pravastatin (Pravachol®, 23),
Fluvastatin (Lescol®, 24), Rosuvastatin (Crestor®, 25), Cerivastatina (Baycol®, 26), el
cual fue removido del mercado (Ramos & Ledn, 2007).

Evolucién de los productos naturales en el descubrimiento de

medicamentos.

A pesar de la competencia de otros métodos de descubrimiento de farmacos, los
productos naturales siguen proporcionando cualidades a los nuevos aspirantes a drogas

clinicas. Esto quedd demostrado por Newman et al. (2000), quienes analizaron el
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nimero de drogas derivadas de productos naturales en el total de medicamentos
producidos entre 1981 y el 2002. Llegaron a la conclusion de que los productos
naturales seguian siendo una fuente importante de nuevos medicamentos, especialmente
en el cancer, antihipertensivos y areas terapéuticas (Newman et al., 2003; Cragg et al.,
1997). En otro estudio, Proudfoot (2002), indicé que 8 de cada 29 farmacos de
moléculas pequefias comercializadas en el afio 2000 se derivaron de productos naturales
u hormonas y llegaron a la conclusion de que la HTS no tenia un impacto significativo
en la derivacidn de estas drogas (Butler, 2004), indicé que los medicamentos derivados
de productos naturales estan bien representados entre los primeros 35 medicamentos en
ventas en todo el mundo entre 2000 al 2002.

El porcentaje de drogas de derivadas de productos naturales fue del 40% en 2000
y se mantuvo casi constante en 2001 y 2002 con 24% y 26%, respectivamente; por lo
tanto, las drogas derivadas de productos naturales ademas de ser una importante fuente
probada también contribuyen significativamente a la economia de muchos paises. Por
otra parte, se ha dado una introduccion constante de nuevos productos naturales, entre
ellos, drogas derivadas de productos naturales en los Estados Unidos, Europa y Japon
entre 2000 y 2003. Un total de 15 fueron comercializadas (una en 2000, cuatro en 2001,
cinco en 2002, y cinco en 2003), que incluye nuevos tipos de drogas tales como el
artemeter contra la malaria, el antimicético equinocandina derivado caspofungina, la
galantamina que es una droga anti- Alzheimer (Galantamina), y antibacterianos

lipopéptidos de la daptomicina.

Cabe destacar el lanzamiento de gemtuzumab ozogamicina (Mylotarg, de la
empresa Wyeth) en 2000, el cual es un agente quimioterapéutico compuesto de un
anticuerpo humanizado recombinante 1gG4 kappa conjugado con el antibidtico
antitumoral calicheamicina, un antibidtico derivado de actinomicetos. EI medicamento
funciona mediante la liberacion de la caliqueamicina derivados del anticuerpo que se

une al ADN, provocando la ruptura de la doble cadena del ADN y muerte celular.

Drogas relacionadas a los productos naturales, otros derivados a partir de
hormonas y fragmentos de proteinas comercializados desde el afio 2000 incluyen la
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bivalirudina (2000) como anticoagulante (hirudina), atosiban (2000) para labor de parto
prematuro, acetato de ganirelix para infertilidad femenina (2000), taltirelin (2000) como
un estimulante del SNC (hormona liberadora de tirotropina [TRH]), nestiritide (2001)
como tratamiento para la descongestion aguda de insuficiencia cardiaca, acemanano
(2001) para la cicatrizacion de las heridas (aislados a partir de Aloe vera), fondaparinex
de sodio (2002) como un antitrombotico (heparina), abarelix (2003) para tratar el cancer
de prostata avanzado (liberadora de hormona gonadotropina [GnRH]) y enfuviritide
(2003) para el tratamiento de la infeccion por VIH (Butler, 2004).

En 1998, Shu publicd una revision sobre los productos naturales utilizados en
drogas a partir del desarrollo de una perspectiva de inclusion industrial de més
compuestos que estaban entonces en estudio clinico. En esa revision, las drogas
derivadas de productos naturales estaban bien representadas contra el cancer, anti-
infecciosos, inmunosupresores, enfermedades neuroldgicas y de areas terapéuticas, y
algunos de estos compuestos ya han avanzado mas en los ensayos clinicos o en el
mercado. Habian 15 productos naturales o drogas derivadas de productos naturales en
Fase Il de ensayos clinicos: Anidulafungin (antifungico), dalbavancin, ramoplanin
(antibacteriales), edotecarin, ixabepilone, rubitecan, trabectedin, vinflunine, exatecan
(anticancer), everolimus, FTY720 (inmunosupresores), M6G (para el dolor),

oritavancin, tigecycline (antibioticos), ziconotide (dolor crénico).
Avances en productos naturales marinos en Venezuela

Los estudios de productos naturales marinos se han centrado en el analisis de
actividad bioldgica, pero en muchos casos ha sido imposible el aislamiento de
metabolitos secundarios, solo escasos trabajos de investigacion se han publicado en
revistas cientificas en donde se describen la potencialidad de los productos marinos con
propiedades bioactivas.

Es oportuno mencionar la elucidacion estructural de los compuestos N,N-
dimetil-5-(metiltio) varacin y el 3,4-dimetoxi-6-(2'-N,N-dimetilaminoetil)-5-(metiltio)
benzotritiana con propiedades antimicrobianas y antifungicas de la ascidia Lissoclinum

japonicum (Compagnone & Faulkner, 1994).
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Se han aislado parcialmente compuestos a partir de esponjas con propiedades
antibiodticas (Morales et al., 2000), citostaticas, hipotensivas y neuromusculares (Sevcik
et al., 1986; Sevcik, 1987). En este contexto, se determind la actividad bioldgica de una
sustancia alcaloidal obtenida de Amphimedon viridis frente Leshmania mexicana
(Marchén et al., 2000); se mostr6 la actividad hemaglutinante de los poriferos
Spheciospongia vesparium y A. fistularis (Farifias & Lifiero, 1997),

Es necesario mencionar el aislamiento y elucidacion estructural de compuestos
como el 11-Deoxyfistularin-3 de la esponja Aplysina fistularis con notable actividad,
citotoxica (Compagnone et al., 1999), el terpeno 3,5-dibromo-1-hidroxi-4,4-dimetoxi-
2,5-ciclohexadien-1-acetamida con actividad antibacteriana de A. fistularis (Lanza et
al., 2006); nuevos compuestos derivados de bromotirosina a los que denominaron
psammaplinas A- J aislados de la esponja Pseudoceratina purpurea (Pifia et al., 2003);
los nuevos alcaloides bromopirroles, dispirina y el dibromoagelaspongin metil eter

aislados de la esponja Agelas dispar (Pifa et al., 2007).

Se ha demostrado la presencia de lectinas, taninos e inhibidores de proteasa en
algas marinas (Pérez et al., 1998), asi como alcaloides y agentes antihemostaticos
(Blunden et al., 1992). De las algas Derbesia vaucheriaeformis, Halimeda opuntia,
Ulva fasciata e Hypnea musciformis se prob6 su efecto hemaglutinante ademas de la
actividad antibacteriana de U. fasciata, D. vaucheriaeformis, Halymenia gelinaria,
Laurencia papillosa e H. musciformis (Charzeddine & Farifias, 2001).

En este orden de ideas, Segnini (2007), demostrd el efecto de Eucheuma
denticulatum (Rhodophyta) frente a los organismos: Daphnia magna, Artemia salina,
Echinometra lucunter, en bacterias Gram-positivas y alteraciones en los tejidos
muscular e intestinal del pez Cyprinodon dearborni. Se ha probado la citotoxicidad de
Kappaphycus alvarezii en la inhibicién del proceso de divisién celular de los huevos de
erizos de mar Lytechinus variegatus (Brito & Crescente, 2009) y E. lucunter (Neyra,
2011).

Se ha determinado la capacidad antibiotica de cepas bacterianas aisladas de

organismos marinos con propiedades antibacterianas ante bacterias silvestres de origen

29



intrahospitalario (Lodeiros et al., 1988; Lodeiros et al., 1991), asi como la potencialidad
de hongos de origen marino sobre bacterias (Christophersen et al., 1999; D’ Armas et al.
2009).

Por otro lado, D’Armas et al. (2000) descubrieron un nuevo sesquiterpeno
Ilamado mochiquinone a partir del coral Pseudopterogorgia rigida con propiedades
antibacterianas y un nuevo triterpeno del coral Plexaura flexuosa con actividad
antibacteriana, antifingica y toxica (D"Armas et al., 2008). En los octocorales
Leptogorgia hebes, Diodorgorgia nodulifera (Lanza, 2005), Eunicea sp., Muricea sp. y
Pseudopterogorgia acerosa (Ordaz et al., 2010; Camacho et al., 2011), se probo la

actividad antibacteriana, antifungica y toxica frente a Artemia sp.

Se conoce la amplia distribucion de las esponjas marinas en las costas
venezolanas, lo cual ha incentivado los estudios tendientes a la evaluacién de la
actividad bioldgica y caracterizacion de sustancias bioactivas. Asi, en el presente

estudio se estimo conveniente:

-Evaluar la actividad bioldgica y la presencia de metabolitos secundarios de las
esponjas marinas Aplysina fistularis, A. lacunosa, Ircinia strobilina, Cliona varians,
Halichondria melanadocia y Cinachyrella kuekenthali como fuente de sustancias
biactivas que a futuro puedan tener utilidad terapéutica o farmacoldgica, y como

objetivos especificos:

-Obtener los extractos crudos de las esponjas recolectadas en la Bahia de

Mochima,

- Identificar las familias de compuestos quimicos presentes en las especies a

estudiar,

-Determinar la actividad antibacteriana, fototoxica y antifungica de los extractos

crudos de las esponjas antes mencionadas,

- Cuantificar la toxicidad de los extractos crudos de esponjas marinas frente a

Artemia sp.,
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- Determinar la citotoxicidad de los extractos crudos utilizando lineas celulares
cancerosas humanas de colon (HT-29), adenocarcinoma mamario (SK Br-3) y la linea
de celular no maligna de rifion de mono Macaca mulata (MA 104),

- Fraccionar el extracto crudo con mayor actividad bioldgica,

- Aislar en lo posible el o los compuestos responsable de la actividad biologica

- Determinar los posibles efectos de los compuestos aislados en bacterias

mediante microscopia electronica de barrido.
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MATERIALES Y METODOS
A) Seleccion y tratamiento del material bioldgico
1. Recoleccion e identificacion

El proceso de recoleccion de los ejemplares de las esponjas marinas se realiz6 en
varias localidades del Parque Nacional Mochima, estado Sucre: Aplysina fistularis en
Isla Redonda, Ircinia strobilina y A. lacunosa en Mangle Quemao, Cliona varians y
Halichondria melanadocia en Isla Larga y Cinachyrella kuekenthali en la ensenada de
Taguapire (Figura 1).
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Figura 1. Ubicacion geogréafica del area de muestreo en la Bahia de Mochima, estado
Sucre, Venezuela.



2. Tratamiento de las muestras

Las esponjas marinas (Aplysina fistularis, A. lacunosa, Ircinia strobilina, Cliona
varians y Halichondria melanadocia) se trataron por separado (Figuras 2 y 3). Se
cortaron en trozos pequefios, los cuales se maceraron en metanol destilado grado
técnico. Luego, se filtrd al vacio por medio de un embudo Biichner, a través de un papel
de filtro Whatman N° 41, y las soluciones metandlico-acuosas resultantes se
concentraron a presion reducida, en un rotaevaporador marca Heidolph con bafio de
Maria incorporado, a una temperatura de 40 °C. El proceso de extraccion se repitio cada
24 horas hasta total agotamiento, obteniéndose de esta forma una solucion acuosa
concentrada, la cual se particion6 con acetato de etilo destilado. La fase organica fue
evaporada a presion reducida para asi obtener la fraccion en acetato de etilo (Figura 4),
mientras que, Cinachyrella kuekenthali (Figura 3c), se cortd en trozos pequefios, los
cuales se maceraron en etanol destilado grado técnico, el extracto se filtro al vacio por
medio de un embudo Buchner a través de un papel de filtro Whatman N° 41 y la
solucion etandlico-acuosa se concentrd a presion reducida bajo las condiciones antes
mencionadas. La solucion acuosa concentrada se particiond con acetona, la fase acuosa
de la separacidn se liofilizd y se tratd con &cido acético 1 mol/l, la porcidn que precipit6
se descart0 y la porcién soluble se sometid a un proceso de fraccionamiento (Figura 5).

B. Analisis quimico

A cada una de las muestras se les realizaron analisis quimico para detectar la
posible presencia de familias de compuestos tales como: alcaloides, saponinas, esteroles
insaturados y triterpenos pentaciclicos, mediante las metodologia descrita por

Dominguez (1973) y Marcano & Hasegawa (2002), las cuales se detallan a

continuacion:
1. Alcaloides

Si al evaporar el crudo hasta casi sequedad se detecta olor a amoniaco 0 aminas,
es indicativo de la presencia de alcaloides que, ademas deben ser inestables. Una
porcion (0,5 g) de cada una de las muestras se retomaron con HCIl 10%, y se

particionaron con un solvente inmiscible (diclorometano o cloroformo). La fase
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orgénica se separo y se reservo, la fase acuosa se alcaliniz6 con hidroxido de amonio al
10% vy se extrajo nuevamente con diclorometano o cloroformo. Ambas fases (organica y
acuosa) se analizaron por separado con el reactivo de Dragendorff (se prepararon
mezclando 8 g de nitrato de bismuto pentahidratado en 20 ml de acido nitrico al 30 %
con una solucién de 27,2 g de yoduro de potasio en 50 ml de agua; se dejé reposar por
24 h, se decantd y se aforé a 100 ml con agua) sobre placas de silica gel, lo cual
permiti0 detectar manchas anaranjadas que evidenciaron la presencia de alcaloides
débilmente basicos, basicos y sales cuaternarias de amonio en las fases obtenidas,
respectivamente. Para detectar alcaloides se pudo utilizar de igual forma el reactivo de
Meyer (1,3 g de bicloruro de mercurio en 60 ml de agua y 5 g de yoduro de potasio se
afora a 100 ml). Los alcaloides se detectaron como un blanco que es soluble en acido

acetico y etanol.
2. Saponinas

La presencia de saponinas se detectd mediante la formacién de espuma
consistente que perduré durante 30 min aproximadamente, al agitar vigorosamente 0,5 g
de la muestra a probar con agua; para confirmar la presencia de saponinas a una
suspension de globulos rojos en solucion salina diluida, se le afiadio una solucion de la
muestra que se presumia que era 0 que contenia saponinas. Si los globulos rojos se
lisaban, se consideraba que la prueba era positiva. Este ensayo pudo realizarse en tubo
de ensayo, en capsulas de Petri con agar-sangre o con gelatina-sangre. Ambos ensayos
(el de la espuma persistente y lisis globular), se realizaron a fin de confirmar si los
resultados eran positivos, lo que permitid establecer si la muestra contenia saponinas o

no.
3. Esteroles insaturados y triterpenos pentaciclicos

Una porcion de las muestras a probar (solucion acuosa) se hidrolizaron con HCI
10%. El hidrolizado se concentr6 y se extrajo con acetato de etilo. La fase organica se
mezcld con el reactivo de Lieberménn-Burchard (mezcla de 1 ml de anhidrido acético
frio y 1 ml de diclorometano) al que se le afiadid unas gotas de acido sulfurico

concentrado. La aparicion de una coloracion verde a los tres minutos de reaccion indico
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la presencia de esteroles insaturados; por el contrario, la formacién de una coloracion

roja o anaranjada confirmo la existencia de triterpenos pentaciclicos.

Figura 2. Esponjas marinas a) Ircinia strobilina (Lamarck, 1816), b) Halichondria
melanadocia (De Laubenfels, 1936), c) Aplysina fistularis (Pallas, 1776).
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Figura 3. Esponjas marinas: a) Aplysina lacunosa (Pallas, 1776), b) Cliona varians

(Duchassaing & Michelotti,1864), c) Cinachyrella kuekenthali (Uliczka, 1929)
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Esponjas frescas

Extraer con MeOH

Filtrar
Material organico Filtrado
‘ Evaporar a presion reducida
Extracto metanolico-acuoso
‘ Particion con AcOEt
Fase organica Fase acuosa
l Evaporar a presion reducida

Fraccion en AcOEt
Figura 4. Obtencién de los extractos metandlico-acuosos Yy las fracciones en acetato de

etilo de las esponjas marinas Aplysina fistularis, A. lacunosa, Ircinia strobilina, Cliona

varians y Halichondria melanadocia.

Cinachyrella kuekenthali
Extraer con etOH
Filtrar
\ v
Material organico Filtrado
‘ Evaporar a presion reducida

Extracto etandlico-acuoso
| Particién con acetona

v v

Fase acuosa Fase organica
Liofilizar
Acido acético 1mol/I
Precipitado Soluble —» Fraccionamiento

Figura 5. Obtencion de extracto etanolico- acuoso de la esponja marina C. kuekenthali.
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C. Pruebas bioldgicas

Los bioensayos realizados en la propuesta de investigacién permitieron determinar
el efecto de los constituyentes de los extractos crudos sobre los microorganismos y
células in vitro; ademas del monitoreo en el proceso de separacion de los principios
bioactivos. Mediante un fraccionamiento guiado se determind la bioactividad de los
extractos y fracciones; es decir, la actividad antibacteriana, antifungica y fototoxica. Los
bioensayos se realizaron para monitorear el fraccionamiento a fin de lograr el
aislamiento de compuestos activos. Los bioensayos para evaluar dichas actividades se

describen a continuacion:
1. Actividad antibacteriana

El efecto antibacteriano de los extractos, fracciones y compuestos aislados se

evalué utilizando cepas bacterianas Gram positivas y Gram negativas (Tabla 1).

La actividad antibacteriana provocada por los extractos, fracciones y compuestos
aislados se determind de acuerdo a la técnica de difusion en agar o método de
antibiograma descrito por Bauer et al. (1966) y modificado por Estaba (1986), en la cual
discos estériles de papel de filtro Whatman N° 3 de 5 6 10 mm de diametro se
impregnaron con 25 pl del extracto metandlico y fraccion en acetato de etilo o 7 ul de
las fracciones resultantes de la separacion cromatogréfica en una solucion de 20 6 40
mg/ml de las muestras a probar. Seguidamente, estos discos se colocaron sobre capsulas
de Petri previamente servidas con agar Mueller Hinton (HI MEDIA, Laboratorios Pvt.
Limited, Bombay-India), e inoculadas con una suspension bacteriana estandarizada por
comparacion con un patrén McFarland 0,5 para cada microrganismo. Posteriormente,
las placas de Petri se preincubaron a 5 °C durante 12 horas para permitir que la muestra
difundiera en el medio de cultivo, luego, se incubaron a 37 °C por 24 horas en una
estufa de temperatura regulable para permitir el crecimiento bacteriano. Transcurrido el
tiempo de incubacion, se midi6 con una regla graduada el diametro (mm) de los halos
de inhibicion, lo cual indico el efecto de los extractos y/o fracciones sobre los

microorganismos analizados.
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Tabla 1. Microorganismos empleados en las pruebas de actividad antibacteriana y
fototoxicidad.

MICROORGANISMOS ORIGEN

Gram negativos

Escherichia coli (enterotoxigénica) ATCC 25922
Acinetobacter calcoaceticus ATCC 23055
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Enterobacter cloacae DAI-269J1
Yersinia enterocolitica ATCC 9610

Gram positivos

Staphylococcus aureus aureus IBE (Doc-19)
Bacillus subtilis ICTA-07
Enterococcus faecalis WHO 14
Micrococcus luteus Bioanalisis- 33-8-10

ATTC: American Type Culture Collection, DAI: Proyecto Diarrea Aguda Infantil (CONICIT), IBE:
Instituto de Biologia Experimental, ICTA: Instituto de Ciencia y Tecnologia de Alimentos (UCV), WHO:
World Health Organization/Centers for Disease Control and Prevention (Atlanta)

2. Cuantificacion de la actividad antibacteriana (CLsp)

La concentracion letal veinticinco (CLys) y cincuenta (CLsp) de las fracciones
purificadas o los compuestos aislados se determiné mediante el ensayo de microdilucion
segun la metodologia citada por Diaz et al., 2009. Se utilizaron las cepas bacterianas
antes mencionadas, las cuales crecieron en tubos con medio de cultivo LB (Sigma-
Chemical, USA), las bacterias se incubaron a 37°C por 6 horas (hasta alcanzar la fase de
crecimiento exponencial), a aproximadamente 0,8 unidades de absorbancia a 620 nm
(UAs20) lo que corresponde a 3,2x108 unidades formadoras de colonia por ml (UFC/ml).
Luego se prepararon dilucion del medio-bacteria en medio fresco en una nueva solucion
con una densidad de aproximadamente de 10° a 10" UFC/ml, lo que equivale a 0,002

UAg. Posteriormente, se colocaron en microplacas de 96 pozos, 150 ul de la
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suspension bacteriana (10° a 10" UFC/mI) mas 50 pl de una solucién de la muestra
disuelta en medio LB fresco para completar 200 pl/pozo a la concentracion de la
muestra deseada. Las bacterias se incubaron en microplacas de 96 pozos (Nunc,
Denmark) con las fracciones y/o compuestos a diferentes concentraciones (30; 10; 3; 1;
0,3 y 0,1 pg/ml) a 37°C. Después de 16 h se midi6 la absorbancia a 620 nm.
Simultaneamente, se prepararon controles positivos de crecimiento, inoculando la
bacteria a la misma concentracion con el medio sin extracto o fraccion. Ademas, se
utiliz6 como control antibacteriano un antibidtico comercial (Penicilina G sodica,) a
diferentes concentraciones (1000, 300, 100, 30, 10, 3 Ul).

3. Actividad antifungica

La actividad antifingica de los extractos y fracciones se evalud sobre cepas de
hongos patogenos proporcionados por el Laboratorio de Micologia de la Escuela de

Bioanalisis, Universidad de Oriente, Nucleo de Sucre (Tabla 2).

La evaluacion de la actividad antiflngica de los extractos y las fracciones de las
diferentes especies de esponjas, se realizd segun la técnica descrita por Madubunyi
(1995), por medio de la cual las cepas de hongos se incubaron en diferentes tubos con
agar papa dextrosa (PDA) (PRONADISA S.A. Hispanolab, S.A., Madrid), por un
periodo de una semana a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, se le afiadio a
cada uno de los tubos 10 ml de agua destilada estéril, agitando vigorosamente para
remover las esporas; luego se filtraron sobre gasa estéril, mientras que las levaduras se
incubaron a temperatura ambiente (25-28 °C) por 48 horas, transcurrido este tiempo se
prepararon suspensiones en solucion salina estéril, a partir de estas suspensiones se
hicieron varias diluciones de las cuales se tom6 una gota para contar el nimero de
células presentes en la camara de Neubauer con el fin de estandarizar el inéculo a 1x10°
células/ml. Las suspensiones conidiales (esporas asexuales) se inocularon sobre
capsulas de Petri previamente servidas con agar PDA por medio de hisopos estériles.
Finalmente, se colocaron los discos de papel de filtro Whatman N° 3 de 10 mm de
didmetro impregnados con 25 ul de la solucion a una concentracion de 40 mg/ml de la

muestra a probar; ademas, como control negativo se utilizaron discos impregnados con
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25 ul de solvente. Las placas se incubaron por 48 horas a temperatura ambiente. La
actividad antiflngica se verificd con una regla graduada midiendo el diametro del halo

de inhibiciéon (mm).

Tabla 2. Microorganismos empleados en las pruebas de actividad antifingica

MICROORGANISMOS ORIGEN
Aspergillus niger Lab. Micologia
A. oryzae Lab. Micologia
Curvularia lunata Lab. Micologia
Candida albicans Lab. Micologia
Penicillum crustosum Lab. Micologia
P. expansus Lab. Micologia
Mucor sp. Lab. Micologia
Trichoderma viridis Lab. Micologia
Fusarium sp. Lab. Micologia
F. poae Lab. Micologia
F. moniliforme Lab. Micologia

4. Actividad fototdxica

Para evaluar la presencia de compuestos fototoxicos en los extractos, fracciones
y/o compuestos aislados, se utiliz6 la técnica descrita por Daniels (1965) con
modificaciones de Estaba (1986), en la cual los discos de papel de filtro Whatman N° 3
de 10 y 5 mm de diametro impregnados con una solucién de 40 mg/ml a dosis de 25y 7
ul, respectivamente, se irradiaron por intervalos de 2, 4, 6 y 8 horas con una lampara de
inmersion de mercurio de alta presion de 450 Watts, colocada a una altura de 30 cm
sobre los discos. La inhibicion del crecimiento bacteriano por parte de la(s) sustancia(s)
fototoxica(s) se cuantificd usando la técnica descrita por Bauer et al. (1966).

La accion del (o los) compuesto(s) fotosensibilizante(s) se determiné utilizando

las mismas cepas bacterianas antes mencionadas en la antibiosis, los compuestos
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fototoxicos alteran su estructura molecular por accion de la luz ultravioleta y en

consecuencia, son capaces de inhibir el crecimiento bacteriano.
5. Concentracion letal frente a Artemia sp.

La determinacion del grado de toxicidad de los extractos se realizd con el
crustaceo Artemia sp. de acuerdo al método descrito por Meyer et al. (1982), quienes
después de realizar multiples ensayos con compuestos activos, lograron establecer una
relacion entre los compuestos que muestran toxicidad frente a nauplios de Artemia sp. y
presentan una citoxicidad similar a las células cancerigenas 9 KB y 9 PS, ademaés
determinaron que la actividad de los extractos o compuestos en prueba es significativa

cuando el valor de la CLsg es menor o igual a 30 pug/ml.

Los quistes comerciales de Artemia sp se colocaron en un envase plastico con
agua de mar filtrada, provisto de luz y aireacion continua, para la eclosion de los
nauplios. Transcurridas las 24 horas, se procedio a cosechar los nauplios y al montaje
del bioensayo. La técnica consiste en exponer los nauplios a diferentes concentraciones
de los extractos en estudio y determinar, el efecto o toxicidad basado en la mortalidad
de los organismos (CLsp de los extractos); para ello, se prepard una solucion patrén
disolviendo 50 mg de la(s) muestra(s) a probar en 0,5 ml de solvente y 4,5 ml de agua
de mar filtrada, y si se obtuvo una solucion de 10 000 p/ml. A partir de esta solucién
patron se prepararon diluciones sucesivas (1000, 100, 10, 1, 0,1 y 0,01 pg/ml) en viales
con capacidad de 9 ml. A continuacion, a cada uno de los viales se le agregaron 10
nauplios de Artemia sp., por cada concentracion, se hicieron 4 réplicas y 4 controles, los
cuales se prepararon sélo con los solventes utilizados en el bioensayo, agua de mar
filtrada y los nauplios; para demostrar la inocuidad de los solventes, garantizando de
esta manera que la mortalidad de los nauplios es el resultado de la accion de los

extractos y no de los solventes.

Una vez transcurridas las 48 horas, se determind la mortalidad de los
organismos, utilizando un microscopio estereoscépico. Los datos obtenidos se utilizaron
para el calculo de la CLsp mediante un programa de computacion disefiado por Stephan
(1977), a traves de cuatro métodos: Binomial, Moving Average, Probit y Logit con

42



limites de confiabilidad del 95 %, descritos en los protocolos estandares de bioensayos
de toxicidad con especies acuaticas (Rodriguez & Esclapés, 1995).

6. Citotoxicidad de extractos, fracciones y/o compuestos aislados en lineas
celulares cancerosas.

Se utilizaron las lineas HT-29 de cancer de colon humano y SK Br-3 de cancer
de mama humana. Se contrasté el efecto de las fracciones sobre cepas malignas, con su
citotoxicidad a la linea de células no malignas MA-104 de rifidn de mono. Se determiné
la muerte de las células expuestas a una fraccion usando el método de reduccion de la
sal de tetrazolio conocida como metil-tiazol-tetrazolio [MTT, bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)- 2,5-difenil tetrazolio], en células vivas el MTT es reducido por la
enzima succinato-deshidrogenasa mitocondrial para formar los cristales del colorante
azul-violeta formazan, cuya produccion es proporcional al numero de células
metabolicamente activas (Mosmann, 1983).

6.1. Medios de cultivos celulares

Se utilizaron los siguientes medios de crecimiento: Minimum Essential Media,
(MEM 61100, GIBCO), Dulbecco’s Modified Eagle Media, (D-MEN 12100, GIBCO)
(Sigma Chemicals), los cuales se adquirieron en forma liofilizada y se prepararon
siguiendo las instrucciones de los fabricantes. A los medios de cultivo se les adicion6 5
ml de solucién madre de L-glutamina estéril al 29 % por cada 500 ml de medio, los
antibioticos y antimicoticos [250 ul de solucion madre de penicilina (100.000 U.L/L),
600 pl de solucion madre de gentamicina (40 mg/ml) y 150 pl de solucion madre de
anfotericina B (3 mg/ml)], el pH se ajust6 a 7,4 + 0,3. Estos medios de crecimiento se
complementaron con 10% de suero fetal bovino, para proporcionar los nutrientes
necesarios para el crecimiento celular.

6.2. Cultivo y repique de las lineas celulares

Las lineas celulares HT-29 (adenocarcinoma colorrectal humano), Sk Br-3
(adenocarcinoma de mama humano) y MA-104 (carcinoma de rifion de mono Macaca
mulata) se mantuvieron en frascos de cultivo Falcon de 75 cm? con medios de
crecimiento DMEM (para HT-29 y Sk Br-3) y MEM (para MA-104) con los aditivos
antes mencionados, formando cultivos en monocapas.
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Los bioensayos de inhibicién de crecimiento celular se llevaron a cabo,
removiendo los medios de crecimiento de los cultivos madre de los frascos Falcon, por
la cara opuesta a la monocapa, luego se adicionaron 5 6 10 ml de solucion de tripsina-
verseno (2:1) y se dejé actuar por un lapso de 1 a 3 minutos para separar las células (a
tiempos mas largos la solucion es toxica a las células). Seguidamente, se removio la
solucién de tripsina, se dejo reposar el sedimento por 3 minutos y se resuspendieron
todas las células en 10 a 20 ml de medio de crecimiento, dando golpes suaves al frasco
contra la palma de la mano hasta estar seguro que se hubieran despegado todas las
células que forman la monocapa en la pared del envase.

A continuacion, se realizd el conteo celular en una camara de Neubauer,
tomando alicuotas de 100 ul y, finalmente, se hicieron diluciones celulares de forma tal
que la concentracién fuera baja para permitir la normal division celular hasta alcanzar
confluencia, es decir la formacién de una monocapa. Al sembrar en placas de 96 pozos
para crecimiento celular se agregaron 200 pl/pozo y en los frascos Falcon de 25, 75 6
175 cm?, se agregaron 10, 30 6 50 ml, respectivamente.

6.3. Ensayos de citotoxicidad sobre las diferentes lineas de células
tumorales y prueba colorimétrica de MTT.

Los bioensayos de actividad antitumoral sobre células cancerigenas se realizaron
en las lineas celulares (HT-29, Sk Br-3 y MA-104) segin el método de Mosmann
(1983). Este ensayo se basa en la reduccion del 3-(4, 5-dimetiltiazol-2-il)-2, 5-difenil
tetrazolio (MTT) por la enzima deshidrogenasa mitocondrial de las células viables para
producir cristales de formazan de color morado cuya absorbancia es medida
espectrofotométricamente con un filtro a 570 nm. Los bioensayos se realizaron en
microplacas de cultivo de 96 pozos (Nunc™, U.S.A.), en las cuales se sembraron las
células a una concentracién de 2,0 x 10°/ml en volumen de 200 pl/pozo, se incubaron
con una alta humedad y 5% de CO, a 37 °C, hasta alcanzar confluencia celular.

El medio de cultivo suplementado se cambi6 cada tres dias con el fin de asegurar
el buen suministro de nutrientes a las células y de esta manera garantizar un normal
proceso de division celular hasta alcanzar la confluencia. Luego, se remplazé el medio

por una soluciéon de la muestra a probar disuelta en el medio sin suplemento a la
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concentracion deseada (1000, 300, 100, 30, 10, 3, y 1 pg/ml), 200 pl/pozo.
Posteriormente, se incub6 en una estufa a 37 °C, con alta humedad y 5% de CO, por 60
h.

Una vez transcurrido este tiempo de colocada la droga, se eliminé junto con el
medio de cultivo, se lavé con buffer y se adiciono6 a cada pozo 25 pl de una solucion de
MTT, en tampdn fosfato salino a pH 7,4, a una concentracion de 2,5 mg/ml. Se incubd
por 4 h (37 °C, con alta humedad y 5% de CO,). Finalmente, se adicionaron 100 ul/pozo
de una solucion solubilizante, compuesta de una mezcla de 10% de SDS/ 5%
isopropanol/ 0,012 ml/L HCI (m/v/v) y se dejé 12 h después en ausencia de luz a
temperatura ambiente y en reposo para disolver los cristales de formazan formados.

El efecto se determind en forma cuantitativa a través de métodos
espectrofotométricos, midiendo la densidad dptica de cada pozo en un lector de micro
placas (Multiskan spectrophotometer, model 352, Labsystems) a una longitud de onda
de 570 nm. Los ensayos se realizaron por triplicado a las diferentes concentraciones
para hacer analisis estadistico.

Se prepararon controles en los cuales solo el medio es agregado a los pozos para
que exista maxima densidad celular y garantizar un normal desarrollo de las mismas,
denominandolos como control positivo. Por otro lado, se realizaron controles con
soluciones de MTT y solucion solubilizante para restarle éste valor de absorbancia a los
demas pozos; a este control se lo denomina como control negativo o simplemente
fondo. Un valor alto de absorbancia es indicativo de muchas células viables y pocas
celulas muertas y viceversa. La viabilidad de cada linea celular en respuesta al

tratamiento con las diferentes muestras se calculé como:

DO
% Viabilidad = 100~( ‘)

DO,
DO; densidad optica de células tratadas y DO, : densidad dptica de células controles.
D. Efecto de la actividad antibacteriana mediante microscopia
electronica de barrido (MEB).
Las cepas bacterianas, se incubaron en caldo LB (Lysogeny Broth, Sigma-
Chemical, USA) durante 8 h/37 °C para obtener una densidad poblacional de 10° — 10’
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unidades formadoras de colonia (UFC)/ml, (densidad Optica a 620 nm = 0,3 — 0,4), las
cuales fueron tratadas con los compuestos aislados a las concentraciones letales (CL) de
Clys y Clso durante 16 h/37 °C, ademas de un experimento control de células no
expuestas a los compuestos aislados. El pelet de bacterias tratadas o no con los
compuestos aislados fue lavado dos veces con solucion Ringer lactato (solucion de
Hartmann, Flexi-Behr Beh Rens) y fijado con glutaraldehido al 2,5 % (90 min/4 °C),
luego de lavado dos veces mas con solucion Ringer se post fijo con OsO4 al 1 % (90
min/4 °C).

El pelet bacterial resultante, lavado dos veces vy, resuspendido en solucion
Ringer lactato se coloc6 50 uL sobre un tacon de aluminio contentivo de una cinta
adhesiva de carbén para fijar las células (30 min), la deshidratacion de la muestra sobre
el tacon se realizo por desplazamiento con una serie de soluciones de etanol (70, 80, 90,
95 y dos veces en etanol 100 %). Finalmente, esta fue sometida a un proceso de secado
al punto critico y recubrimiento metalico con cromo para los analisis por MEB con
emisién de campo, usando un microscopio Hitachi S-800FE. El tamafio celular se
determind mediante el programa NSS 2.1, el cual tiene un software de analisis de

espectro e imagenes electrénicas.

La variacion del efecto de los compuestos aislados sobre la longitud y el ancho
de las bacterias, fue evaluada mediante una prueba de analisis de varianza de una via.
Los datos fueron transformados a logaritmo decimal cuando las varianzas fueron
heterogéneas. Cuando no se pudo corregir la heterocedastocidad con la transformacion
de los datos, se us6 una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis (Zar, 1984) y un
analisis a posteriori (Conover, 1980).

E. Fraccionamiento de los extractos

Las fracciones en acetato de etilo (FAE) y extractos en metanol (EM) de las
esponjas, se separaron mediante el uso de cromatografia de columna, en la cual los
solventes son conducidos a traves de una columna empacada con un adsorbente. Se
realizd cromatografia de columna al vacio segln la técnica descrita por Targett et al.

(1979). El adsorbente empleado fue silica gel para capa fina Kiesegel D, 5-40 um
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Riedel de Haén AG y HPLC de fase reversa C4 o C18, ademéas de Sephadex LH20,
particulas 100-300 p, Fine Chemicals, Pharmacia, Sweden), dependiendo de la

naturaleza quimica de los extractos y/o fracciones que se separaron.

La FAE de la esponja Ircinia strobilina fue particionada a través de
cromatografia de columna al vacio utilizando una columna de 2 cm de didmetro por 60
cm de alto, empacada con 80 g de Sephadex LH 20 estabilizado con acetato de etilo:
metanol (8:2) a una velocidad de flujo de 20 gotas/min. La elucidn se inicié con acetato
de etilo: metanol (8:2), variando el eluyente y haciendo mezclas de acuerdo a una
polaridad creciente y recolectando eluatos de 125 ml. Estos ultimos fueron agrupados
segun su similitud al analizarlos por CCF y revelar con luz UV y vapores de yodo. Las

subfracciones obtenidas fueron bioevaluadas para determinar su efecto antibacteriano.

La fraccién 6 (Fg) obtenida de la FAE de Ircinia strobilina (932,5 mg), se
sometio a separacion cromatografica al vacio utilizando 10,72 g silica gel DGF
(Kieselgel DGF) 234 nm, con una columna de 20 cm de alto y 2 cm de diametro. La
elucion se inicié con acetato de etilo (100%), variando el eluyente y haciendo mezclas

de acuerdo a una polaridad creciente y recolectando eluatos de 5 ml.

La subfraccion Fg; fue objeto de separacién por cromatografia de columna al
vacio (CCV). Se utilizé 8,00 g silica gel DGF (Kieselgel DGF) 234 nm, con una
columna de 20 cm de alto y 2 cm de diametro. La elucion se inicié con cloroformo,
variando el eluyente usando mezclas de acuerdo a una polaridad creciente y

recolectando eluatos de 5 ml.

La subfraccion Fg 1 3, fue soluble ACN:H,0 (2:3) el volumen de inyeccion fue de
30 pl de la muestra. La corrida se realizé6 0-100% ACN por un tiempo de 50 min, se
utilizé la columna C-18 zZ18TP™ 250 x4,6 mm x10 um Grace Davison Discovery

Sciences.

La subfraccion Fe13 (20s4) Obtenida de la subfraccion Fei13 Se sometio a
repurificacién a una velocidad de flujo de 1ml/min, utilizando los gradientes de 0-30
min (30% ACN), 30-32 min (100% ACN), 32-35 min (100% H,0), 35-45 min (100%
H,0) a volumen de inyeccion de 30 ul utilizando una columna C-18 250 mm x 4,6 mm.
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F. Elucidacion estructural de las sustancias aisladas

La elucidacién de las estructuras de los compuestos aislados se realizd a traves
de métodos espectroscopicos, de uso tradicional en quimica de productos naturales. Los
métodos espectroscopicos, especialmente resonancia magnética nuclear (RMN) y
cromatografia de gases-espectrometria de masas (CG/EM) constituyen la base del
proceso, aunado a la técnica de espectrometria de masas de ionizacion blanda con
electrospray (ESI MS) conforman el pilar fundamental en la elucidacion estructural de
uso cotidiano en este campo.

El andlisis espectroscopico de RMN de los compuestos aislados se realiz6 con el
servicio del Laboratorio de Resonancia Magnética Nuclear del centro de quimica del
IVIC, cuyos analisis se efectuaron en espectrometros marca Bruker Advance (300 y 500
MHZz) y en un espectrémetro Bruker (500 MHz Observer Cryoprobe), perteneciente al
Deparment of Organic Chemistry, University of Copenhaguen-Denmar. Este Gltimo
espectrometro tiene la ventaja de que los analisis se realizan en tiempos mas cortos en
comparacion con los espectrémetros convencionales. Para el analisis por espectrometria
de masas por ionizacion con electrospray (ESI MS) se empled un espectrometro de

masas cuadripolar (QMS) Finnigan TSQ Quantum, Thermo Scientific.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Los extractos metandlico-acuosos y las fracciones en acetato de etilo se

obtuvieron a partir de cada una de las muestras de esponjas frescas, las cuales fueron

objeto de concentradas a presion reducida por separados, obteniéndose los diferentes

extractos metandlicos-acuosos. Dichos extractos se sometieron a particion con acetato

de etilo (Tabla 3). De todos los extractos y fracciones, el que presentd mayor

rendimiento fue el extracto metanolico-acuoso de Aplysina lacunosa, paradojicamente

fue la esponja de menor rendimiento con respecto a la particion en acetato de etilo.

Tabla 3. Masas y porcentajes de extraccion de las esponjas marinas frescas colectadas
en la Bahia de Mochima, Venezuela.

Esnonias Masa humeda Fraccion o Masa-fraccion Rendimiento

pon) (9) Extracto (9) (%)

o ) EM-Af 15,0076 0,57
Aplysina fistularis 2600

FAE- Af 7,1662 0,28

_ EM-AI 9,4520 0,68
Aplysina lacunosa 1380

FAE- Al 2,8510 0,21

. . EM-Is 17,0531 0,23
Ircinia strobilina 7200

FAE-Is 12,7864 0,18

) ) EM-Cv 7,9062 0,41
Cliona varians 1950

FAE-Cv 47559 0,24

Halichondria 1183 EM-Hm 7,4933 0,63

melanadocia FAE-HmM 3,7185 0,31

Cinachyrella kuekenthali 1865 EE- Ck 9,0291 0,48

EM: extracto metandlico, FAE: fraccién en acetato de etilo, EE: extracto en etanol., Af: Aplysina
fistularis, Al: A. lacunosa, Is: Ircinia strobilina, Cv: Cliona varians, Hm: Halichondria melanadocia, Ck:

Cinachyrella kuekenthali.
Anélisis quimico

A los extractos metandlicos y fracciones en acetato de etilo de A. fistularis, A.

lacunosa, 1. strobilina, C. varians, H. melanadocia y adicionalmente al extracto en

etanol de Cinachyrella kuekenthali se les realizaron analisis quimico para revelar la

presencia de los metabolitos secundarios (Tabla 4).
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Tabla 4. Andlisis quimico de los extractos y fracciones de Aplysina fistularis, A.
lacunosa, Ircinia strobilina, Cliona varians, Halichondria melanadocia y Cinachyrella
kuekenthali.

Extracto/fraccion AAIcalcéidesC Esteroles Triterpenos Saponinas
EM-Af + - - + - +
EM-AI -+ - - + +
EM-Is + - - + - +
EM-Cv - - - + - +
EM-Hm - - - + - +
FAE- Af + - - + - 1A
FAE- Al - - - + - IA
FAE-Is + - - + - IA
FAE-Cv + - - ; + IA
FAE-Hm + - - - + IA
EE-Ck + - - + - +

EM: Extracto metandlico, FAE: fraccion en acetato de etilo, EE: Extracto etandlico, Af: A. fistularis, Al:
A. lacunosa, Is: I. strobilina, Cv: C. varians, Hm: H. melanadocia, Ck: C. kuekenthali, A: alcaloides
basicos, B: alcaloides débilmente basicos, C: sales cuaternarias de amonio; IA: insoluble en agua, +:
presencia, -: ausencia.

Se detectd la presencia de esteroles en las fracciones en acetato de etilo de A.
fistularis, A. lacunosa, I. strobilina también en los extractos metandlico-acuosos de la
mayoria de las esponjas probadas excepto en A. lacunosa en la cual se detectoalcaloides
débilmente bésicos; alcaloides basicos en los extractos metandlico-acuosos de A.
fistularis e I. strobilina ademas en casi todas las fracciones en acetato de etilo excepto
en la de A. lacunosa; los triterpenos se detectaron en el extracto metanolico-acuoso de
Aplysina lacunosa y en las fracciones en acetato de etilo de Cliona varians y
Halichondria melanadocia. Las saponinas se observaron en todas las muestras

metanolica-acuosas (Tabla 4).

Existen algunos reportes que concuerdan con los resultados obtenidos en esta

investigacion, en lo que respecta a la deteccion o aislamiento de metabolitos

50



secundarios en especies de Aplysina, y solo se ha sefialado la presencia de alcaloides
(Hollenbeak et al., 1976; Goo et al., 1980; Ciminiello et al., 1994; Lanza et al., 2006) y
esteroles (Walkup et al., 1981; Catalan et al., 1985; Lawson et al., 1988; Lanza et al.,
2006; Gutterres et al., 2008), aunque paraddjicamente no se observaron en el extracto
metanolico de A. lacunosa.

Los resultados en Cliona varians son comparables a los citados por Cordeiro et
al., 2006, quienes mencionan el aislamiento de un compuesto de naturaleza esteroidal
(clionastatina), el cual presento actividad antiviral.

Asimismo, se pueden contrastar los resultados con el aislamiento de compuestos
esteroidales con actividad antitumoral en el extracto etanolico de Halichondria rugosa
(Zhang et al., 2007) y de alcaloides como haliclonaciclamina E y arenosclerina A
(Berlinck et al., 2004). Asi como lactamas las cuales se aislaron de H. melanadocia a
partir de los extractos en alcohol isopropilico (Gopichand & Schmitz, 1979).

En los extractos en acetato de etilo y metandlico se observd la presencia de
alcaloides en I. strobilina, estos resultados son comparables a los obtenidos por Pettit et
al. (2004), quienes aislaron alcaloides (Irciniastatinas A y B) de I. ramosa con actividad
citotdxica frente a células de leucemia de raton P388.

Actividad antibacteriana y/o fototdxica

Las muestras obtenidas a partir de las diferentes esponjas (extractos metanélico-

acuoso Y fracciones en acetato de etilo), sometidas a andlisis de actividad antibacteriana

produjeron los siguientes resultados:
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Tabla 5. Actividad antibacteriana y/o fototoxica del extracto metanolico-acuoso de
Cliona varians frente a especies bacterianas Gram negativas y Gram positivas.

Tiempo de irradiacion en horas

Microorganismos 0 2 4 6
Bacillus subtilis - - - -
Enterobacter cloacae - - - -
Yersinia enterocolitica - - - -
Acinetobacter calcoaceticus 14 14 14 14

Pseudomonas aeruginosa
Micrococcus luteus

Escherichia coli

Diametro del halo de inhibicién en

Staphylococcus aureus aureus - - - - E
-: no se observé halo de inhibicién
Tabla 6. Actividad antibacteriana y/o fototoxica de la fraccion en acetato de etilo de
Cliona varians frente a especies bacterianas Gram negativas y Gram positivas.

Tiempo de irradiacion en horas
Microorganismos 0 2 4 6
Bacillus subtilis 15 15 15 15 &
Enterobacter cloacae - - - - ?§
Yersinia enterocolitica - - - - %
Acinetobacter calcoaceticus - - - -3
Pseudomonas aeruginosa - - - - E?s
Micrococcus luteus - - - -3
Escherichia coli - - - - %
Staphylococcus aureus aureus 12 12 12 12 :<§ g

-1 no se observo halo de inhibicién
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Tabla 7. Actividad antibacteriana y/o fototoxica del extracto metanolico-acuoso de
Aplysina fistularis frente a especies bacterianas Gram negativas y Gram positivas.

Tiempo de irradiacion en horas

Microorganismos 0 2 4 6

Bacillus subtilis 15 15 15 15
Enterobacter cloacae - - - -
Yersinia enterocolitica - - - -
Acinetobacter calcoaceticus 12 12 12 12

Pseudomonas aeruginosa - - - -

Micrococcus luteus - - - .

Escherichia coli - - - .

Diametro del halo de inhibicién en mm

Staphylococcus aureus aureus 13 13 13 13

-1 no se observo halo de inhibicién

Tabla 8. Actividad antibacteriana y/o fototoxica de la fraccion en acetato de etilo de
Aplysina fistularis frente a especies bacterianas Gram negativas y Gram positivas.

Tiempo de irradiacién en horas

Microorganismos 0 2 4 6

Bacillus subtilis 40 35 35 35

Enterobacter cloacae - - - -
Yersinia enterocolitica - - - -
Acinetobacter calcoaceticus 15 15 15 15
Pseudomonas aeruginosa - - - -
Micrococcus luteus - - - -

Escherichia coli - - - -

Diametro del halo de inhibicion en

mm

Staphylococcus aureus aureus - - - -

- no se observé halo de inhibicion
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Tabla 9. Actividad antibacteriana y/o fototoxica del extracto metanolico-acuoso de
Aplysina lacunosa frente a especies bacterianas Gram negativas y Gram positivas.

Tiempo de irradiacion en horas

Microorganismos 0 2 4 6

Bacillus subtilis 14 16 14 14
Enterobacter cloacae - - - -
Yersinia enterocolitica - - - -
Acinetobacter calcoaceticus 12 12 12 12
Pseudomonas aeruginosa - - - -
Micrococcus luteus - - - -

Escherichia coli - - - .

Diametro del halo de inhibicién

enmm

Staphylococcus aureus aureus 12 12 12 12

-1 no se observo halo de inhibicién

Tabla 10. Actividad antibacteriana y/o fototdxica de la fraccion en acetato de etilo de
Aplysina lacunosa frente a especies bacterianas Gram negativas y Gram positivas.

Tiempo de irradiacion en horas

Microorganismos 0 2 4 6

Bacillus subtilis 25 23 23 22
Enterobacter cloacae 23 23 22 25
Yersinia enterocolitica 27 26 27 27
Acinetobacter calcoaceticus 19 22 20 20
Pseudomonas aeruginosa 25 22 22 25

Micrococcus luteus - - - .

Escherichia coli 20 18 17 17

Diametro del halo de inhibicién en mm

Staphylococcus aureus aureus 20 15* 15* 17*

-1 no se observé halo de inhibicion, *; bacteriostatico
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Tabla 11. Actividad antibacteriana y/o fototoxica del extracto metandlico-acuoso de
Halichondria melanadocia frente a especies bacterianas Gram negativas y Gram
positivas.

Tiempo de irradiacion en horas

Microorganismos 0 2 4 6

Bacillus subtilis 12 - - .
Enterobacter cloacae - - - .
Yersinia enterocolitica - - - .

Acinetobacter calcoaceticus - - - -

halo de inhibicion

Pseudomonas aeruginosa - - - -
Micrococcus luteus - - - .
Escherichia coli - - - .

Staphylococcus aureus aureus - - - -

Diametro del
en mm

-1 no se observo halo de inhibicién

Tabla 12. Actividad antibacteriana y/o fototdxica de la fraccion en acetato de etilo de
Halichondria melanadocia frente a especies bacterianas Gram negativas y Gram
positivas.

Tiempo de irradiacion en horas

Microorganismos 0 2 4 6

Bacillus subtilis - - - -
Enterobacter cloacae - - - -
Yersinia enterocolitica - - - -
Acinetobacter calcoaceticus - - - -
Pseudomonas aeruginosa - - - -
Micrococcus luteus - - - -

Escherichia coli - - R .

Diametro del halo de inhibicién en

mm

Staphylococcus aureus aureus - - - -

-1 no se observo halo de inhibicién
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Tabla 13. Actividad antibacteriana y/o fototoxica del extracto en etanol de Cinachyrella

kuekenthali frente a especies bacterianas Gram negativas y Gram positivas.

Tiempo de irradiacién en horas

Microorganismos 0 2 4 6

Bacillus subtilis - - 17 17 =
Enterobacter cloacae 15 15 15 15 :§
Yersinia enterocolitica 13 13 13 13 g
Acinetobacter calcoaceticus 17 17 17 17 ;
Pseudomonas aeruginosa - - - - Eos
Micrococcus luteus 19 20 20 20 3
Escherichia coli 14 14 14 14 %
Staphylococcus aureus aureus 16 16 16 16 B% E

-1 no se observo halo de inhibicién

Tabla 14. Actividad antibacteriana y/o fototoxica del extracto metandlico-acuoso de
Ircinia strobilina frente a las especies bacterianas Gram negativas y Gram positivas.

Tiempo de irradiacién en horas

Microorganismos 0 2 4 6

Bacillus subtilis 22 22 22 21 S
Enterobacter cloacae 15 15 15 15 é
Yersinia enterocolitica 14 14 15 15 f
Acinetobacter calcoaceticus - - - - z
Pseudomonas aeruginosa - - - - 5:_5
Micrococcus luteus 14 14 14 14 S
Escherichia coli - - - - § g
Staphylococcus aureus aureus 29 27 27 26 B =

- no se observé halo de inhibicion

56



Tabla 15. Actividad antibacteriana y/o fototdxica de la fraccion en acetato de etilo de
Ircinia strobilina frente a especies bacterianas Gram negativas y Gram positivas.

Tiempo de irradiacién en horas

Microorganismos 0 2 4 6

[
Bacillus subtilis 12 12 15 16 2
Enterobacter cloacae 14 15 15 16 g
Yersinia enterocolitica 13 15 17 18 g
Acinetobacter calcoaceticus 15 15* 14 12 c—os
Pseudomonas aeruginosa 20 20 17 17 f

[¢B)
Micrococcus luteus 22*/15 25*/15 20*/12 20*/12 :
Escherichia coli - - - - g _

< E
Staphylococcus aureus aureus 41 40 40 38 8 &

-: no se observo halo de inhibicion, *: bacteriostatico

El extracto metandlico-acuoso de la esponja Cliona varians (Tabla 5) mostrd
efecto antibacteriano frente a Acinetobacter calcoaceticus (diametro del halo de
inhibicién de 14 mm) y la fraccion en acetato de etilo (Tabla 6) frente a Bacillus subtilis
(15 mm) y Staphylococcus aureus aureus (12 mm).

Se observo el efecto antibacteriano del extracto metandlico-acuoso de Aplysina
fistularis (Tabla 7) y A. lacunosa (Tabla 9) frente a las bacterias B. subtilis, A.
calcoaceticus y S. aureus aureus, mientras que en la fraccion en acetato de etilo de A.
fistularis sélo mostrd efecto sobre A. calcoaceticus (15 mm) y en B. subtilis, cuyos
didmetros de los halos de inhibicion oscilaron entre 35 y 40 mm (Tabla 8).

Este comportamiento fue semejante al ejercido por el extracto metanolico-
acuoso de A. lacunosa (Tabla 10); adicionalmente, se mostrd el efecto antibacteriano de
la fraccion en acetato de etilo en Enterobacter cloacae (22 a 25 mm), Y. enterocolitica
(26-27 mm), P. aeruginosa (22 a 25 mm) y Escherichia coli (17 a 20 mm).

Con respecto a H. melanadocia (Tabla 11) se mostré efecto inhibitorio sobre B.
subtilis (12 mm) del extracto metandlico-acuoso, mientras que la fraccién en acetato de

etilo no ejercid efecto sobre las cepas ensayadas (Tabla 12). Con respecto al etandlico
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acuoso de Cinachyrella kuekenthali (Tabla 13) mostrd actividad sobre Bacillus subtilis
(17 mm), Enterobacter cloacae (15 mm), Yersinia enterocolitica (13 mm),
Acinetobacter calcoaceticus (17 mm), Micrococcus luteus (19 a 20 mm), Escherichia

coli (14 mm), Staphylococcus aureus aureus (16 mm).

Por otra parte, el extracto metandlico-acuoso de Ircinia strobilina (Tabla 14)
mostro efecto inhibitorio frente a S. aureus aureus (26-29 mm), B. subtilis (14 mm).
Con respecto a la fraccion en acetato de etilo de I. strobilina (Tabla 15), se observo
efecto antibacteriano sobre A. calcoaceticus (disminuy6 su efecto de 15 a 12 mm) y S.
aureus aureus (disminuyé su efecto de 41 a 38 mm); adicionalmente, ejercié efecto
fototoxico a B. subtilis (12 a 16 mm), Enterobacter cloacae (14 a 16 mm), M. luteus (20
a 25 mm con efecto bacteriostatico) y Y. enterocolitica (13 a 18 mm). Estos resultados
contradicen lo reportado por Galeano & Martinez (2007), quienes no hallaron actividad
de C. varians frente a S. aureus, pero si coinciden a lo observado en I. strobilina frente
a esta bacteria; adicionalmente, E. coli y Candida albicans mantuvieron resistencia
frente al extracto metandlico. Existen reportes sobre la actividad antimicrobiana de los
polydiscamides B-D aislados de Ircinia sp. (Feng et al., 2008).

El resultado del efecto antibacteriano de Aplysina fistularis no concuerda con lo
obtenido por Lanza et al. (2006), quienes encontraron una notable actividad de la
fraccion en acetato de etilo sobre las bacterias E. coli, P. aeruginosa y S. aureus; sin
embargo, en esta investigacion no se observo la actividad antibacteriana frente a estas
tres bacterias. En tal sentido, Walker et al. (1985), expresaron que los patrones de
liberacion de metabolitos secundarios pueden diferir cualitativa o cuantitavamente,
dependiendo de las condiciones a las cuales las esponjas se encuentran sometidas,
entonces probablemente los compuestos con propiedades activas frente a estas bacterias
no se encontraban o la cantidad no era suficiente; a la variacion natural de los
compuestos activos segun el ambiente en el cual la esponja se desarrolla
(Christophersen, 1991; Betancourt et al., 1998), pues el proceso de extraccion fue
similar al de Lanza et al. (2006), cuyo método de extraccion posiblemente pudo afectar

la naturaleza activa de los compuestos.
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El efecto antibacteriano frente a Staphylococcus aureus fue ejercido por la
mayoria de los extractos crudos probados, lo que permite corroborar la potencialidad de
los extractos. En este orden de ideas, Pratt (1977), propone que el determinante mas
evidente de la respuesta bacteriana al antibidtico, es la presencia del sitio de accion de la
droga, es decir, si el microorganismo carece de receptor para la misma no respondera a
ésta 0 porque su concentracion en el sitio de accion es insuficiente para causar efecto.
Ademas, las bacterias pueden sobrevivir si el aumento de la tension osmdtica es

suficiente como para impedir la ruptura celular.

Se ha demostrado que varios antibidticos causan alteraciones especificas de la
permeabilidad de la membrana de la doble capa lipidica y del contenido catiénico
celular, dependiendo de la naturaleza de los compuestos quimicos, su estado molecular
y sus cargas eléctricas, lo cual determina la velocidad de difusion a través de la

membrana (Pratt, op. cit.).

Es muy importante destacar la accion antibacteriana ejercida por el o los
compuestos responsables del efecto, en el cual la diferencia entre las barreras de
permeabilidad de la envoltura de las Gram negativas y Gram positivas es determinante
para predecir la sensibilidad a los mismos, ya que las bacterias Gram positivas presentan
una membrana celular rodeada por una pared de peptidoglicano y las Gram negativas

tienen una doble envoltura por fuera de la pared de peptidoglicano (Pratt, op. cit.).

En este sentido, Frioni (1999), establece que la pared de las bacterias Gram
positivas constan principalmente de un solo tipo de molécula: el peptidoglicano,
también llamado mureina formado por cadenas de dos aminoazucares: N-acetil
glucosamina y N-acetil murdmico que no se encuentran en las células eucariotas con
puentes tetrapeptidicos de aminoacidos que le dan a esta molécula Unica una estructura

de malla y gran rigidez.

El acido diamino pimélico (DAP) es un aminoacido presente en todas las
bacterias Gram negativas y en algunas especies Gram positivas. Otros componentes de
las paredes son los lipopolisacaridos, proteinas, acido teicoicos (polisacaridos con

residuos de glicerofosfato o fosfato de ribitol). Estos polioles estan conectados por
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ésteres fosfato y suelen unirse a otros azucares y a la D-alanina. La pared de las Gram
negativas presenta una capa externa de lipopolisacéridos (LPS). En el lado interno se
ubica una lipoproteina. Algunas de estas proteinas Ilamadas porinas sirven de canales

para entrada y salida de sustancias de baja masa molecular.

El efecto antibacteriano tanto en Gram positivas como en Gram negativas,
probablemente pueda deberse a la estructura quimica de algunos metabolitos, siendo
interesante mencionar la peculiar estructura de lipopéptido macrociclico de ciertos
compuestos, los cuales no se encuentran directamente relacionados con otros
antibidticos, farmacologica ni quimicamente, tal es el caso de la daptomicina, un
antibidtico activo que actla exclusivamente sobre bacterias Gram positivas (tanto
aerobias como anaerobias). El hecho de que la daptomicina actle de modo bactericida,
pero sin destruir la estructura de la célula bacteriana, es de particular interés (Hernandez
et al., 2007).

Los antibidticos que actlan sobre la sintesis de la pared bacteriana de los Gram
positivos provocan la lisis de ésta y la liberacion al exterior de su contenido proteico, lo
que da lugar a una mayor activacién de la respuesta inflamatoria e inmunitaria. Por lo
tanto, la no rotura de la estructura bacteriana podria constituir una ventaja, al menos en
teoria, al disminuir los riesgos de una “autoagresion” derivada de una hiperrespuesta del
propio huésped. Otro aspecto caracteristico de algunos antibioticos es que pueden actuar
en cualquier fase del ciclo bacteriano, no sélo durante el crecimiento exponencial sino
también cuando las bacterias se encuentran en la fase de reposo o estacionaria. En
cambio, la actividad de otros antibidticos (como la vancomicina o la teicoplanina), se ve

condicionada por la fase del ciclo bacteriano (Hernandez et al., 2007).

Los resultados de la actividad biologica frente a las cepas bacterianas, motivaron
a la seleccién de la esponja I. strobilina para posteriores separaciones cromatogréaficas
guiadas mediante biomonitoreos en base a bioensayos de actividad bioldgica, ademas de
ser la especie de la que se obtuvo mayor cantidad de muestra para continuar con el
procesamiento cromatografico que pudiera conllevar al aislamiento de sustancias

bioactivas puras. Por otro lado, de la esponja Cinachyrella kuekenthali se ha reportado
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efecto antimicrobial (Galeano & Martinez, 2007), asi como el aislamiento de sustancias
acilpoliaminas de cadena larga lineal con efecto apoptético sobre lineas celulares de
tumores de colon HT-29 y mama SK Br-3 a concentraciones bajas semejante al

paclitaxel (taxol) (Henriquez, 2009).
Actividad fototdxica

De los extractos probados, el extracto metandlico de A. lacunosa (Tabla 9)
mostré una ligera actividad fototdxica frente B. subtilis, y de la fraccién en acetato de
etilo en A. calcoaceticus sp, después de 4 horas de irradiacion, igualmente se pudo
apreciar que el didmetro de inhibicion se mantuvo invariable hasta las 6 horas de
irradiacion en casi todas las bacterias, disminuyendo en algunos casos (B. subtilis, E.
coli y S. aureus), mientras que la especie M. luteus fue resistente tanto al extracto

metandlico como la fraccion en acetato de etilo.

Con respecto a I. strobilina, se observo efecto fototdxico del extracto metandlico
(Tabla 14) ante la bacteria Yersinia enterocolitica y la fraccion en acetato de etilo
(Tabla 15) mostré efecto fototdxico frente a Y. enterocolitica, B. subtilis y E. cloacae,
mientras que, en las bacterias P. aeruginosa y M. luteus se observaron disminucion del

efecto inhibitorio a partir de las 2 horas de irradiacion.

Las esponjas restantes (A. fistularis, C. varians, H.melanadocia y C.
kuekenthali) no arrojaron resultados positivos en lo concerniente a actividad fototoxica,
cuyos extractos no pueden considerarse fototdxicos, debido a que durante el periodo de
exposicion a irradiaciones UV, éstos no presentaron cambios significativos en el
diametro de los halos de inhibicion, lo que determina que el o los metabolitos presentes

en los diferentes extractos poseen sélo efecto antibacteriano.

Daniels (1965) al disefiar un método microbioldgico para demostrar la presencia
de sustancias fototoxicas, propuso que éstas estdn asociadas con la exposicion a las
radiaciones solares, las cuales tienen la propiedad de ser activadas por accion de la luz;
quizas esta actividad no se manifieste en esponjas marinas debido a su naturaleza seésil,
su distribucion a grandes profundidades bajo el agua o su simetria, las cuales se han

sugerido como causa de proteccion contra las radiaciones solares, pero ninguna de éstas
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ha sido demostrada (Ruppert & Barnes, 1996); razon por la cual se podria inferir que la
ausencia de un resultado fototoxico positivo, se deba a que las esponjas no lo producen

notablemente.

Por otra parte, Meckes-Lozoya & Campos (1986), propusieron que este
mecanismo se desarrolla cuando algunos metabolitos secundarios se excitan y pasan a
niveles de energia o estados electrénicos superiores mediante la absorcion de un foton
suministrado por la radiacion ultravioleta artificial o solar, en particular en un rango de
230-400 nm.

Actividad antiflingica

Los extractos metandlico-acuosos de todas las esponjas proporcionaron
resultados negativos, sin embargo, algunas de las fracciones en acetato de etilo

mostraron actividad antifungica (Tabla 16).

El efecto antifingico de las fracciones en acetato de etilo de las esponjas
Aplysina fistularis y Halichondria melanadocia se reflejé sobre C. albicans, mientras
que las especies A. lacunosa e Ircinia strobilina inhibieron solo el crecimiento de
Penicillum crustosum y Mucor sp., los extractos obtenidos de las esponjas restantes no
manifestaron actividad antifingica sobre ninguno de los hongos probados (Tabla 16).

Se han aislado compuestos con potencial fungicida, por ejemplo el nuevo
policétido Swinhoeiamida A aislado de Theonella swinhoei, el cual inhibié el
crecimiento de los hongos C. albicans y Aspergillus fumigatus con CMI de 1,2 y 1,0
pg/ml, respectivamente (Edrada et al., 2002). Los compuestos Basiliskamidas A y B
purificados de Petrosia corticata mostraron propiedades fungicidas frente a Candida
albicans (Nishimura et al., 2002).

Los resultados negativos en esta investigacion, posiblemente se deban a la
existencia de mecanismos de resistencia desarrollados por las cepas de hongos ante las
fracciones y extractos probados. En este orden de ideas, Joklik (1995), establecieron que
puede ocurrir disminucion de la permeabilidad del microorganismo a la droga,

inactivacion del inhibidor por enzimas producidas por el microorganismo resistente,
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modificacion de las propiedades del sitio receptor de la droga y el aumento de la sintesis
de un metabolito que es antagdnico para la droga comerciales.

Tabla 16. Actividad antifingica de las fracciones en acetato de etilo de esponjas marinas
frente a las especies de hongos.

Esponjas

. . Cliona Aplysina Aplysina Halichondria Cinachyrella Ircinia
Microorganismos yarians fistularis lacunosa mmelanadocia kuekenthali  strobilina

A. niger ) ) ; . - ;
A. oryzae ) ) ) ) ) )
IS
C. lunata €
- - - - - - £
C. albi g
. alpicans _ 22 _ 18 - - c
[<3]
P. expansus S
P. crustosum - - 19 18 2
- - c
@
Mucor sp - - 15 - - 23 °
[}
o <
T. viridis o i i i i =
3
Fussarium sp =
- - - - - = [«5)
IS
F. poae ) ) ) ) ) ] ?‘DE

F. moniliforme

-1 no se observé halo de inhibicion

Toxicidad frente a Artemia sp.

Del estudio bioldgico realizado a los diferentes extractos y fracciones de las
esponjas, se pudo observar que los mismos no manifestaron un efecto tdxico aceptable,
al contrastar los aportes de Meyer et al. (1982) frente a los nauplios de Artemia sp.
(Tabla 17). Las fracciones en acetato de etilo no fueron solubles en agua luego de usar
DMSO, por lo tanto no se realizo la prueba con estas muestras. En las Tablas 18-23 se
presentan los resultados obtenidos del tratamiento con los nauplios de Artemia sp. a

diferentes concentraciones de los extractos obtenidos de las esponjas en estudio.

La concentracion letal media (CLsy) del extracto metandlico-acuoso de
Cinachyrella kuekenthali contra Artemia sp. fue el de mayor aceptacion con 46,99
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ug/ml (Tabla 23), por presentar un rango mas estrecho de probabilidad, el cual se
obtuvo mediante el método Probit del programa de analisis estadistico disefiado por
Stephan (1977).

Tabla 17. Numero de nauplios muertos de Artemia sp. expuestos a diferentes
concentraciones de extractos hidroalcohdlicos de las esponjas en estudio.

Concentracion (mg/mil)

1000 100 10 1 0,21 0,01 Control

EM-Af 23 10 1 0 0 0 0
g
EM-AI 29 9 2 0 0 0 0 o
=
(72}
8 EM-Is 12 5 0 0 0 0 0 S
3] 2
o =
£ EM-Cv 24 7 0 0 0 0 0 E
L D
©
EM-Hm 8 6 3 0 0 O 0 E
>
EE-Ck 3 25 9 1 0 0 0

Extractos metandlicos (EM) de Af: Aplysina fistularis, Al: A Aplysina lacunosa, Is: Iricinia strobilina,
Cv: Clionavarians, Hm: Halichondria melanadocia, Ck: Cinachyrella kuekenthali

Tabla 18. Valores de CLsy del extracto metandlico-acuoso de la esponja Ircinia
strobilina sobre nauplios de Artemia sp.

Limite de confianza (95%)

Método CLso (ng/ml) Inferior Superior

Binomial Fekkokokek ke Heokkdekek
Moving Average S— — —
Probit 3252,15 1153,00 43950,7
Logit 11560,54 0,00 o0

«; El método no expreso la CLsy ; oo: infinito
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Tabla 19. Valores de CLs del extracto metanolico-acuoso de la esponja Cliona varians
sobre nauplios de Artemia sp.

Limite de confianza (95%)

Método CLso (ng/ml) Inferior Superior
Binomial 599,40 100,00 1000,00
Moving Average 599,40 339,49 1595,17
Probit 603,65 362,40 1222,07
Logit 786,68 123,55 1716,65

Tabla 20. Valores de CLsg del extracto metandlico-acuoso de la esponja Halichondria
melanadocia sobre nauplios de Artemia sp.

Limite de confianza (95%)

Método CLso (ng/ml) Inferior Superior
Binomial S— —— —
Moving Average falaiokalaie falaiakaloll falalaaioad
Probit 1562,66 606,81 9000,13
Logit 2224,63 704,06 16440,13

«El método no expreso la CLs

Los extractos metandlico-acuosos obtenidos a partir de las esponjas en estudio
fueron poco toxicos contra los nauplios de Artemia sp., observandose que la CLso en
Ircinia strobilina fue de 3252,15ug/ml por el método de Probit (Tabla 18), en Cliona
varians fue de 603,65ug/ml (Probit, Tabla 19), en Halichondria melanadocia la CLsg
fue 1562,66 pg/ml por Probit (Tabla 20), en Aplysina fistularis la CLsy fue 581,24
ug/ml mediante el método de Binomial (Tabla 21), en relacion A. lacunosa la CLs, fue
358,76 ug/ml (Moving Average, Tabla 22).
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Tabla 21. Valores de CLso del extracto metandlico-acuoso de la esponja Aplysina
fistularis sobre nauplios de Artemia sp.

Limite de confianza (95%)

Método CLso (ng/ml) Inferior Superior
Binomial 597,43 100,00 1000,00
Moving Average 597,43 277,00 3500,17
Probit 581,24 313,40 1426,97
Logit 723,39 241,60 4539,55

Tabla 22. Valores de CLsy del extracto metandlico-acuoso de la esponja Aplysina
lacunosa sobre nauplios de Artemia sp.

Limite de confianza (95%)

Método CLso (ng/ml) Inferior Superior
Binomial 358,76 100,00 1000,00
Moving Average 358,76 213,56 637,46
Probit 345,80 204,24 665,32
Logit 389,65 73,63 4393,55

Todos los valores de CLsy estan por encima del limite maximo sefialado por
Meyer et al. (1982) para ser considerados como sustancias que pudieran presentar
citotoxicos en lineas celulares de tumores cancerigenos, quienes lograron establecer la
relacion entre los valores de CLsy obtenidos y las pruebas de toxicidad aplicadas a las
células cancerigenas 9KB y 9PS, la cual determina que la actividad de los compuestos
puros en prueba es significativa cuando la CLsp< 30 pg/ml, segun protocolo del

National Cancer Institute.
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Tabla 23. Valores de CLs del extracto metandlico-acuoso de la esponja Cinachyrella
kuekenthali sobre nauplios de Artemia sp.

Limite de confianza (95%)

Método CLso (ng/ml) Inferior Superior
Binomial 49,75 10,00 1000,00
Moving Average 51,07 26,55 104,93
Probit 46,99 25,49 91,88
Logit 47,95 25,25 97,84

Por otra parte, Solis et al. (1993) plantearon una correlacion positiva entre la
bioactividad contra A. salina y el efecto citotoxico en células KB (carcinoma
nasofaringeo humano), en el cual una décima parte del CLso contra A. salina representa
el EDsq frente a las células cancerigenas. Esto permite afirmar que estas muestras no
pueden ser consideradas citotoxicas a bajas concentraciones.

Existen estudios en los cuales se ha evaluado la sensibilidad de embriones
descapsulados y nauplios (Migliore et al., 1997), donde no hubo diferencias entre
ambos tipos de organismos probados, siendo un sistema conveniente para probar drogas
contaminantes solubles en agua. Sin embargo, otros estudios demostraron que hay una
buena relacion entre la sensibilidad al compuesto y el grado de desarrollo del crustaceo
(Sorgeloos et al., 1978b; Sleet & Brendel, 1983), y por esa razén se prefiere utilizar los
estadios iniciales, ya que son los méas convenientes para detectar toxicidad.

En este mismo orden de ideas, Barahona & Sanchez-Fortin (1996) indicaron
que Artemia salina a las 48 h de haber descapsulado, son mas sensible a algunos
solventes organicos y pesticidas, que 72 y 168 h. En comparacidn con otros organismos
utilizados en toxicologia acuatica, Artemia salina presenta una sensibilidad variable,
dependiendo del compuesto y de la especie comparada (Barahona & Sanchez-Fortan,
1996). En el presente trabajo se encontré que las muestras de las esponjas probadas no
revelaron toxicidad relevante (CLsp>30 ug/ml) frente a los nauplios de Artemia sp. a las
concentraciones establecidas por el bioensayo.
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En lo que respecta a la resistencia a la inanicion, Sorgeloos et al. (1978a)
sefialaron que los nauplios de Artemia nacen con una reserva vitelina que le proporciona
nutricion durante 1 a 2 dias, mientras que se termina de formar el tubo digestivo. Esta
particularidad que tienen los nauplios de Artemia de sobrevivir sin alimento, los
convierte en organismos ideales para ser utilizados en ensayos de toxicidad. De esta
manera se tiene la seguridad que al ser sometidos a las pruebas de toxicidad, la

mortalidad reflejada es causada por el efecto tdxico y no por la falta de alimento.

El programa de computacion disefiado por Stephan (1977) proporciona los
resultados correspondientes al CLso con limites de confianza al 95%. EI método Probit
es el mas recomendado por Meyer et al. (1982) y Solis et al. (1993) porque este método
tiene la ventaja de poder ofrecer toda la gama de cuantiles deseados: desde CLsy hasta
CLgo (Rodriguez & Esclapés, 1995).

Es dificil el proceso de seleccion para descubrir compuestos que sean
selectivamente toxicos para células tumorales y tengan baja toxicidad para células
normales, particularmente los que disminuyan el crecimiento de tumores (por ejemplo
cancer de colén y mamas), los cuales representan morbilidad y mortalidad en el hombre
(Toninello et al., 2006), por lo tanto es recomendable el analisis usando Artemia para
estudios de citotoxicidad, debido a que relaciona simultaneamente la toxicidad del

compuesto con la citoxicidad.

El género Artemia sp. habita en las salinas, donde existen condiciones extremas
de salinidad y temperatura, lo cual lo caracteriza como organismos relativamente
resistentes. Por esta razon, éste bioindicador se emplea rutinariamente en bioensayos de
toxicidad, pues los resultados podrian ser representativos de las condiciones existentes
en la mayoria de ecosistemas en evaluacion, asi como, la evaluacion toxicologicas de
constituyentes activos de plantas o dispersantes de crudo (Meyer et al., 1982, U.S.EPA.
1984). Asimismo, MaclLaughlin et al. (1995), afirman que en grandes dosis los

compuestos bioactivos son casi siempre tOXicos.

La letalidad in vivo del crustaceo Artemia salina puede ser usada como un medio

para la discriminacion y fraccionamiento en el descubrimiento de nuevos productos
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naturales bioactivos (MacLaughlin et al., 1995). Este es un bioensayo simple que en
alguna forma se correlaciona con la citotoxicidad (Schmitz et al., 1993). Por ello, la
mortalidad in vivo en un organismo simple de la escala zooldgica, puede ser usada como
monitor conveniente en el desarrollo del descubrimiento de productos naturales
biologicamente activos. Ademéas, MaclLaughlin et al. (1995) comentan que,
asociaciones protectoras de los derechos de los animales no han expresado ninguna

objecidn en contra del uso de estos invertebrados para tales experimentos.

La acumulacion de sustancias biolégicamente activas en los invertebrados
marinos ha sido observada como un fendmeno general y ha sido propuesto para reflejar
la defensa estratégica de estos animales frecuentemente sedentarios y filtradores (Acosta
& Rodriguez, 1992). En este sentido, Pawlik et al. (2002), afirman que si la
concentracion de compuestos utilizados en bioensayos estan por debajo de los niveles
naturales o que algunos de los compuestos volatiles se oxidan durante el proceso no

habra ningun efecto.

En otros estudios, Pawlik et al. (1987) y Duque et al. (2001), determinaron que
algunos metabolitos provocan repulsion en organismos vivos. A pesar de algunas de las
posibles funciones de los compuestos producidos por Ircinia sp. (antifouling,
anticrecimiento), no se puede descartar la posibilidad de que estos compuestos sean
producidos como subproductos metabdlicos. Por ejemplo, sulfuro de dimetilo es un
producto de desecho aparentemente de la digestion del fitoplancton por el zooplancton
(Dacey & Wakeham, 1986).

Del mismo modo, los metabolitos volatiles pueden ser los productos de desecho
de la digestion de fitoplancton (Pile, 1997) o de bacterias endosimbiontes (Simpson,
1984; Lee et al., 2009) en Ircinia spp. Sin embargo, el amplio espectro de bioactividad
marina conocida por isocianuros y compuestos de isotiocianato (Duque et al., 2001) y el
alto nivel en el que se producen y liberan a partir de Ircinia sp, sin duda alguna sugieren
un papel funcional de estos metabolitos. Asimismo, Zea et al. (1999) y Duque et al.
(2001), reportaron que el genero Ircinia contiene compuestos eficaces como defensas
contra los posibles peces depredadores (Randall & Hartman, 1968), cangrejos ermitafios
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(Waddell & Pawlik, 2000), algunas estrellas de mar (Wulff, 1995), los cuales
probablemente pueden servir como funciones defensivas (antibidticos, anti-

incrustantes).

En este contexto, se aislé el furanosesterterpeno variabilin a partir de un extracto
crudo etanolico de Ircinia sp., de olor desagradable el cual manifestd propiedades ictio-
repulsivas cuando se suministré a 0,23% por peso seco en la dieta artificial (pellets) en
ensayos con peces de arrecifes. Se sabe que cuando algunos metabolitos obtenidos de
fuentes naturales son purificados, estos se desnaturalizan facilmente durante la
manipulacion resultando inactivos, mientras que algunos extractos crudos mantienen su
actividad ya que contienen estabilizadores naturales, por ejemplo: antioxidantes
(Epifanio et al., 1998).

En comparacion a los metabolitos aislados de otras fuentes naturales marinas,
los metabolitos de las esponjas son usualmente complejos, dificiles de aislar y sujetos a
la desnaturalizacion de los metabolitos por factores externos. Si la disuasion a la
alimentacion se atribuye a un metabolito dado, es de suponer también que el metabolito
es reactivo en el sistema bioldgico, por ejemplo, mediante la union a las enzimas que

controlan procesos fisioldgicos como un posible mecanismo (Epifanio et al., 1999).

Suponiendo una relacion entre la actividad bioldgica (reactividad) y la
susceptibilidad a la descomposicion, los bioensayos deben ser cuidadosamente
disefiados con el fin de aclarar los procesos mediados quimicamente, teniendo en cuenta
no solo los diferentes aspectos de la alimentacion, sino también evitar la pérdida de
metabolitos inestables. Varios compuestos furanicos, acido tetrénico o relacionados con
los compuestos que contienen derivados de las formas de 1,4-dialdehidos o 1,4-
dicetonas son compuestos reactivos que pueden sufrir desnaturalizacion por
calentamiento o por contacto con pequefias cantidades de acido. Los terpenoides que
contienen restos de este tipo de estructuras se han planteado que actdan como defensa
quimica en los nudibranquios Doridacea (Cimino et al., 1988), en octocorales (Epifanio
etal., 1999), y en algas marinas (Paul & Fenical, 1987).

Los polieteres citotoxicos, como el acido okadaico, también conocido como
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halichondrina-A aislado de esponjas del genero Halichondria, presento actividad toxica
frente a ratones con DLsp de 192 w/kg i.v., este grupo de compuestos pertenece a los
Ilamados iondforos poliéteres capaces de transportar selectivamente iones divalentes
como Ca** a través de la membrana lipoidal. Sin embargo, se ha demostrado que el
acido okadaico causo contraccion de varios musculos vasculares lisos ain en ausencia
de Ca®*, efectivamente Unica accién. Aparentemente, el papel del acido okadaico induce
la contraccion vascular y no puede ser explicado por participacion de la bomba Na*K*,

dado que el &cido no afecta a Na'K* ATPasa.
Citotoxicidad de los extractos y fracciones sobre lineas celulares.

Los resultados generados en los ensayos de citotoxicidad ejercida por los
extractos o fracciones obtenidos de las diferentes esponjas marinas en estudio sobre las
especies de células tumorales de cancer de colon (HT-29), y adenocarcinoma mamario,
(Sk Br-3), se obtuvieron en forma de absorbancia (leida a una A, = 570) de la solucion
del medio de cultivo con células viables, expuestas por 16 horas a diferentes
concentraciones de los extractos o fracciones. Ademés, se midié la absorbancia de
controles negativo (solo medio de cultivo) para restarla al valor de la absorbancia de las
células tratadas y asi obtener, Unicamente, la absorbancia de la poblacion celular viable.
También, se determind la absorbancia a controles positivos (medio de cultivo mas
poblacion celular sin exposicion a los extractos o fracciones), a la cual también se le
restd el valor de absorbancia del control negativo, para obtener asi unicamente la

absorbancia del maximo crecimiento bacteriano (100%).

En la Tabla 24 se presentan datos del porcentaje de células vivas al ser expuestas
a la fraccion en acetato de etilo obtenida por particion del extracto metandélico acuoso de
Ircinia strobilina a diferentes concentraciones y en la Figura 6 se muestran los datos en
forma grafica. Como se puede observar en la Figura 6, luego de graficar el logaritmo
neperiano de la viabilidad celular (%) (poblacion celular de la linea celular HT-29)
contra la contraccion de la fraccion en acetato de etilo, se obtiene una linea recta de
donde por extrapolacion del 50% de viabilidad al eje de la concentracion, se obtiene una
CLsp de 35,56 pg/ml. Para la otra linea celular se siguio el mismo procedimiento, al ser
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tratadas con diferentes extractos o fracciones, aun cuando el nimero de pares de datos

(viabilidad-concentracion) fue menor.

Tabla 24.Valores de absorbancia obtenidos al tratar poblaciones celulares de HT-29 con
metil-tiazol-tetrazolio [MTT, bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-il)- 2,5-difenil
tetrazolio], después de exponerlas a concentraciones diferentes de la fraccion en acetato
de etilo de Ircinia strobilina.

Concentracién  Absorbancia Absorbancia sin Viabilidad In
(pg/ml) (nm) fondo (%) (Viabilidad)
120 0,057 0,0143 4,76 1,5595
35 0,240 0,1973 65,86 41875
10 0,326 0,2829 94,46 45482
3 0,356 0,3136 104,70 46511

La absorbancia del fondo fue 0,0428, la absorbancia de control — fondo fue
0,2995. La viabilidad bacteriana en respuesta al tratamiento con la mezcla de

cinachyramidas se calcul6 como:
% Viabilidad = 100-(DO¢/DO,)

DO; es la densidad Optica de bacterias tratadas, DO. es la densidad Optica de bacterias
control, para obtener estos valores previamente al valor de absorbancia le resto la
absorbancia del control negativo a ambos.

De todos los extractos y fracciones probados para citotoxicidad contra las lineas
celulares de rifion de mono Macaca mulata (MA 104), de cancer de colon (HT-29) y de
mama (Sk Kr-3), solo la fraccion obtenida en acetato de etilo por particion del extracto
metandlico acuoso de Ircinia strobilina, manifesto efecto frente a las dos ultimas lineas
celulares causando una citotoxicidad a una CLsp de 35,56 pg/ml contra la linea celular
HT-29 y una CLso de 41,67 ug/ml contra la linea celular Sk Br-3, los restantes extractos
o fracciones no ejercieron efectos citotoxicos considerables a concentraciones por
debajo de 1000 ug/ml, por lo cual no se considerd necesario realizar determinaciones
para cuantificar la CLsp de los mismos.
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Figura 6. Procedimiento empleado para determinar el valor de CLsp en los ensayos de
citotoxicidad. Se grafica la viabilidad celular (%), en forma de logaritmo nemperiano,
contra la concentracion del extracto o fraccion y se extrapola la concentracién que
reduce la viabilidad bacteriana al 50%, que es la CLsq [en este caso es 35,56 pg/ml]. En
este ejemplo se usaron los datos obtenidos al tratar células HT-29 con diferentes
concentraciones de la fraccion obtenida en acetato de etilo por biparticion del extracto

metandlico acuoso de Ircinia strobilina, los datos se detallan en la Tabla 24.

Tomando en consideracion la actividad citotoxica de la fraccion obtenida en
acetato de etilo, y teniendo presente que posiblemente esta constituida por una mezcla
compleja de sustancias, entre las cuales algunas pueden afectar el efecto citotdxico,
debido a que algunas de ellas no ejerzan accion de esta naturaleza, se puede inferir que
el o los componente(s) citotdxicos deben tener una mayor potencia de accién, debido a
que la concentracion real de éstos en la fraccion total debe ser mucho menor al valor de
las CLso determinadas para las dos lineas celulares ensayadas, ya que este valor de CLs

es para la fraccion completa.

El género Ircinia se caracteriza por biosintetizar una serie de compuestos
estructuralmente relacionados que ejercen marcados efectos citotoxicos sobre diversas
lineas celulares. Kuramoto et al. (2002) aislaron de Ircinia sp un alcaloide, al que
denominaron como ircinamina, el cual ejercié efecto citotoxico sobre la linea celular de

leucemia murina P388 con una Clsy de 24,6 ug/ml. Compuestos tipo acidos tetronicos
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furanosesterterpenos como variabilin aislado de Ircinia variabilis (Faulkner, 1973),
strobilin aislado de I. strobilina (Rothberg & Shubiak, 1994), felixinin aislado de I. felix
e |. campana (Martinez et al., 1997), e ircinin (Choi et al., 2005), Todos ellos comunes
en las esponjas que conforman el género Ircinia, reconocidos como compuestos de
significancia quimiotaxondémica en este género, se caracterizan por ejercer actividad

antiviral, citotoxica, antimicrobial y repelente de peces.

Probablemente, el efecto citotoxico ejercido por la fraccion obtenida en acetato
de etilo por particion del extracto metanolico-acuoso de Ircinia strobilina, sea por
accion de un compuesto tipo acido tetrénico furanosesterterpeno que este presente en
ésta. Esta suposicién se sustenta en que los componentes menos polares fueron
extraidos con el acetato de etilo en la particion, y teniendo presente que es muy probable
que esta especie de Ircinia produzca esta clase de compuestos, los cuales por su

naturaleza apolar muy bien pueden tener mayor afinidad por el acetato que por el agua.

En general, los efectos citotoxicos de agentes quimicos sobre células pueden
incluir: alteracién de la morfologia celular, debilitamiento de la célula por el ataque con
sulfatos o cambios en los procesos celulares: crecimiento, muerte y desintegracion
(Acosta & Rodriguez, 1992).

El efecto citotdxico puede ser explicado por un dafio a las membranas celulares
y/o nuclear o, indirectamente, a través de la modulacién de la membrana, permeabilidad
de transicion y por lo tanto la apoptosis. El balance de las aminas oxidasas y las enzimas
antioxidantes parecen ser un punto crucial para la inhibicion o aumento del cancer. Un
desequilibrio de larga duracion de estas enzimas parece ser cancerigeno, en tanto que,
para un tiempo corto, amina oxidasas son citotoxicos para las células cancerosas
(Toninello et al., 2006).

En estudios previos, algunos compuestos de la esponja marina Halichondria
rugosa mostraron citotoxicidad frente a lineas celulares de cancer humano (BEL-7402,
HT-29, SPC-A1l y U-251) con valores de I1Cspentre 6,5 y 23,1 uM (Zhang et al., 2007);
cuyos resultados difieren a los plasmados en este estudio con respecto a la especie H.

melanadocia, cuyas muestras no presentaron actividad frente a las lineas celulares
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probadas. En otro estudio, se aislaron los alcaloides haliclonaciclamina E vy
arenosclerina A a partir de Halichondria sp mostraron una considerable citotoxicidad
frente a lineas celulares de cancer humano HL-60 (leucemia), L929 (fibrosarcoma), B16

(melanoma) y U130 (colon) y contra C. albicans (Berlinck et al., 2004).

A partir de la esponja Ircinia sp. se purifico la ircinamina un alcaloide con una
moderada actividad frente a lineas celulares de leucemia murina P388 (Kuramoto et al.,
2004). EI compuesto aeroplysinin-1 aislado de la Aplysina sp. causé induccion a la
apoptosis en células endoteliales proliferativas (Mayer & Gustafson, 2004). Los
sesterterpenos variabilin y strobilinin aislados de la esponja I. oros proporcionaron
efecto citotoxico (Holler et al., 1997).

Algunos indoles y compuestos con base indolica, fueron aislados a partir de
esponjas y algas. Se reportd el aislamiento de dos nuevos lactamas, un derivado de
indol, a partir de la esponja caribefia Halichondria melanadocia infestadas por algas
(Gopichand & Schmitz, 1979).

Normalmente, la division celular, el transporte intracelular, la motilidad celular,
la sefializacion celular y el mantenimiento de la forma celular son todas dependientes en
la dindmica altamente regulada por procesos de inestabilidad del sistema
tubulina/microtibulo. EI complejo de microtibulos ha demostrado ser un objetivo
importante en el desarrollo de agentes terapéuticos contra el cancer, tales como los
alcaloides vinca y paclitaxel (Taxol), un producto natural aislado del arbol Taxus
brevifolia, un agente que interactia con microtubulos, demostrando ser un significativo
suceso clinico en el tratamiento de los canceres de mama, pulmén y ovario (Isbrucker et
al., 2003).

El mecanismo de accion del paclitaxel incluye la polimerizacion prematura de la
tubulina resultando hiperestable la formacion de microtabulos, la inhibicion de la
proliferacion celular en la fase G,/M del ciclo celular, la desorganizacion del huso
mitotico y la muerte celular. A pesar del éxito clinico de paclitaxel y sus derivados
semi-sintéticos dedocetaxel (Taxotere), el uso de estos compuestos ha sido limitado por
la baja solubilidad, efectos secundarios indeseables, baja biodisponibilidad limitada
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eficacia a la P-glicoproteina (P-gp) que expresan resistencia multiple a las drogas en
varios tipos de céncer. Estas incongruencias han hecho hincapié en la necesidad de
mayor eficacia y de nuevos agentes que interactien con microtubulos. Los organismos
marinos han demostrado ser una rica fuente de metabolitos secundarios bioactivos con

potenciales propiedades anticancerigenas (Isbrucker et al., 2003).

Recientemente, algunos compuestos han sido reportados por tener propiedades
hiperestabilizante de tubulina similar a paclitaxel, tales como: eutherobin proveniente
del coral blando Eleutherobia sp.; las sarcodictyinas del coral estolonifero Sarcodictyon
roseum, el laulimalido de la esponja Cacospongia mycofijiensis y discodermolida de la
esponja Discodermia dissoluta (Isbrucker et al., 2003).

A pesar de que estos compuestos obviamente tienen pocas similitudes quimicas,
su mecanismo de accion compartida, asi como sus propiedades de unién mutuamente
excluyentes con paclitaxel, ha llevado a algunos investigadores a establecer modelos de
farmacdéforo (definido por Wermuth et al. (1998), como el conjunto de rasgos estéricos
y electronicos que es necesario para asegurar las Optimas interacciones
supramoleculares con un blanco bioldgico especifico y para bloquear su respuesta

bioldgica) que interaccionen con la tubulina.

En 1994, una nueva lactona macrociclica, dictyostatin-1, aislada a partir de la
esponja marina Spongia sp colectada en la Republica de las Maldivas, se reporté que
inhibe fuertemente el crecimiento de lineas celulares de cancer humanas del Instituto
Nacional de EE.UU., asi como células murina P388 de leucemia linfocitica. Mas
recientemente, Shin et al. (2002), informaron sobre la sintesis del anéalogo
discodermolida con estructuras similares al dictyostatin-1, pero el mecanismo de accién
de dictyostatin-1 no se ha investigado.

Como parte de la busqueda de nuevos agentes antitumorales, dictyostatin-1
surgio como un potente agente citotoxico derivado de una esponja Lithistida (familia
Corallistidae) recolectada de la costa norte de Jamaica y se ha informado que el
mecanismo de accion citotoxica es similar al del paclitaxel (Isbrucker et al., 2003).

Tanto el dictyostatin-1 como el paclitaxel son citotoxicos comparables en los valores de
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ICso frente a células A549, MCF-7, y MES-SA, en rangos de 1 a 5 nM después de 72

horas de exposicion (Epifanio et al., 1999).

Los trachycladindoles A-G son nuevos compuestos de la familia de los acidos
heterociclos citotoxicosindol-2-carboxilicos, poseen nuevas estructuras moleculares que
incorporan restos heterociclicos raros y se ha propuesto la existencia de preferencia en
forma de sales internas con pronunciado desapantallamiento y la ampliacion de una

seleccién de resonancia RMN de H* (Capon et al., 2008).

La tubastrina fue reportada por primera vez en 1987 por Sakai & Higa como
agente antiviral a partir del coral Tubastrea aurea de Okinawa, y reaparecio en un
estudio realizado en 2005 por Barenbrock & Kock. Del mismo modo, la
guanidinoenamina se report6 en 1994 por Urban et al., como el agente antibacteriano de
una esponja marina Spongosorites sp. (Oh et al, 2006) del sur de Australia.

En el afio 2005, se reportd el metabolito tiruchanduramina de la ascidia
Synoicum macroglossum un potente inhibidor a-glucosidasa (Ravinder et al., 2005). Las
evaluaciones del farmacdforo trachycladindole apuntan a una clara relacion entre la
estructura y la potencia, al comparar la citotoxicidad de trachycladindoles A-G contra

lineas celulares de cancer de: pulmén (A549) y colonrectal (HT29) (Capon et al., 2008).

El descubrimiento de la diversidad microbiana marina en esponjas ofrece
oportunidades sin precedentes para la investigacion. En particular, el desarrollo del
cultivo de nuevas e innovadoras estrategias tiene un gran potencial para acceder a los
linajes de microbios que son hasta ahora poco representadas en los cultivos (Hentschel
et al., 2006).

Fraccionamiento de la fraccion en acetato de etilo de Ircinia strobilina

En el fraccionamiento por cromatografia de columna sobre Sephadex LH 20 de
la fraccion en acetato de etilo (12,7864 g) de Ircinia strobilina; la elucion se inicié con
acetato de etilo: metanol (8:2), variando el eluyente, haciendo mezclas de acuerdo a una
polaridad creciente finalizando con metanol (100%), se colectaron 93 eluatos de 125 ml
cada uno. los cuales fueron agrupados en 14 fracciones segun la similitud de las bandas

separadas al ser analizadas a través de cromatografia de capa fina analitica (CCFA).
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Estos ultimos fueron agrupados segun su similitud al analizarlos por CCF y revelar con
luz UV y vapores de yodo (Tabla 25).
Tabla 25. Fraccionamiento de la fraccion en acetato de etilo obtenidas del extracto

metanolico-acuoso de Ircinia strobilina mediante cromatografia de columna sobre
Sephadex LH 20.

Fraccion N° eluatos Masa (mg) Solventes (v/v)
F1 1-7 96,3 AcOEt: MeOH (2:1)
F, 8-9 476,3 AcOEt: MeOH (2:1)
Fs 10-11 1176,7 AcOEt: MeOH (2:1)
F4 12-15 3119,0 AcOEt: MeOH (2:1)
Fs 16-18 1032,1 AcOEt: MeOH (2:1)
Fe 19-21 653,5 AcOEt: MeOH (2:1)
F7 22-24 379,0 AcOEt: MeOH (2:1)
Fs 25-28 299,2 AcOEt: MeOH (2:1)
Fo 29-35 110,5 AcOEt: MeOH (2:1)
Fio 36-39 15,7 ACOEt: MeOH (2:1)
Fi1 40-58 95,5 MeOH (100%)

Fi2 59-60 1471 MeOH (100%)
Fis 61-72 650,2 MeOH (100%)
Fi4 73-93 122,0 MeOH (100%)

Masa recuperada: 8373,10
% de rendimiento: 65,48

Actividad antibacteriana de las fracciones obtenidas de la fraccion en

acetato de etilo de Ircinia strobilina

De las catorce (14) fracciones obtenidas, diez (10) presentaron actividad
antibacteriana. Las fracciones comprendidas entre la F, y Fy; fueron activas frente a la
mayoria de las cepas Gram positivas y Gram negativas, la Fi, y Fi3 solo fueron

ligeramente activas frente a B. subtilis y Acinetobacter calcoaceticus, respectivamente.
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Contra la especie P. aeruginosa ninguna fraccion manifestd actividad antibacteriana
(Tabla 26).
Tabla 26. Actividad antibacteriana de las subfracciones obtenidas a partir de la fraccion

en acetato de etilo de Ircinia strobilina frente a las especies bacterianas Gram negativas
y Gram positivas.

Fraccién  B. subtilis E.cloacae V. enterocolitica A. calcoaceticus P.aeruginosa M. luteus E.coli S.aureus

- : : : : -
F» - - - - - - - -

F3 - - - - - - - -

Fa 11 14 12* 11 - 11 10 12

Fs 11 14 14* 13 - 12 11 13

Fe 12 12 12* 10 - 12 11 13

F; 15 15 5* 12 - 17 17 15

Fs 17 16 13* 16 - 19 14 13

Fo 15 18 15* 22 - 11 14 15
Fio 20 11 16* 25 - 18 17 15
Fu1 32 14 12/25* 30 - 20 20 20/28*
F, 15 i i i i _
Fis - i i 10* i :
F1a - - - - - -

-1 no se observo halo de inhibicion. *: Bacteriostatico

Se pudo observar que la fraccion madre (FAE) de Ircinia strobilina una vez
particionada aument6 el campo de accion inhibitoria del crecimiento bacteriano,
particularmente en B. subtilis y E. coli (Tabla 26). Los mecanismos por los cuales los
componentes activos de los metabolitos pudieran inhibir el crecimiento microbiano son

conocidos: inhibicion de la sintesis de la pared celular y activacion de enzimas que
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destruyen esa pared, aumento de la permeabilidad de la membrana celular interferencia
con la sintesis de proteinas y alteracion del metabolismo de los acidos nucleicos, entre
otros (Beers & Berkow, 1999; Ordaz et al., 2010). En base a los resultados obtenidos de
los analisis de antibiosis se realizaron sucesivos fraccionamientos guiados por la
actividad antibacteriana observada.

Tabla 27. Actividad antifungica de las subfracciones obtenidas a partir de la fraccion en
acetato de etilo de Ircinia strobilina frente a las cepas de hongos probados.

Fracciones

Microorganismos F;, F, F3 F4 Fs F¢ Fr Fg Fg9 Fio Fiu Fio Fiz Fuy

A. niger
A. oryzae

C. lunata - - - - - - - - 10* 11* 15* - _

C. albicans - - - 10 15 10 12 - - - - - - -
P. expansus - - - e e e e e e - - -
P. crustosum e
Mucor sp - ... ... e e e
T. viridis - - - - .- .- - - oo
Fusarium sp S R T S S S S
F. poae - - - - - - e o e e e

F. moniliforme

-2 no se observo halo de inhibicidn. *: Inhibié parcialmente el crecimiento del hongo

Con respecto a las pruebas de actividad antifungica, la mayoria de las fracciones
que ejercieron efecto antibacteriano también manifestaron efecto antifingico sobre las
especies Curvularia lunata y Candida albicans (Tabla 27), cuyo efecto fue negativo en
la fraccion madre, lo que sugiere que algunos de los compuestos presenten mecanismos

antagénicos cuando un compuesto presenta mayor inhibicidn una vez separado
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(Katzung, 1987); ademas, disminuyeron los didmetros de los halos de inhibicion
frente a P. crustosum y Mucor sp después del fraccionamiento de la FAE,
probablemente se manifestd un efecto sinérgico, es decir, aparece cuando el efecto de la
combinacion de dos 0 més sustancias quimicas es mucho mayor que el efecto de cada
una por separado (Klaassen & Watkins, 2005). Estos resultados permiten presumir la
presencia de varias sustancias o compuestos diferentes y la concentracion de éstos en
cada extracto, a las diferentes masas molares de las sustancias o0 a efectos antagonicos o
sinérgicos (Flores et al., 2007, Ordaz et al., 2010).

Fraccionamiento de la fraccion F6 obtenidas de la fraccion en acetato

de etilo de Ircinia strobilina

Del fraccionamiento de la Fg (648,8 mg) por cromatografia de columna al vacio
(CCV) se produjeron siete (7) subfracciones, las cuales fueron agrupadas de acuerdo a
su similitud en CCF, después de su revelado con luz UV y vapores de yodo (Tabla 28).

Tabla 28. Fraccionamiento obtenido de la Fg proveniente de la fraccidén en acetato de
etilo de Ircinia strobilina mediante cromatografia de columna al vacio

Fraccion N° eluatos Masa (mg) Solventes (v/v)
Fe.1 1-9 368,2 AcOEt (100%)
Fo.2 10-11 56,3 AcOEt (100%)
Fe.3 12-21 28,9 AcOEt:MeO (1:1)
Fe.4 22 24,6 ACOEt: MeOH (1:1)
Fes 23-24 96,8 AcOEt: MeOH (1:1)
Fes 25-29 23,5 AcOEt: MeOH (1:1)
Fe.7 30-45 40,6 MeOH (100%)

Masa recuperada: 638,90
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Las subfracciones obtenidas mediante la CCV de la Fg de FAE solo fueron
objeto de pruebas antibacterianas, debido a que la mayor parte de las subfracciones no
manifestaron actividad antifingica considerablemente satisfactoria. Es de hacer notar,
que dada la cantidad de muestra disponible, se seleccionaron tres bacterias Gram
positivas (B. subtilis, M. luteus y S. aureus) y la Gram negativa E. coli. El efecto
antibacteriano se observo sobre B. subtilis con la Fg1 y Fs2), en M. luteus con las
fracciones Fe1 @ Fe4, €n E. coli frente a la Fgg y en S. aureus con la mayoria de las
subfracciones excepto con la Fg 5 (Tabla 29).

Tabla 29. Actividad antibacteriana de las subfracciones obtenidas de la fraccion 6

proveniente de la fraccion en acetato de etilo de Ircinia strobilina frente a las especies
bacterianas Gram positivas y Gram negativas

Microorganismos

Fraccion B. subtillis M. luteus E. coli S. aureus
Fe.1 10 19 - 11
s
Fe. 12 18 - 18 £
[
he
(&)
Fs.3 - 14 - 12 _§
=
=
Fe.4 - 12 - 16 R
°
8
Fes - - - - <
©
o
Fe.6 - - 18 21 g
\©
[a)
Fo7 - - -

Producto del proceso de separacion de la subfraccion Fgi (329,8 mg) por
cromatografia de columna (3 cm @ x 75 cm) al vacio (CCV) sobre silica gel para capa
fina (Kiesegel DGF), se obtuvieron ocho (8) subfracciones, las cuales fueron agrupadas
de acuerdo a su similitud por corridas con CCF, después de su revelado con luz UV y

vapores de yodo (Tabla 30).
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Tabla 30. Fraccionamiento de la fraccion F6; proveniente de la fraccion en acetato de
etilo de Ircinia strobilina mediante CCV.

Fraccion N° eluatos Masa (mg) Solventes (v/v)
Fe.11 -11 22,7 CHCI3 (100%)
Fe.1.2 12-18 26,5 CHCI3:AcOEt (1:1)
Fe.13 19-25 77,4 AcOEt (100%)
Fe.1.4 26-35 65,5 AcOEt: MeOH (1:1)
Fe.15 36-41 43,9 AcOEt: MeOH (1:1)
Fe.16 42-45 29,5 AcOEt: MeOH (1:1)
Fe.17 46-47 15,5 AcOEt: MeOH (1:1)
Fe.1s 48-62 40,6 MeOH (100%)
Masa recuperada: 321,60
% de rendimiento: 97,51

La subfraccion Fg 13 (77,4 mg), proveniente del fraccionamiento de la fraccion
en acetato de etilo se recromatografié en una columna de fase reversa de octadecilsilano
C18 (4,6 mm @ x 250 mm) (Grace Protein Peptide C18) de exclusién molecular de
Sephadex LH-20, eluyendo con un gradiente agua bidestilada - acetonitrilo (ACN),
empezando con agua (100%) hasta agua-ACN (70-30) en 30 minutos, con una
velocidad de flujo de un ml/min. Se colectaron alicuotas de 1 ml en eppendorf, la
absorbancia del eluido se registro6 a 250 nm. Se inyectaron 50 pl de la muestra (3,0
mg/corrida) por corrida, se hicieron 26 corridas cromatogréaficas de 40 min. Se colectd,
predominantemente, un pico que eluyé a un tiempo de retencion de 20,54 min, al que se
denotd con el nombre Fe1302054), repurificandose bajo las mismas condiciones, para

obtener finalmente 5 mg. El producto obtenido fue objeto de anélisis de RMN. En la
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Figura 7 se muestra el cromatograma del proceso de purificacion por HPLC del

pI'OdUCtO F5,1.3(20,54).

0 ) S———

0,00 4,00 8,00 12,00 16,00 20,00 24,00 28,00 32,00 36,00 40,00
minutes

Figura 7. Cromatograma de elucion de la sufraccion Fg 1 3020,54), purificada de la Fg 13 de
Ircinia strobilina, en una columna Grace Protein Peptide C18 analitica, (tamafio de
particula 5 um; 4,6 mm @ x 250 mm Vydac 218TP54), equilibrada en 100% H,O
(0,12% TFA) y a una velocidad de flujo de 1 ml/min con un gradiente lineal H,O
(0,12% TFA)-ACN (0,10% TFA) de 0 a 30% ACN (0,10% TFA) a 30 min, luego se
estabilizé a 100% H,0 (0,12% TFA), la absorbancia se registro a 230 nm.

Analisis de resonancia magnética nuclear de *H y *C de la subfraccién
Fe.1.3(20,54) aislada de Ircinia strobilina.

Del pico denotado como Fe 130054 purificado por HPLC de la Fg 13 de Ircinia
strobilina, se obtuvieron los espectros de RMN de 'H, *C, ademés de espectros
bidimensionales, homo y heteronuclear (COSY H-H, HMBC y HSQC), los cuales
permitieron proponer un fragmento estructural parcial del componente mayoritario en
esta muestra, ayudado por la comparacion de datos espectroscopicos de compuestos
modelos conocidos como marcadores quimiotaxonomicos del género Ircinia, como es el

caso de los acidos tetrénicos furanosesterterpenos.

El espectro de RMN 'H (500 MHz, DMSO dg) de la subfraccion F6.1.3(20,54)
(Figura 8) muestra sefiales caracteristicas de acidos tetronicos furanosesterterpenos, se

observan sefiales de protones alifaticos, olefinicos con 6y = 5,59 ppm, tipicas de grupos
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alilico-a a carbonilo, ademas de sefiales de pequefia intensidad en la region aromética
con oy = 7,21; 7,08 y 7,01 ppm, asignables a protones de un anillo furanico de un
posible &cido tetronico furanosesterterpeno. En la region comprendida entre 0,8 y 3,6
ppm se observan muchas sefiales que seran asignadas por las correlaciones, directa o a

larga distancia, H/C.
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Figura 8. Espectro de RMN 1H (500 MHz, DMSO d6) de la subfraccion F6.1.3(20,54)
purificada de la fraccion en acetato de etilo de Ircinia strobilina. a) Ampliacién de la
region 0,5 - 2,5 ppm.

Con la finalidad de conocer el grado de sustitucion y diferenciar los tipos de
carbonos que forman la estructura del compuesto, se realizd un experimento de APT
(125 MHz, DMSO-dg). En el espectro resultante (Figura 9), se observan sefiales en la
region a campo bajo (6¢c 167,0 y 159,5 ppm), correspondientes a carbonos cuaternario
de grupos carbonilicos de algin derivado de &cido carboxilico, asignables a un grupo
carbonilo de un anillo lactdnico a-p insaturado de un acido tetronico (6¢ 167,0 ppm) y a

un carbono olefinico endociclico (6¢ 159,5 ppm) en posicion - al carbono carbonilico
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antes mencionado, cuyo desplazamiento a campo tan bajo se debe a que esta enlazado a
un atomo de oxigeno que lo desapantalla. Sefiales, en la region a campo intermedio,
asignables a carbonos olefinicos (6¢c 116,5 ppm), a d&tomos muy electronegativos (d¢
71,3 y 65,7 ppm; posiblemente de un grupo —OCH3). Finalmente, muchas sefiales en la
region a campo alto correspondientes a carbonos de restos alquilicos, sefiales con dc
~40 ppm y d¢c ~30 ppm atribuidas a carbonos metilénicos y metinicos adyacentes a
grupos olefinicos, ademas de sefales asignables a metilos con d¢c entre 15 a 24 ppm. En
la estructura de un compuesto tipo acido tetronico furanosesterterpénico, que se presenta
mas adelante, se hacen asignaciones de las sefiales de los protones y carbonos obtenidas

de los espectros.
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Figura 9. Espectro de RMN *C ATP (125 MHz, DMSO dg) de la fraccion Fe 130054

purificada de la fraccion en acetato de etilo de Ircinia strobilina.
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Del espectro HSQCGP (125 MHz, DMSO dg) (Figura 10) se establecen
correlaciones H/C directas, en el que interactuan la sefial de proton olefinico con 6¢ 5,59
ppm con la de carbono con 6¢ 116,52 ppm, indicando claramente que corresponde a un
grupo olefinico, que es asignable al doble enlace exociclico unido al anillo lactonico de
un 4acido tetronico. Las sefales de carbono con ¢ 71,28 y 65,71 ppm interactian con
sefiales de protones de poca intensidad, solapadas con la intensa sefial del solvente, con
oy 3,25 y ~3,53 ppm, respectivamente. En la regién a campo alto, se observan
correlaciones que también prueban interacciones caracteristicas de enlaces H-C en
acidos tetronicos furanosesterterpenos, entre estas se encuentran las correlaciones de
metilenos, en posiciones o a dobles enlaces C—C (C=C—CHj-), con () ~2,02/41 y
~2,07/41 ppm, metilenos en cadena con d¢c) 1,29/27,53; 1,30/24,51 y 1,29/36,24 ppm;
asi como también correlaciones de grupos metilos con d/c) 1,80/25,13 1,05/23,61 ppm,
estas correlaciones estdn en concordancia con lo reportado por Barrow et al. (1988),

para variabilin y compuestos relacionados.
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Figura 10. Espectro RMN de correlacion heteronuclear C-H directa, HSQCGP (125
MHz, DMSO-dg) de la subfraccion Fe 130054y purificada de la fraccion en acetato de

etilo de Ircinia strobilina.
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El anélisis del espectro HMBCGPND (125 MHz, DMSO dg) (Figura 11) revela
conectividades H/C a larga distancia que sustentan la existencia de un acido tetronico
furanosesterterpeno. La sefial del carbono carbonilico del anillo lacténico se
correlaciona con la del proton olefinico exociclico con dc), a cuatro enlaces en W, de
5,59/166,99 ppm, esta misma sefial de protdn se correlaciona con la sefal de carbono -
insaturado al carbonilo del anillo lactonico con &) 5,59/159,45 ppm, asi como con las

sefiales de carbono con é¢ 32,29 y 25,13 ppm.

Las senales de los carbonos con &¢c de 159,45 y 116,52, ambas, se correlacionan
con las sefiales de los protones con 64 2,51 y 1,80 ppm. En la tabla 31 se presentan estas
y otras correlaciones obtenidas del espectro HMBCGPND vy en la siguiente estructura
(Figura 12) se asignan los Opyc) para cada agrupacion atomica, asi como las

correlaciones extraidas de los espectros.
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Figura 11. Espectro de RMN de correlacion heteronuclear C-H a larga distancia,
HMBCGPND (500 MHz, DMSO dg) de la subfraccion Fe 130054 purificada de la

fraccion en acetato de etilo de Ircinia strobilina.

88



Tabla 31. Correlaciones H/C obtenidas de los espectros 2D HSQC y HMBC de la
subfraccion Fe 132054) purificada de la fraccion en acetato de etilo de Ircinia strobilina.

HSQC HMBC

1,05 (~23,5) 1,05 (~40 y 65,71)
1,29 (~23, ~30, ~36,4 y ~40) 1,29 (~27, ~30 y ~36)
1,40 (~23,5) 1,40 (32,3)

1,80 (~25 y ~30) 1,80 (~33, ~117, ~160)

2,07 (~33, y ~40)

~2,40 (42,35) ~2,40 (~24 y ~32)

~2,51 (~32,3) ~2,51 (116,52; 159,45)

~3,25 (71,28)

3,53 (65,71) 3,53 (~23,5)

5,59 (116,52) 5,59 (166,99; 159,45; 32,3 y ~25)
7,21(~128,5)

Cromatografia liquida de alta resolucion en fase reversa de butilsilano

de la subfraccion Seph G I proveniente de Cinachyrella kuekenthali
La fraccién Seph G | obtenida de C. kuekenthali bajo el mismo proceso de
fraccionamiento de Henriguez (2009), se disolvié en agua bidestilada y se inyectd en
una columna de fase reversa de butilsilano semipreparativa (Protein & Peptide C4,
particulas de 5 4; 10 mm @ x 250 mm., Vydac 214TP1010). Se eluyé a 2 ml/min con un
gradiente lineal de H,O [con 0,12% CF3;COOH (TFA) (llamado solucion A)] hasta 30%
de CH3CN (ACN) [con 0,10% TFA (llamado solucién B)] en 15 min, seguido de otro
gradiente lineal hasta 100% de solucién B entre los minutos 15 al 18, para luego
regresar linealmente hasta 100% de solucion A a los 25 min. Luego se siguio eluyendo

isocraticamente hasta el minuto 35 con solucion A. Se obtuvieron dos grupos de picos
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uno que eluyé a los ~9,24 min y otro a los ~23,70 min. EI componente o los
componentes presentes en el pico cromatografico que eluyé a ~23,70 min presento
actividad bioldgica similar a la de la fraccion Seph G | cargada en la columna de CLAR.
En la Figura 13 se muestra el perfil cromatografico registrando la absorbancia a 230 nm

del eluido de la fraccion Seph G 1.

1,05(23,5)

207 1,29 559 o0— 3,53(65,71)

Figura 12. Estructura molecular que ilustra algunos desplazamientos quimicos de
correlaciones H/C a corta y larga distancia deducidos de los analisis de RMN,
caracteristicos en acidos tetronicos furanosesterterpenos. A) Asignaciones de pares de
desplazamientos quimicos deducidos del espectro HSQC, B) Conectividades H/C,
indicado por una flecha de doble punta, deducidas del espectro HMBC de la subfraccion

F6.1.3(20,54)

Posteriormente, el pico que eluy6 a ~23,70 min fue repurificado bajo las mismas
condiciones de flujo y gradiente en la misma columna (Figura 14), obteniéndose al final
de las purificaciones, la masa de 49,5 mg (4,24% en relacién al extracto crudo y 58,24%
en relacion a la fraccion Seph G 1) de una masa de 85 mg de la fraccion Seph G I,
purificada en inyecciones de 5 mg por corrida. El porcentaje de la fraccion enriquecida
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en cinachyramidas (4,24% respecto al extracto crudo y 58.24% respecto a la fraccion
Seph G 1) es considerablemente alto y el proceso de purificacion es sencillo, ademas el
solvente empleado fundamentalmente es agua, lo cual hace al proceso eficiente y muy

econdmico.
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Figura 13. Cromatograma de elucion de la fraccion Seph G | en una columna Protein &
Peptide C4 semipreparativa, (Tamafio de particula 5 pm; 10 mm @ x 250 mm, Vydac
214TP1010). Se eluyé a 2 ml/min con un gradiente lineal de H,O [con 0,12%
CF3COOH (TFA) (solucion A)] hasta 30% de CH3CN (ACN) [con 0,10% TFA
(solucion B)] en 15 min, seguido de otro gradiente lineal hasta 100% de solucion B
entre los minutos 15 al 18, para luego regresar linealmente hasta 100% de solucion A a
los 25 min. Luego se sigui6 eluyendo isocraticamente hasta el minuto 35 con solucion
A. La absorbancia se registré a 230 nm.

Analisis de resonancia magnetica nuclear la mezcla de cinachyramidas
aisladas de la esponja marina Cinachyrella kuekenthali.

La similitud en el comportamiento de las sefiales de RMN *H de las fracciones
activas aisladas de la esponja marina C. kuekenthali, con investigaciones previamente
reportadas (Sumper et al., 2003; Kroger et. al., 2002; Serkova et al., 2008), le hizo
suponer a Henriquez (2009) la presencia de compuestos polinitrogenados tipo
espermina o de poliaminas de cadena larga lineal.

La poca cantidad de muestra obtenida por Henriquez (2009) y la complejidad de
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las mezclas de los compuestos poliaminicos, limito la realizacion de experimentos de
RMN que permitieran la obtencion de espectros de buena calidad por dos razones
fundamentales: la primera, no se detectaron sefiales correspondientes a los enlaces H-N
de los grupos aminos por el intercambio de H por D del solvente (D,0) y la segunda, no
se pudo obtener el espectro de **C por la baja concentracion de las muestras (< 1 mg).
Esta insuficiencia de datos espectroscopicos permitieron esclarecer la estructura
quimica de las acil poliaminas propuestas por Henriquez (2009) y el efecto antibacterial
ejercido por C. kuekenthali reportado por Galeano & Martinez (2007), motivaron el
aislamiento de la mezcla de acil poliaminas a una cantidad suficiente para colectar
mejores datos espectroscopicos, cuantificar el efecto antibacterial y determinar los

cambios morfoldgicos sobre bacterias afectadas por la accidn de estas sustancias.
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Figura 14. Cromatograma de elucién del pico con '!I?I;m:e523,70 min en una columna
protein & Peptide C4 semipreparativa, (Tamafio de particula 5 um; 10 mm @ x 250 mm,
Vydac 214TP1010). Se eluyé a 2 mL/min con un gradiente lineal de H,O [con 0,12%
CF3COOH (TFA) (solucion A)] hasta 30% de CH3CN (ACN) [con 0,10% TFA
(solucion B)] en 15 min, seguido de otro gradiente lineal hasta 100% de solucion B
entre los minutos 15 al 18, para luego regresar linealmente hasta 100% de soluciéon A a
los 25 min. Luego se siguid eluyendo isocraticamente hasta el minuto 35 con solucion

A. La absorbancia se registro a 230 nm.
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En adicion a los reportes de Henriquez (2009), donde se indican sefiales de
protones con desplazamientos quimicos de 3,32; 3,34; 3,35; 3,37; 3,38 y 3,40 ppm
correspondientes a grupos metilénicos alfa a nitrogeno (—N-CH,-) y 3,16 ppm asignable
a protones de grupos metilos unidos a nitrégeno cuaternario (- N-CHa), caracteristicos

en compuestos de naturaleza poliaminica.

Los analisis de RMNH (500 MHz, DMSO, dg) de la mezcla de cinachyramidas
aisladas de la esponja marina C. kuekenthali, muestran un espectro (Figura 15) muy
similar con la adicion de un conjunto de sefiales de poca intensidad a campo bajo, entre
6 y 10 ppm, correspondientes a enlaces —N-H que incluyen desde grupos —N-H hasta —
*NHs, por ejemplo una sefial que se observa con 6y de 7,1 ppm es asignable a protones
de iones amonio (—'NHs).

Este conjunto de sefiales a campo bajo, asignables a protones enlazados a
nitrogeno (-N-H), no se observan cuando el espectro se toma con D,O debido al
intercambio de H por D. Estos enlaces —N-H son confirmados en los analisis de RMN
3C (125 MHz, DMSO, dg), donde las sefiales de carbonos aromaticos estan ausentes.
Esta deduccion es reforzada en el experimento de RMN HSQCGP (Figura 16), donde se
observa ausencia de correlacion H-C en la region entre 6 a 10 ppm en la dimension
correspondiente a protones, esto indica que los protones que generan estas sefiales
deben estar unidos directamente a &tomos de nitrogeno, soportandose asi lo deducido de
'H y 3C. Otro detalle importante de destacar es un conjunto de sefiales que justifica la
funcién acil. En el espectro de RMN **C APT de la mezcla de cinachyramidas aisladas
de la esponja marina C. kuekenthali (Figura 15b), se observan sefiales con Jc de 159,11;
158,85; 158,60; 158,59 y 158,33 ppm que sugieren la presencia de carbonos
carbonilicos de grupos amidas, este conjunto de sefiales no fueron posibles
determinarlas en los anélisis realizados por Henriquez (2009), debido al hecho de no
poder obtener espectros de *3C por la baja concentracion de la muestra y como estos
atomos de carbono no estan enlazados a protones tampoco se podia correlacionar su
existencia mediante correlacion con protones bien sea unidos directamente o larga

distancia.
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Figura 15. Espectro de RMN la mezcla de cinachyramidas aisladas de la esponja marina
Cinachyrella kuekenthali. a) Espectro de RMN *H (500 MHz, DMSO dg). b) Espectro
de RMN *C APT (125 MHz, DMSO d).
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En forma similar, también se observan sefiales con dc de 117,87; 117,85; 115,50
y 115,48 ppm correspondientes a atomos de carbono olefinico, confirmando asi la
existencia de restos alquilicos con dobles enlaces C=C de acidos grasos insaturados tal
como lo sugirié Henriquez (2009). También, se observan sefiales a campo alto, entre 39
a 43 ppm, correspondientes a grupos metilenos (-CH»-) unidos a atomos de nitrégeno
neutro (sin carga), asi como sefiales a 54,40; 53.48 y 52,10 ppm correspondientes a
grupos metilos (-CH3) unidos a atomos de nitrogeno cuaternario (cargados
positivamente), tal como lo describié Henriquez (2009). Estas sefiales de protones y
carbonos, que no eran observadas con claridad en los analisis reportados por Henriquez
(2009), refuerzan ain mas la suposicion de que los constituyentes de la mezcla de
cinachyramidas tienen estructura quimica de acil-poliaminas, tal como fueron
propuestas y sugieren que el razonamiento es correcto en cuanto a las partes que
conforman las moléculas, un resto acil derivado de un &cido graso y otro resto
poliaminico de cadena larga lineal (es decir Acil-LCPA), como se detalla en la figura
16.

1.78-3.37
316.2.10 1.80-3.35
502185 1.77-3.35
419168 1.88-3.34 c,
0 | ;
H N+/CH3
. /\/\/
R/\N/\/\N NN NH N

CHj3

" /\
3 H,C  CHs

Figura 16. Prediccion estructural de acil poliaminas. Obtenidas del espectro RMN *H
(500 MHz, DMSO dg). de la mezcla de cinachyramidas aisladas de la esponja marina C.

kuekenthali.

El experimento de correlacion homonuclear H-H, COSYGPSW (500 MHz,
DMSO dg) generd un espectro (Figura 17) en el cual casi todos los puntos de cruce caen
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en la linea diagonal, sugiriendo asi que corresponden a intersecciones de las mismas
sefiales en coordenadas diferentes. Pocos puntos de cruce correspondientes a la parte
poliaminica caen fuera de la diagonal, sugiriendo que los sistemas de espin son cortos.
No obstante, en la region entre 6,80 a 10,20 ppm se observan muchos puntos de cruce
en la diagonal que corresponden a protones enlazados a nitrégenos, esto indica que hay
muchos grupos N-H que van desde N-H, hasta -'NHs, pasando por grupos aminos
metilados neutro y cargados, en las estructuras de las cadenas poliaminicas. Esto es
reforzado por la ausencia de carbonos en la region aromatica, lo que indica que estas
sefiales de protones a campo bajo no corresponden a sistemas aromaticos. No obstante,
se observan numerosos puntos de cruce fuera de la diagonal que corresponden a la parte
alquilica. Ejemplo de esto son los enlaces de carbonos olefinicos como 5.34(1.99) o
5,35(1.97) y 1.99(1.31) formando un sistema 5,34-1,99-1,31. Otro sistema lo forma

sefiales a campo mas alto como lo son las interacciones 0,88-1,26-144 ppm (Figura 18).
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Figura 17. Espectro de RMN de correlacion heteronuclear C-H directa, HSQCGP (125
MHz, DMSO ds) de la mezcla de cinachyramidas aisladas de la esponja marina C.
kuekenthali.
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Figura 18. Prediccion estructural de acil poliaminas. Correlacion heteronuclear C-H
directa, obtenidas del espectro HSQCGP (125 MHz, DMSO dg) de la mezcla de
cinachyramidas aisladas de la esponja marina C. kuekenthali

El espectro HSQCGP (125 MHz, DMSO d) (Figura 19) muestra correlaciones
con Jduc) de 3,11(54,70), 3,15(52,58) y 3,16(50,34) ppm, igual a lo obtenido por
Henriquez (2009), caracteristicas de protones de grupos metilos unidos a atomos de
nitrégeno dimetilados cuaternario (es decir cargados positivamente), tal como lo indican
Sumper et al. (2005). Otra correlacion importante es la que presenta dwc) de 3,34(46,54)
ppm, caracteristica de grupos metilenos en posicion o a 4tomos de nitrogeno metilado

(sin carga, neutro).

Ademas de correlaciones H-C de grupos metilenos en posicion a a atomos de
nitrégeno no metilados (sin carga, neutro), con dnc) de 2,85(44,85), 2,81(37,21) y
2,80(42,64) ppm, asi como correlaciones H-C de grupos metilos unidos a dtomos de
nitrogeno metilado (sin carga, neutro) con Jyc) de 2,95(33,00) ppm, caracteristico de
metilos unidos a nitrogeno de la funcién amida, en la siguiente estructura se puede
detallar estas correlaciones directas C-H. Estas correlaciones H-C caracteristicas de
grupos metilenos o metilos en posicion a a atomos de nitrégeno cargados positivamente
0 no confirman la naturaleza poliaminica de esta clase de compuestos y estan en buena

correlacion con los resultados reportados para unas di-acil poliaminas aisladas de la
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esponja marina Penares incrustans, denominadas como penaramidas (Ushio-Sata et al.,
1996).

Otros grupos de atomos que muestran correlaciones directas corresponden a la
parte alquilica y se detallan muy bien, entre éstas se observan las correspondientes a los
enlace olefinico C-H, con dyc) de 5,35(130,05), un grupo metileno enlazado al carbono
olefinico con dw(cy de 1,99(27,05). Ademas, sefiales de grupos metilos que pueden ser
terminales o no, cuyos Jyc) son: 0,86(14,39), 0,85(22,94), 0,82(19,55) y 0,82(11,63), y
grupos metilenos con dyc de 1,25(29,37) y 1,24(31,70) enlazados a los grupos metilos,
asi como metilenos enlazados a metilenos con dJy) de 1,25(29,37) y 1,48(25,13),
respectivamente. Finalmente, una correlacion importante es la del grupo CH; unido al

grupo carbonilo, con dyc) de 2,28(32,83).
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Figura 19. Espectro de RMN de correlacion homonuclear H-H, COSYGPSW (500
MHz, DMSO dg) de la mezcla de cinachyramidas aisladas de la esponja marina C.

kuekenthali.
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El espectro de RMN de correlacion heteronuclear a larga distancia
HMBCGPND (125 MHz, DMSO ds) (Figura 20) de la mezcla de cinachyramidas
aisladas de la esponja marina C. kuekenthali, muestra puntos de cruce que evidencian
correlaciones entre el resto acil con la parte poliaminica, entre estas se encuentran las
correlaciones a tres enlaces entre los protones de un grupo metileno en posicion o a un
atomo de nitrogeno neutro de una funcion amida y el carbono carbonilo, con Jy) de
3,35(173,35) ppm y la correlacion entre los protones de un grupo metilo también en
posicion o a un atomo de nitrégeno neutro de una funcion amida y el carbono carbonilo
con d(c) de 2,95(173,21) o 2,79(172,21) ppm. Estas correlaciones evidencian en forma
clara la unién de un resto acil con la parte poliaminica sugerida por Henriquez (2009),
quien no pudo establecerlas por no observar estos puntos de cruce en sus experimentos,

debido a la baja concentracién de las muestras.

En el espectro HMBCGNPD, se observan conectividades que evidencian la
existencia de unidades propilaminas en un sistema semejante al de las penaramidas
reportadas por Ushio-Sata et al. (1996). Entre estas conectividades a mas de un enlace
H-C, estan las conectividades de los protones de un grupo metilo unido a un nitrégeno
de la funcion amida y el carbono metilénico unido a éste con dnc) 2,95(44,43); este
carbono metilénico a su vez interacttia con los protones metilénicos adyacentes con d(cyx
(44,42)2,02, a su vez este ultimo carbono metilénico se correlaciona con los protones
del metileno unido al nitrégeno de la funcion amida con Jdcyn (24,16) 3,35, formando asi

unas correlaciones reciprocas.

Los protones metilénicos con Jy 2,02 también interactian con un carbono
metilénico, enlazado a un atomo de nitrégeno cuaternario dimetilado cargado
positivamente, formando una correlacion con dwcy 2,02(52,70), ademas interactdan el
carbono metilénico unido al nitrégeno de la funcion amida con los protones del
metileno unido a un carbono cuaternario con Jcn (44,27)3,49 o posiblemente
(44,89)3,35, formando asi un grupo propil unido por los extremos a atomos de
nitrégeno. También son deducibles otras correlaciones C-H de metilenos unidos a

nitrégeno neutro no metilados, las cuales se detallan en la Figura 20.
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De la parte alquilica, se observa una correlacion a dos enlaces entre los protones
de un grupo metileno (con dw(c) 2,28(32,83), determinado mediante correlacion en el
espectro HSQCGP) en posicidon a a un grupo carbonilo y el carbono carbonilico de la
funcion amida con dyc) de 2,28(173,19) en el espectro HMBCGPND (Figura 20),
confirmandose asi la existencia de un resto alquilico derivado de un &cido graso que
reacciona con la poliamina para generar la molécula de cinachyramida. De igual forma,
se observan correlaciones a dos enlaces entre protones de grupos metilos terminales y
atomos de carbono de metilenos adyacentes, con dyc) de 0,85(38,93), 0,86(31,64) y
0,85(31,69) ppm, asi como correlaciones entre protones metilenos con carbonos de
metilenos adyacentes, con Jncy de 1,24(22,57) y 1,27(31,63) ppm, ademas de
correlaciones entre protones metilénicos y carbono de metilos terminal, con Jy(c) de
1,26(14,40) ppm.
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Figura 20. Espectro de RMN de correlacion heteronuclear C-H a larga distancia,
HMBCGPND (500 MHz, DMSO dg) de la mezcla de cinachyramidas aisladas de la

esponja marina Cinachyrella kuekenthali.
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Algunas sefiales de protones se correlacionan formando sistemas de
acoplamiento, los cuales son confirmados por las correlaciones H-C observadas en el
espectro HMBCGPND (Figura 20). Entre estas, se tiene el sistema de acoplamiento
conformado por las sefiales con oy 5,34 — 1,99 — 1,31 ppm, el cual es confirmado por la
correlacion H-C del carbono olefinico y los protones metilénicos adyacentes en el
espectro HMBCGPND con dyc) de 1,99(130,09) y la correlacion H-C olefinico con oy
de 5,34-130,09 ppm en el espectro HSQCGP, dando como resultado un acoplamiento
H-H con dy 5,34 — 1,99 ppm observado en el experimento COSY. A su vez, la sefial con
on de 5,34 ppm se correlaciona con una sefial de carbono con Jc de 27,10 ppm, en el
espectro HMBCGPND, a su vez este carbono (el cual se correlaciona con una sefial de
proton con oy 1,99 ppm en el espectro HSQC) también se correlaciona con la sefial de
un protén con Jy de 1.99 ppm en el espectro HMBCGPND, formando asi el sistema de
acoplamiento entre los protones con dy de 5.34 — 1.99 — 1.31 ppm, determinado ademas
por el experimento COSY para el resto alquilico de la cadena hidrocarbonada del acido
graso. Otros sistemas de acoplamiento (como el formado por los grupos de protones con
on de 0,88 — 1,26 — 1,44 ppm) también han sido determinados por medio de
correlaciones homonucleares y heteronucleares. En la Figura 21 se resumen todas las

correlaciones del experimento HMBCGPND.
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Figura 21. Predicciones estructurales derivadas de la interpretacion del experimento
HMBCGPND (DMSO dg, 500 MHz) de la mezcla de cinachyramidas aisladas de la
esponja marina Cinachyrella kuekenthali.
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Anélisis de la mezcla de cinachyramidas aisladas de la esponja marinas
por espectrometria de masas mediante ionizacion con electrospray (ESI MS).

La espectrometria de masas de ionizacion por electro nebulizacién es una
excelente técnica para la caracterizacion estructural de mezclas de poliaminas de cadena
larga lineal. En numerosos estudios se han establecidos relaciones estructurales de
mezclas complejas de sustancias, que se relacionan por diferencias en masas de 57 ¢ 71
unidades de masas correspondientes a una unidad de repeticion de propilamina metilada
0 no (Kroger et al., 2000; Kroger et al., 2002; Matsunaga et al., 2007; Sumper et al.,
2005), ademés de iones que se diferencian entre si por 14 6 28 unidades de masas
correspondiente al incremento de uno o dos grupos metilenos, bien sea en cadenas
hidrocarbonadas o por sustitucion de un atomo de hidrogeno por un grupo metilo unido
a un atomo de nitrégeno en un grupo amino. Esta técnica genera picos con relacion m/z
para cada una de las especies poliaminicas presentes en una mezcla compleja de

sustancias estructuralmente relacionadas.

En la investigacion realizada por Henriquez (2009) sobre la caracterizacién
estructural de fracciones activas biolégicamente aisladas de C. kuekenthali, mediante
ESI MS, determin6 que éstas son mezclas complejas de compuestos que se relacionan
por diferencias en masas entre sus iones seudomoleculares de 57 ¢ 71 unidades de
masas, aspecto caracteristico de mezclas de compuestos de naturaleza poliaminica de
cadena larga lineal que tienen como unidad de repeticion propilamina que puede estar
N-metilada (C4HoN—, 71,07 unidades de masas) o no (C3H;N—, 57,05 unidades de

masas), con hasta 12 unidades de repeticion.

En la Tabla 32 se presenta un resumen de iones seudomoleculares
monoprotonados de cinco fracciones estudiadas por Henriquez (2009) en la cual se
establecen relaciones por diferencia en masa de 71,07 Da entre algunos de sus
componentes, como se puede observar sélo para esta posibilidad de combinacion, la
existencia de una mezcla compleja de iones que sugiere secuencias de poliaminas con

unidad de repeticion de N-metil propilamina, ademas de ésta, tambien encontrd iones
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que forman secuencias de iones por diferencias de 57 Da, asi como especies di-
protonadas que presentan mayor abundancia de acuerdo a la intensidad de pico.
Tabla 32. Correlaciones entre iones pseudomoleculares separados por 71 Da, presentes

en las fracciones CA1l — CAD5 aisladas de la esponja marina Cinachyrella kuekenthali,
reportadas por Henriquez (2009).

CA1l CA2 CA3 CA4 CA5

lon1 lon 2 lonl lon 2 lon1 lon 2 lonl lon 2 lon1l lon 2

967,0017 895,9253 981,0276  909,9548  981,0196  909,9429 981,0174 909,9408 1066,0960 995,0244
867,8916 796,8184 834,8487  763,7740  967,0043 8959271 967 8959251  1052,0820 981,0079
796,8184 725,7459 810,8489  739,7744  952,9881 881 952,9846  881,9069 1038,0633  966,9921
725,7459*  583,5981*  739,7744  668,6993  909,9429  838,8652 881,9069 810,8334  540,5546  469,4802
519,5362 448,4639 668,6993  597,6249  838,8652  768,7882 810,8334 739,7590  533,5534  462,4776
597,6249  526,5500  810,8355  739,7612 796,8171 725,7436  356,3719  285,2997
526,5500 4554775  796,8195  725,7455 597,6130 526,5420 2852997  214,2273
597,6143  526,5432  526,5420  455,4718
526,5432 4554721

* Para estos dos valores la diferencia es 142,1478 Da (dos veces 71,07). Todos los valores son relaciones
m/z en Da.

De los andlisis por espectrometria de masas mediante electro nebulizacion de la
mezcla de cinachyramidas aisladas de C. kuekenthali, se obtuvo un espectro que
presenta una amplia variedad de picos, similar a lo reportado previamente por
Henriquez (2009) usando esta misma técnica con la finalidad de determinar estructuras
de fracciones activas de C. kuekenthali. En el espectro (Figura 22) se evidencian todos
los picos de iones pseudomoleculares reportados anteriormente, asi como también para
establecer relaciones entre iones por diferencias de 57 unidades de masas, ademas de
otras relaciones que puedan surgir mediante 14 ¢ 28 unidades de masas que pudieran
derivar, si los grupos aminos estén N-metilados o N, N—dimetilados. Estos resultados
sugieren que, a pesar de simplificar los pasos de purificacion, se estan obteniendo en un
conjunto la mezcla de acil poliaminas reportados por Henriquez (2009), acortando asi

los tiempos de purificacion y con mucho mayor rendimiento del producto.

Un aspecto importante de resaltar es la estabilidad de las especies idnicas
formadas, por la intensidad de pico de un determinado ion se puede deducir que a mayor
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cantidad de atomos de nitrogeno cuaternario en una secuencia poliaminica, mayor es la
estabilidad de la especie idnica formada de acuerdo a su abundancia en el espectro,
Figura 21, en correlacion con Henriquez (2009) quien sugirio la existencia de especies
doblemente cargadas y que esta especie ionica doblemente protonada es mas estable que
la monoprotonada, de acuerdo a la intensidad de pico del correspondiente ion en el
espectro.

Estos resultados sugieren que las especies moleculares no solo existen en la
forma mono o diprotonadas sino que estan presentes con tres o cuatro cargas positivas,
es decir tri o tetra protonadas, y que la estabilidad del ion es directamente proporcional
con el nimero de cargas positivas que reside en la secuencia de acuerdo con el valor de
la intensidad de pico. Esto se puede confirmar con el ion molecular M* = 980 Da, que al
monoprotonarse se convierte en un ion seudomolecular [M + H]*/z con relacion m/z de
981,17 Da, con z = 1, observado en el espectro de masas. Esta especie molecular
también puede existir en forma di [M + 2H]**/z (z = 2), tri [M + 3H]**/z (z = 3) o tetra
[M + 4H]*/z (z = 4) protonado con relaciones m/z de [M + 2H]**/2 = 491,25, [M +
3H]*/3 = 327,90 y [M + 4H]**/4 = 246,20 Da, picos con estas relaciones m/z se pueden
detallar en la Figura 22, donde se puede observar claramente que el pico base
corresponde al ion con relacion m/z de 246,20 Da, probablemente correspondiente a la
especie molecular tetra protonado, y la relacion de intensidad de pico decae con el

aumento de la relacion m/z.

Otras especies moleculares que presentan comportamiento similar corresponden
a los picos con relaciones m/z de 966 y 994 Da, que al estar monoprotonadas se
observan como 967 y 995 Da, respectivamente, en caso de estar di, tri o tetra protonadas
se observan como 484,30; 323,27 y 242,70 Da, para el primer ion molecular, y 498,24;
332,56 y 249,89 Da, para el segundo. En éstos conjuntos de picos correspondientes a
iones mono a tetra protonados se observa el mismo comportamiento de intensidad de
pico anterior, lo cual refleja estabilidad de acuerdo al grado de protonacion o centros
cargados. Esto se puede observar en el espectro de masas (Figura 21) en el cual existen

conjuntos de picos de alta abundancia para los iones tetraprotonados, con m/z de
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242,70; 246,20 y 249,89, conjuntos de picos de moderada abundancia para iones

triprotonados, con m/z de 323,27; 327,90 y 332,56, y asi sucesivamente decae la

abundancia para los conjuntos de picos de iones di y monoprotonados.
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Figura 22. Espectro de masas por ionizacién con electrospray (ESI MS) de la mezcla de

cinachyramidas aisladas de la esponja marina Cinachyrella kuekenthali. a) Espectro

completo, b — e) ampliaciones de las regiones con m/z 800 — 1000, 400 — 600, 300 — 400

y 200 — 300, en las que se observan conjuntos de iones de especies moleculares que

posiblemente puedan corresponder a moléculas mono, di, tri y tetra protonadas, como
ejemplo los picos con m/z 246,20; 327,90; 491,25 y 981,17, generados de la

protonacion de la molécula con 980 Da. Los analisis fueron realizados en un

espectrometro de masas cuadripolar (QMS) Finnigan TSQ Quantum, Thermo Scientific.
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Anélisis de cromatografia de gases/espectrometria de masas

Con la finalidad de completar con la dilucidacion estructural, se obtuvieron los
esteres metilicos de acidos grasos y fueron analizados mediante por CG/EM, para
establecer la magnitud de la cadena alquilica de las acilpoliaminas. Para ello, la mezcla
de cinachyramidas fue hidrolizado con HCI 1 mol/l durante 12 horas en reflujo a 110
OC. La solucién acuosa resultante fue particionada con CHCIs, la fase organica
contentiva de los &cidos grasos, después de eliminado el solvente fue resuspendida en
CHCI3/MeOH (3:1) més HCI 1 mol/l y sometida a reflujo a 110 °C por 10 horas, para
esterificar los acidos grasos derivados de la hidrolisis. Posteriormente, la solucién
resultante fue concentrada y particionada con CHCI;3 y la fase orgénica fue sometida a
analisis por CG/EM. Luego, el analisis por CG/EM evidencio la presencia de los ésteres
metilicos siguientes: éster metilico del &cido decanoico, éster metilico del acido
tridecanoico, éster metilico del acido pentadecanoico, éster metilico del &cido
hexadecanoico, éster metilico del acido octadecanoico y éster metilico del acido 9Z-
octadecenoico. Estos resultados confirman que las cinachyramidas estan constituidas en
realidad por un resto alquilico derivado de un acido carboxilico y una parte poliaminica
de cadena larga lineal, que reaccionan formando una acil poliamina, denominada

cinachyramida por Henriquez (2009).

Como se describié anteriormente, la mezcla de cinachyramidas es una mezcla
compleja de sustancias estructuralmente similares, diferenciandose una de otra por el
namero de unidades de repeticion del monémero propilamina, bien sea metilada o no,
formando secuencias de moléculas relacionadas por diferencias de 57 ¢ 71 Da. Las
moléculas también pueden diferenciarse una de otra por 14 6 28 Da, esta diferencia
puede ser explicada mediante la sustitucion de uno o dos atomos de hidrogeno unidos a
atomos de nitrégeno por uno o dos grupos metilo o simplemente por la adicion de
grupos metilenos en la cadena hidrocarbonada de 4&cidos grasos. Tomando en
consideracién todo lo antes expuesto y suponiendo que el resto acil deriva del acido
decanoico Y el resto poliaminico tiene solamente N-metil propilamina como unidad de

repeticion, entonces son posibles los siguientes iones moleculares con relaciones m/z
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de: 270, 341, 412, 483, 554, 625, 696, 767, 838, 909, 980, 1051 Da. Todos estos iones
moleculares fueron reportados por Henriquez (2009) en su forma monopronada, y en
esta investigacion son detectados mediante el analisis de ESI MS en la mezcla de
cinachyramidas en forma de iones pseudomoleculares monoprotonados con las
siguientes relaciones m/z: 271, 342, 413, 484, 555, 626, 697, 768, 839, 910, 981, 1052
Da. Esto sugiere que la suposicion acerca de que las sustancias aisladas son acil

poliaminas es correcta.

En la Figura 23 se representa la estructura probable para una acil-poliamina
derivada del &cido decanoico y un resto tipo N-metil polipropilamina (conn=1-12,n
= nlmero de repeticion de N-metil propilamina). Si los restos acilos se derivan de los
acidos grasos: tridecanoico, pentadecanoico, hexadecanoico, octadecanoico, y 9Z-
octadecenoico, también son posibles secuencias de compuestos que difieren por 71 Da,
similar a lo determinado para la familia de cinachyramidas derivadas del &cido

decanoico.

B
J§ i |
R N N R/\N/V\/N N
| 71Da | =0-12 | 71Da Jdn=0-11

Figura 23: Estructuras propuestas para la mezcla de cinachyramidas aisladas de C.
kuekenthali. Si, R = resto alquilico derivado del &cido decanoico, A) iones moleculares
(pseudomoleculares) posiblesfcon n = 0 a 12 unidades de repeticion de N-metil
propilamina)]: 199 (200), 270 (271), 341 (342), 412 (413), 483 (484), 554 (555), 625
(626), 696 (697), 767 (768), 838 (839), 909 (910), 980 (981), 1051 (1052) Da. B) iones
moleculares (seudomoleculares) posibles [con n = 0 a 11 unidades de repeticion de N-
metil propilamina, adicional una unidad de 1,4-diaminobutano insertada en la cadena de
N-metil propilamina]: 199 (200), 284 (285), 355 (356), 426 (427), 497 (498), 568 (569),
639 (640), 710 (711), 781 (782), 852 (853), 923 (924), 994 (995), 1065 (1066) Da.
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Figura 24. Espectro de masas por ionizacién con electrospray (ESI MS) de la mezcla de
cinachyramidas aisladas de la esponja marina Cinachyrella kuekenthali. a) Espectro
MS/MS del ion seudomolecular con relacion m/z de 491 Da, b) Espectro MS/MS del
ion seudomolecular con relacion m/z de 484 Da. En ambos casos se genera un ion
fragmento de relacion m/z de 86 Da no observado en el espectro de masas simple. Los
andlisis fueron realizados en un espectrometro de masas cuadripolar (QMS) Finnigan
TSQ Quantum, Thermo Scientific.
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Adicionalmente, la existencia de moléculas con un grupo N,N-dimetil en el
nitrégeno terminal de la secuencia poliaminica es sugerida por la generacién de un ion
fragmento con relacién m/z de 86 Da en los analisis de MS/MS. Esto se puede detallar
en los espectros de MS/MS de numerosos iones pseudomoleculares; por ejemplo, en los
espectros MS/MS de los picos con relacion m/z de 484,30 y 491,25 Da se observa que
producto de la fragmentacion, se deriva un pico base con relacién m/z de 86 Da, el cual

no esta presente en el espectro de MS ESI de la mezcla de cinachyramidas, Figura 23.

De acuerdo con Sumper et al. (2005) este fragmento se deriva de la ruptura del
enlace N-C en el penultimo grupo amino de la cadena polipropilamina generando un
fragmento N, N-dimetil propil amina [de formula (CH3),-N-C3He—, (CsH12N = 86 Da)],
indicando que el dltimo atomo de nitrégeno en la secuencia soporta dos grupos metilos
y confirmando que la unidad de repeticion es propil amina, este pico de ion fragmento
con relacion m/z de 86 unidades de masa se puede observar en la Figura 24. Esto
refuerza la suposicién de la existencia de compuestos con estructura molecular tipo acil

polipropilaminas como la mostrada en la Figura 23.

Actividad antibacteriana de las acil poliaminas aisladas de la esponja
Cinachyrella kuekenthali

Los resultados generados en los ensayos de actividad antibacteriana ejercida por
la mezcla de cinachyramidas sobre las diferentes especies bacterianas, se obtuvieron en
forma de absorbancia (leida a una Any = 620) de la solucion del medio de cultivo con las
bacterias viables, expuestas por 16 horas a diferentes concentraciones de la mezcla de
cinachyramidas, ademas se midio la absorbancia de controles negativo (solo medio de
cultivo) para restarlo al valor de la absorbancia de las células tratadas y asi obtener,
unicamente, la absorbancia de la poblacion celular viable. También se determiné la
absorbancia a controles positivos (medio de cultivo mas poblacion bacteriana sin
exposicion a las cinachyramidas), a la cual también se le resto el valor de absorbancia
del control negativo, para obtener asi la absorbancia del maximo crecimiento bacteriano
(100%). En la Tabla 33 se presentan datos del porcentaje de bacterias vivas al ser
expuestas al pool de cinachyramidas a diferentes concentraciones y en la Figura 25 se
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muestran los datos en forma grafica. Como se puede observar en la Figura 25, luego de
graficar la viabilidad bacteriana (%) (poblacién bacteriana de E. coli) contra la
contraccion de cinachyramidas se obtiene una linea recta de donde por extrapolacion del
25 6 50% de viabilidad al eje de la concentracion se obtiene una CL s de 25,78 pg/ml o
de CLso de 56,40 pg/ml. Para las deméas poblaciones bacterianas se siguid el mismo

procedimiento, aun cuando el nimero de pares de datos (viabilidad-concentracién) fue

menor.
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Figura 25. Procedimiento empleado para determinar el valor de CLys 0 CLsg en los
ensayos de actividad antibacteriana. Se grafica la viabilidad bacteriana (%) contra la
concentracion de la mezcla de cinachyramidas y se extrapola la concentracion que
reduce la viabilidad bacteriana al 25 ¢ al 50%, que son la CL,5 y CLsg [en este caso son
25,78 y 56,40 pg/ml, respectivamente]. En este ejemplo se usaron los datos obtenidos al
tratar bacterias E. coli con diferentes concentraciones de la mezcla de cinachyramidas,
los datos se detallan en la Tabla 33.

La viabilidad bacteriana en respuesta al tratamiento con la mezcla de

cinachyramidas se calculé como:
% Viabilidad = 100-(DO¢/DO,)

DO; es la densidad Optica de bacterias tratadas, DO, es la densidad Optica de bacterias
control, para obtener estos valores previamente al valor de absorbancia le resto la

absorbancia del control negativo a ambos.
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Tabla 33. Datos de absorbancia obtenidos al exponer a la bacteria E. coli a la accion de
la mezcla de cinachyramidas a diferentes concentraciones durante 16 horas.

Concentracion, pg/mi Absorbancia Absorbancia sin fondo  Viabilidad (%)
100 0,167 0,124 151
30 0,609 0,566 69,2
10 0,756 0,713 87,3
3 0,818 0,775 94,7
1 0,831 0,788 96,4

Nota: El valor de absorbancia del control negativo fue 0,043 y el del control positivo fue 0,8177.

Los valores de la concentraciones letales venticinco (CLys) y media (CLsp)
inducidas por la mezcla de cinachyramidas aisladas de Cinachyrella kuekenthali sobre
las diversas cepas bacterianas empleadas, determinadas mediante ensayos de
microdilucion (Diaz et al., 2009) y posterior transformacion de datos para generar
linealidad en forma grafica que permita hacer extrapolaciones son presentadas en la
Tabla 34.

Tabla 34. Actividad antibacteriana de la mezcla de cinachyramidas aisladas de
Cinachyrella kuekenthali sobre bacterias Gram positivas y Gram negativas determinada
mediante ensayos de microdilucion

Microorganismos CLs (ng/ml) CLso(pug/ml) (Fc’:eC;():,i ILiJr:?mC?)
Bacillus subtilis 2,32 2,58 <3
Micrococcus luteus 3,74 591 <3
Enterococcus faecalis 6,99 16,40 <3
Escherichia coli 25,78 56,40 12,50

Penicilina G sodica contiene 1667 Ul/mg (500.000 Ul = 300 mg), 1000 Ul= 0,6 mg; 12,50 Ul/ml de
penicilina G sddica = 7,50 pug/ml y 3 Ul/ml de penicilina G sodica = 1,80 pg/ml.
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Se puede observar que la potencia antibacteriana ejercida por la mezcla de
cinachyramidas sobre las poblaciones bacterianas es diverso, ejerciendo mayor efecto
sobre B. subtilis, seguido de M. luteus y E. faecalis y finalmente menor potencia sobre
E. coli. Es de destacar que la potencia antibacteriana ejercida sobre B. subtilis (CLso

2,58 pg/ml) es ~22 veces mayor que la ejercida sobre E. coli (CLsg 56,40 pg/ml).

Recientemente,  ciertas  poliaminas  caracterizadas como  cadenas
polipropilaminas, N-metiladas, con hasta 20 unidades de repeticion unidas a putrescina,
fueron denominadas como poliaminas de cadena larga (denominadas LCPA, por sus
siglas en ingles), Matsunaga et al. (2007). También, se han caracterizado numerosas
poliaminas con residuos espermidina o 1,3-diamino-propano como base estructural, lo
cual puede indicar rutas biosintéticas alternativas de estas sustancias a nivel celular
(Sumper et al. 2005, Kroger et al. 1999, 2000).

Las poliaminas son aminas alifaticas simples que consisten de dos o mas
cadenas de carbono flexible conectadas por 4tomos de nitrégeno. Los grupos amino
primario y secundario de estas secuencias estan parcialmente cargados a pH fisiolégico,
resultando en cationes organicos de baja masa molecular, es decir existe una mezcla de
grupos amino y amonio (Zheliaskova et al., 2000). Las poliaminas pueden tener muchos
grupos amino, y estos grupos, por su abundancia y naturaleza catidnica, pueden ser el
origen de numerosos enlaces i6nicos con aniones bioldgicos tales como carboxilos y
sulfatos de proteinas y polisacaridos, o fosfato de los fosfolipidos (Gerner &Meyskens,
2004).

Las cinachyramidas por ser moléculas que tienen una porcion poliaminica
pueden ejercer interacciones con muchas moléculas a nivel de membrana celular o en el
interior de la misma, ademas poseen un resto hidrocarbonado de cadena lineal de diez o
mas atomos de carbono que constituyen un resto alquilico apolar, conformando de esta
manera una molécula que contiene una parte apolar con caracter hidrofobico y un
residuo poliaminico cargado polar que tiene caracter hidrofilico, es decir son moléculas
anfipaticas catidnicas. Estas caracteristicas hacen inferir que las acil poliaminas,

constituyentes de la mezcla de cinachyramidas, pueden actuar como un surfactante y
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probablemente ejercen un efecto similar sobre las bacterias.La potencia antibacteriana
de la mezcla de cinachyramidas (acil poliaminas) aisladas de Cinachyrella kuekenthali
ejercida sobre las diferentes cepas bacterianas, hace sugerir que probablemente la
actividad depende de la membrana externa de las bacterias. En estudios previos, De
Ledn et al. (2005) propusieron que la actividad de algunos compuestos depende del
tamafio del inoculo bacteriano y la fase de crecimiento de las células, cuya actividad
puede ser mayor en la fase exponencial, causando un efecto bacteriolitico. Por lo tanto,
la predisposicion a la lisis, ademas de los cambios morfoldgicos, sugiere que algunos
compuestos ponen en peligro la sintesis de la pared celular y/o membrana
citoplasmatica de las bacterias.

Esta hipotesis es sustentada por Balakrishna et al. (2006), quienes determinaron
el efecto antibacteria de mono- y bis-acil poliaminas encontrando significativa actividad
antimicrobiana, mediada via permeabilizacion de las membranas bacterianas. Ademas,
determinaron en estudios de relacion estructura-actividad una fuerte dependencia de la
longitud de la cadena acil sobre la potencia antimicrobial y actividad de
permeabilizacidn de estos compuestos membranofilicos, los cuales fueron sintetizados
con el propdsito de agentes secuestrante de lipopolisacaridos como actividad

antimicrobial.

Estos resultados apuntan a una posible complejidad de las caracteristicas fisico-
quimicas que determinan la relacion estructura-actividad, que no pueden ser
directamente atribuibles al caracter hidrofobo. La perturbacion de la permeabilidad de la
membrana externa sensibles en los organismos Gram negativos es muy diferentes a los
solutos hidrofébicos impermeables, por ejemplo el antibidtico rifampin (De Le6n et al.,
2010). Los resultados presentados sugieren que los requisitos estructurales para una
Optima interaccion con la membrana externa de microorganismos Gram negativos son

bastante especificos.

La actividad antimicrobiana frente a bacterias Gram negativas por un lado y el
secuestro de lipopolisacaridos, por otro lado sugieren que la actividad antimicrobiana
puede ser mediada por la interaccién de algunos compuestos con la membrana externa.
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Las moléculas anfipéticas cargadas tienen superficie activa y pueden ser citolitica en las
células de mamiferos (De Leon, 2010). Este efecto es ejercido por sustancias anfipaticas
policationicas, por ejemplo la polimixina B, un antibidtico peptidico antipatico,
pentacationico, el cual es un agente membrano-perturbante cuya accion antibacterial es
manifestada mediante enlaces a residuos de lipidos A de lipopolisacéridos (Rosenthal &
Storm 1977, Storm & Rosenthal, 1977).

En este orden de ideas, De Ledn (2010), demostré la hipdtesis de secuestracion
de lipopolisacaridos (LPS) por bis-acil poliaminas, compuestos anfipaticos, los cuales
pueden unirse a la membrana intacta de las bacterias Gram negativas y permeabilizarlas.
Balakrishna et al. (2006) sefialaron que la citotoxicidad no especifica es una desventaja
potencial de estos compuestos membranofilicos; sin embargo, la actividad superficial de
estos anfipaticos cationicos es fuertemente atenuada bajo condiciones fisioldgicas via
enlazamiento a albumina del suero. La significativa actividad antibacterial es retenida
fuertemente en la presencia de concentraciones fisioldgicas de albumina del suero
humano, sugiriendo que estos compuestos pueden servir como guia en el desarrollo de
auxiliares novedosos para quimioterapia antimicrobial convencional.

La potencia antibacteriana de la mezcla de cinachyramidas, acil poliaminas,
aunado al hecho de que este tipo de sustancias se caracteriza por permeabilizar la
membrana celular; adicionalmente, no se conocen estudios que evidencien cambios
morfoldgicos en los microorganismos estudiados inducidos por la clase de sustancias en
prueba, motivé a realizar estudios que conlleven a determinar cambios morfoldgicos
inducidos por estos compuestos sobre las membranas bacterianas de B. subtilis y E. coli,
observado mediante analisis de microscopia electronica de barrido.

Cambios morfoldgicos de la membrana celular de Bacillus subtilis y
Escherichia coli

La microscopia electronica es una excelente técnica para determinar
transformaciones a nivel celular, dentro de esta técnica se encuentra la microscopia
electronica de barrido, mediante la cual se puede visualizar cambios morfoldgicos de la

membrana externa, asi como determinacion del tamafio de las células. Con este
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proposito se trataron cultivos de las especies bacterianas B. subtilis y E. coli en
presencia y ausencia de la mezcla de cinachyramidas aisladas de C. kuekenthali, para
luego visualizar los cambios morfoldgicos a nivel externo de la membrana celular y
determinar el tamafio para hacer un analisis estadisticos. El efecto de la mezcla de
cinachyramidas aisladas de Cinachyrella kuekenthali sobre la morfologia de las
bacterias Bacillus subtilis y Escherichia coli determinado mediante andlisis por
microscopia electronica de barrido (MEB) de células expuestas a la concentracion letal
venticinco (CLys) y media (CLsp), cuantificadas previamente en la evaluacion de la
actividad antibacteriana. Adicionalmente, con la finalidad de tener un patron de
comparacion de celulas normales/dafiadas, se realizd un experimento control donde las
células fueron tratadas en ausencia de la mezcla de cinachyramidas para contrastar los

cambios morfoldgicos de células normales — células afectadas.

Figura 26. Micrografias de microscopia electronica de barrido (MEB) de Bacillus

subtilis, tratadas en ausencia de la mezcla de cinachyramidas aisladas de la esponja
marina Cinachyrella kuekenthali (control). (a-c), Células de B. subtilis formando
colonias, (d-f), células de B. subtilis aisladas. En ambos casos, células con membrana

celular lisa, caracteristico de células normales. Barra de escala 5 pum.
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Los resultados obtenidos en forma de micrografias sugieren que las especies
bacterias B. subtilis y E. coli no expuestas a la accion de las cinachyramidas presentan
la superficie de la membrana celular externa lisa y uniforme, en colonias o aisladas en
forma de bastones (Figuras 26 y 29), morfologia caracteristica en bacterias normales;
asimismo, se observaron células en proceso de division. La longitud celular promedio
de los controles de Bacillus subtilis fue de 10 um (mediana 9,12) por 2,26 um (mediana

2,21) de ancho; mientras que, los controles de Escherichia coli presentaron una longitud

promedio de 8 um por 2,0 um de ancho.

Figura 27. Micrografias de microscopia electronica de barrido (MEB) de células de
Bacillus subtilis, tratadas con la mezcla de cinachyramidas, aisladas de la esponja
marina Cinachyrella kuekenthali, a la concentracién de 2,32 pg/ml (CLys). (a-f) Células
de B. subtilis formando colonias, Algunas células con membrana celular con
protuberancias, caracteristico de células anormales, indicado por una flecha. Barra de
escala 5 um.

Como se menciond anteriormente, la especie bacteriana B. subtilis fue la cepa
mas sensible a la accion de la mezcla de cinachyramidas (CLys 2,32 y CLsg 2,58 pg/ml),
mientras que la especie bacteriana E. coli fue la cepa mas resistente de todas la cepas
bacterianas ensayadas (CLys 25,78 y CLso 56,40 pg/ml). Estos resultados concuerdan
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con los andlisis de Bachrach & Weinstein (1970), quienes reportan que las bacterias
Gram positivas son mas sensibles a la accion antibacteriana de las acil poliaminas en
comparacion con las bacterias Gram negativas. De estas dos especies bacterianas, la
primera es Gram positiva y la segunda Gram negativa, de alli tal vez la diferencia en la

actividad antibacteriana de la mezcla de cinachyramidas que interactuan con la

membrana bacteriana permeabilizandola.

Figura 28. Micrografias de microscopia electronica de barrido (MEB) de células de
Bacillus subtilis, tratadas con la mezcla de cinachyramidas, aisladas de la esponja
marina Cinachyrella kuekenthali, a la concentracion de 2,58 pg/ml (CLsg). (a-c) Células
de B. subtilis formando colonias, (d-f) células de B. subtilis aisladas. En ambos casos,
ceélulas con formaciones de protuberancias en la membrana celular, indicado por una
flecha, caracteristico de células anormales. Barra de escala 5 um.

En las células tratadas con la mezcla de cinachyramidas a mayor concentracién
se observan cambios morfologicos méas notorios, es decir, en las especies bacterianas
tratadas con la concentracion de CLsy presentan mayor dafio, sugiriendo que
probablemente es un efecto concentracion dependiente, esto se puede detallar en las

micrografias presentadas en las Figuras 26-27 y 29 - 30.
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Figura 29. Micrografias de microscopia electronica de barrido (MEB) de Escherichia
coli, tratadas en ausencia de la mezcla de cinachyramidas aisladas de la esponja marina
Cinachyrella kuekenthali (control). (a-c), Células de E. coli formando colonias, (d-i),
células de E. coli aisladas. En ambos casos, células con membrana celular lisa,

caracteristico de células normales. Barra de escala 5 um.

Los resultados obtenidos de las especies bacterianas Bacillus subtilis y
Escherichia coli tratadas con la mezcla de cinachyramidas indican cambios
morfoldgicos a nivel de membrana. Las micrografias de B. subtilis y E. coli expuestas a
la accion de las cinachyramidas (CLys y CLsg) muestran formaciones de protuberancias
y pérdida del volumen celular, posiblemente causado por permeabilizacion de la

membrana externa con generacion de poros (Figuras 27, 28, 30 y 31).
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Figura 30. Micrografias de microscopia electrénica de barrido (MEB) de Escherichia
coli, tratadas con la mezcla de cinachyramidas, aisladas de la esponja marina
Cinachyrella kuekenthali, a la concentracion de 25,78 pug/ml (CLys). (a-d) Células de E.
coli formando pequefias colonias, (d-i) células de E. coli aisladas. En ambos casos,
células con protuberancias en la membrana celular y perdida del contenido interno,
indicativo de células normales. Barra de escala 5 pum.

Es conocido que las acilpoliaminas permeabilizan la membrana celular
uniéndose a lipidos A de lipopolisacaridos, probablemente causando lisis. Posiblemente,
este efecto es el ejercido por la mezcla de cinachyramidas y es sustentado con una
posible formacion de poro con consecuente pérdida del contenido bacteriano observado
en las Figuras 29 y 30, este hecho hace que la bacteria pierda su contenido y se observe
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como una bolsa vacia, como baston doblado o como un bote deforme, apreciable en las

bacterias de E. coli dafiadas por accidn de la mezcla de cinachyramidas.

Figura 31. Micrografias de microscopia electronica de barrido (MEB) de Escherichia
coli, tratadas con la mezcla de cinachyramidas, aisladas de la esponja marina
Cinachyrella kuekenthali, a la concentracion de 56,40 pg/ml (CLs). (a-€) Células de E.
coli formando pequefias colonias, (f-i) células de E. coli aisladas. En ambos casos,
células con perdida del contenido interno y deformacion por vaciado, indicativo de
anormalidad celular, (i) posible formacion de poro y perdida del del contenido celular.
Barra de escala a-g 5 um, h-i 2,5 pm.

La alteracion de la membrana citoplasmatica a menudo se revela por la salida de

componentes intracelulares, incluyendo la liberacién de potasio, como primer indicio de
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dafios de la membrana seguido de los fosfatos inorgénicos, aminoacidos, &cidos
nucleicos y proteinas, ademas de blogueo de la sintesis de ARN (Lambert & Hammond
1973).

Determinacion de la longitud y ancho bacteriano

Con el proposito de conocer la longitud y ancho bacteriano de las especies
tratadas en ausencia o presencia de la mezcla de cinchyramidas y posteriormente
relacionar estos pardmetros con los cambios morfologicos observados, se cuantifico la
longitud y ancho celular usando el progama NSS 2.1, el cual tiene un software de
analisis de espectros e imagenes electronicas de microscopia y microanalisis. Los
resultados de las medidas fueron agrupados en rangos de valores de 2 en 2 um para la
longitud celular por ser el parametro de mayor y méas variada medida, de esta manera

obtener una mejor forma de comparacion y representacion grafica de los resultados.

Los resultados de medida de longitud y ancho celular de Bacillus subtilis
tratadas en ausencia de la mezcla de cinachyramidas arrojaron una longitud celular
promedio de 10 um (mediana 9,12 pm) por 2,26 pm (mediana 2,21 um) de ancho. La
menor y mayor longitud celular fue 4,98 y 17,01 um, respectivamente, mientras que el
menor y mayor ancho celular fue 1,8 y 2,91 um, respectivamente. Para la distribucion
de la poblacion bacteriana de acuerdo a su longitud, se encontré que la mayor poblacion
celular (31%) presentaba una longitud en el rango entre 8 — 10 um. No obstante se
observaron células de diferentes longitudes, en proporciones considerables, en todos los
rangos seleccionados, el 20,69% de la poblacién celular present6é una longitud entre 12
— 14 um, mientras que la menor densidad poblacional (7%) tienen longitud entre 4 - 6

um, en la Figura 30 se pueden detallar estas aseveraciones.

Las celulas de B. subtilis tratadas con la mezcla de cinachyramidas a
concentracion de 2,32 pg/ml (CLys), en su mayoria se observan normales semejante a
las células control, con la excepcion de que algunas presentan protuberancias, indicado
con flechas en la Figura 27. A pesar de que las superficies de la membrana celular
externa de las bacterias se observan normales, la poblacion celular tiene una longitud

promedio de 7,72 um (mediana 7,31 pm) por 2,31 um (mediana 2,28 pm), evidenciando
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una reduccion de longitud celular. Contrario a lo observado en la poblacién celular
control, en donde las bacterias presentan buenas distribuciones en los diferentes rangos
de longitudes, en este caso, la mayoria (~ 87%) de las células tratadas con la mezcla de
cinachyramidas a la CLs (2,32 pg/ml) presentan una longitud en los rangos entre 4 — 10
um. Es importante destacar que, de este 87% de la poblacion celular con longitud entre
los rangos entre 4 — 10 um, el 25 y 31% presentan una longitud entre 4 — 6y 6 — 8 um,
respectivamente. Sin embargo, en las células control s6lo el 7 y 17% presentan longitud
en estos mismos rangos, respectivamente. De esto se tiene que, hay una diferencia de
18% en aumento de la poblacién celular con longitud entre 4 — 6 pm al tratarlas con las

cinachyramidas (25%) (CL2s) respecto a las células control (7%).

Esto sugiere que la exposicion bacteriana a la accion de las cinachyramidas hace
que su crecimiento se vea afectado trayendo como consecuencia una menor longitud
celular. Aspecto que es reafirmado cuando se comparan las poblaciones celulares con
longitud en el rango entre 6 — 8 um, el 31% de las células tratadas con la CLys tienen
esta longitud, mientras que para la poblacién control solo el 17%. De esto se determina
que hay una diferencia de 14% maéas de las células expuestas a la accion de las
cinachyramidas a la concentracion 2,32 ug/ml respecto a las células control con este

mismo rango de longitud.

Las células de B. subtilis tratadas con la mezcla de cinachyramidas a las
concentraciones de 2,32 y 2,58 pg/ml, (CLps y CLso, respectivamente), presentaron
reduccion de la longitud celular, presentando una longitud promedio de 7,72 pm (2,31
um de ancho, Figura 32) para las bacterias tratadas con la CLys, mientras que el
tratamiento con la CLsg generd una longitud celular promedio de 7,50 um (2,18 um de
ancho). Semejante a lo observado en las células tratadas con la CL,s, la poblacion
bacteriana tratada con la CLsg (2,58 ug/ml) presentan una longitud promedio de 7,50 um
(mediana 7,34) por 2,18 um (mediana 2,17) de ancho. A pesar de que la longitud de la
poblacién celular se ve reducida con la exposicion a las cinachyramidas, el ancho
celular no es muy afectado. En este caso, las células se observan con una membrana

celular externa menos uniforme en comparacion con la membrana de las bacterias
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tratadas con la CLs, efecto que es més notorio cuando se compara con la membrana
celular externa de las células control. Este efecto puede ser observado en tamafio como
en el nimero de protuberancias (Figura 28).

El 27,3 y 39,4% de la poblacién bacteriana tratadas con 2,58 pg/ml de la mezcla
de cinachyramidas presentan una longitud en los rangos entre 4 — 6 y 6 — 8 um,
respectivamente. De esto se determina que hay diferencias de 20 y 22% de células en
estos rangos de longitud méas que en el caso de las células control (Figura 32),
reafirmando asi que la exposicion bacterial a la accion de las cinachyramidas reduce el
tamano celular. En ambos tratamientos, la poblacion bacteriana con longitud entre 4 — 6
y 6 — 8 um aumentd, considerablemente, con respecto a lo observado en las células

control (Figura 32).
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Figura 32. Efecto de la mezcla de cinachyramidas aisladas de C. kuekenthali sobre la
longitud celular de especies bacterianas de Bacillus subtilis. Células bacterianas de B.
subtilis expuestas 0 no a la accion de la mezcla de cinachyramidas a las concentraciones
de 2,32 y 2,58 pg/ml, CLys y CLsp, respectivamente. Las micrografias fueron tomadas
usando microscopia electronica de barrido (MEB). La longitud celular fue determinada
usando el programa NSS 2.1, el cual tiene un software de andlisis de espectros e

imagenes electronicas de microscopia y microanalisis.

La exposicion de la poblacion bacteriana de E. coli a las concentraciones de
25,78 y 56,40 pg/ml (CLys y CLsg, respectivamente) de la mezcla de cinachyramidas
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produjo un efecto similar al observado en las células de B. subtilis. Las células control,
tratadas en ausencia de la mezcla de cinachyramidas, se observan con superficie de la
membrana externa lisa y uniforme, con una longitud promedio de 8 um de largo por 2,0
um de ancho, longitud medida en bacterias formando colonias o aisladas con
morfologia normal en forma de bastones, sin dafio alguno. La menor y mayor longitud
celular fue de 4 y 14 pm, respectivamente. Mientras que la mayor poblacion celular
presentd una longitud entre 6-8 um, y la menor densidad poblacional tiene longitud

mayor a 14 um, en la Figura 33 se puede apreciar esta aseveracion.
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Figura 33. Efecto de la mezcla de cinachyramidas aisladas de C. kuekenthali sobre el
ancho celular de especies bacterianas de Bacillus subtilis. Células de B. subtilis
expuestas 0 no a la accion de la mezcla de cinachyramidas a las concentraciones de 2,32
y 2,58 pg/ml, CLys y CLso, respectivamente. Las micrografias fueron tomadas usando
microscopia electronica de barrido (MEB). La longitud celular fue determinada usando
el programa NSS 2.1, el cual tiene un software de analisis de espectros e imagenes

electronicas de microscopia y microanalisis.

Las células expuestas a la accion de la mezcla de cinachyramidas a la
concentracion de 25,78 ug/ml (CLys) presentan, en su mayoria, cambios morfologicos,
observandose bacterias con protuberancias y morfologia de la membrana externa en
forma de olas. La poblacion celular tiene una longitud promedio de 6 um de largo y 2,8
um de ancho (Figura 34).
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Contrario a lo observado en las células control, la mayor densidad poblacional
(30%) de las células tratadas con las cinachyramidas a la concentracion de 25,78 pg/ml
(CLys) presentan una longitud entre 6-8 um, mientras que en el experimento control s6lo
el 15% tienen este rango de longitud. Evidentemente, hay un aumento de 15% mas de la
poblacién celular tratada con las cinachyramidas en comparacion con la poblacion
control con el mismo rango de longitud, entre 6-8 um. Esto indica que esta poblacion
bacteriana también disminuye de tamafo al ser expuestas a la accion de las
cinachyramidas, puesto que el promedio de longitud la poblacién bacteriana control fue
de 8 um, y para este caso la longitud promedio fue 6 um de largo y 2,8 um de ancho.
Esta reduccion de la longitud celular puede ser producto de la pérdida de su contenido
interno que ocasiona descompresion bacteriana, adquiriendo asi formas de bolsas
semillena y dobleces celulares haciendo menor la longitud celular, estos cambios

morfolégicos se pueden detallar en las Figuras 30 y 31.
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Figura 34. Efecto de la mezcla de cinachyramidas aisladas de C. kuekenthali sobre la
longitud celular de especies bacterianas de Escherichia coli. Células bacterianas de E.
coli expuestas o no a la accion de la mezcla de cinachyramidas a las concentraciones de
25,78 y 56,40 pug/ml, CL,s y CLso, respectivamente. Las micrografias fueron tomadas
usando microscopia electronica de barrido (MEB). La longitud celular fue determinada
usando el programa NSS 2.1, el cual tiene un software de andlisis de espectros e

imagenes electronicas de microscopia y microanalisis.
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Las células tratadas con la mezcla de cinachyramidas a la concentracion de
56,40 ng/ml (CLsp) se observan cambios en su morfologia que evidencian mayor grado
de dafio celular, en comparacion con los controles. Ademas, hay mayor nimero de
células con perdida del contenido celular en comparacion con lo observado en las
células tratadas con la CL,s. Semejante a lo observado en las células tratadas con la
CLos, la poblacion bacteriana tratada con la CLsy tiene una longitud promedio en el
rango de 6-8 um y 2,5 um de ancho, la mayor poblacién bacteriana (%) tiene una
longitud entre 6-8 um. Un aspecto importante de detallar es la posible formacion de
perforaciones de la membrana celuar, lo cual justifica la perdida del contenido a través

de poros en la pared celular, en la Figura 30 se puede visualizar estos dafios.

100 - m % Control W% CL25 =% CL50
g
= 80 -
h
3
w 60 -
=
E
\8 40 -
2
5 200
=X
0 ! -
2,5-3,5 3.5-4.5 4,5->

ancho celular (nm)

Figura 35. Efecto de la mezcla de cinachyramidas aisladas de C. kuekenthali sobre el
ancho celular de especies bacterianas de Escherichia coli. Células de E. coli expuestas o
no a la accién de la mezcla de cinachyramidas a las concentraciones de 25,78 y 56,40
pg/ml, CLys y Clso, respectivamente. Las micrografias fueron tomadas usando
microscopia electronica de barrido (MEB). La longitud celular fue determinada usando
el programa NSS 2.1, el cual tiene un software de analisis de espectros e imagenes
electronicas de microscopia y microanalisis.

Con respecto al ancho celular, en las células bacterianas de E. coli (Figura 35) se
observa que la mayoria de ellas conservan un ancho en el rango de 2,5 a 3,5 um, en el
caso del experimento control hay un 95% de la poblacién con ancho en este rango. Sin
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embargo, la proporcién bacteriana tratadas con la mezcla de cinachyramidas disminuyo
un poco, con respecto al control, su poblacién con ancho en este rango (2,5 a 3,5 nm),
efecto que aumentd a medida que la concentracion de acil poliaminas fue mayor. Esto
esta en perfecta relacion la perdida del contenido celular, se observd que a mayor
concentracion de cinachyramidas mayor dafio y como consecuencia de ello menor

tamano.
Analisis estadisticos

Se aplico un analisis de varianza de una via (Sokal & Rohlf, 1995) para detectar
las posibles variaciones de la longitud de la bacteria Bacillus subtilis al aplicarle la
mezcla de cinachyramidas, aisladas de la esponja marina Cinachyrella kuekenthali. Para
esto se midio el efecto de las poliaminas sobre la longitud celular de la bacteria B.
subtilis a dos concentraciones (CL,s, CLsg) Yy el control. Dado que las varianzas eran
heterogéneas (Fmax, p=0,027), se realiz6 una transformacién logaritmica de los datos,
corrigiéndose el problema. La prueba de andlisis de varianza de una via mostrd que
existen diferencias altamente significativas (F=9,19; p=0,0002) entre el control y los
tratamientos. La prueba a posteriori SNK indica que la longitud de las bacterias a
concentraciones CL,s y CLso, no fueron significativas entre si (control 10,0 £ 0,4 um;
Clys 7,22+ 0,34 umy CLs 7, 5 £ 0,42 pm).

Con respecto al efecto de la mezcla de cinachyramida sobre el ancho de la
bacteria B. subtilis se observa que el mismo fue afectado significativamente por el
tratamiento (F= 3,77; p<0,05), pero la prueba a posteriori no pudo separar los grupos
eficientemente. Tan solo puede concluirse que el tratamiento CLso produjo el menor
ancho (2,18+0,04 um) y que el CLys el mayor (2,31+0,03 pm), teniendo el control un
ancho intermedio (2,26+0,04 pum).

Debido a que la transformacion logaritmica de los datos del efecto sobre la
longitud E. coli no alcanz6 a homogeneizar las varianzas tanto en el ancho como en la
longitud bacteriana, se decidid utilizar una prueba de ANOVA no paramétrica
(Kruskal-Wallis). Los promedios de la longitud entre el control y los tratamientos
(control 7,15 £ 1,45nm; CLys 7,53t 3,2 nm y CLsp 6,73 1,6 nm) no fueron
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significativamente diferentes (H=2,26; p >0,05). Sin embargo, el ancho de Escherichia
coli varié muy significativamente (H= 30,3; p<0,0001), siendo el control menor que los
tratamientos, y estos no difirieron entre si (control 2,10 £ 0,28 nm; CL,5 2,39+ 0,56 nm
y CLsp 2,49 + 0,46 nm).

Microscopia electronica de trasmision por tincion negativa de
Escherichia coli expuestas a la mezcla de cinachyramidas aisladas de C.

kuekenthali.

Las imagenes obtenidas mediante microscopia electrénica de transmision por
tincion negativa de E. coli, tratadas en presencia o no de la mezcla de cinachyramidas
(CLsp 56,40 pg/ml), muestran que las cinachyramidas provocaron pérdida de parte del
contenido citoplasmatico de las células, observandose espacios entre la envoltura celular
bacteriana y el citoplasma con menor intensidad de color (Figura 36a-c), esto es
consecuencia de que los 4tomos metalicos no encontraron materia organica donde
fijarse y asi poder dispersar los electrones para que no atraviesen la muestra y obtener

un fondo como resultado.

Se observo alargamiento del cuerpo bacteriano (Figura 36d). En el caso de la
poblacion bacteriana tratada en ausencia de la mezcla de cinachyramidas, se observan
células con la pared celular lisa, ademas de morfologia uniforme y color homogéneo
tanto en el interior como en la membrana, esto es debido a una homogénea intercalacion
de los atomos metalicos con toda la materia organica celular, generando un fondo
negativo representativo de toda la célula. En la Figura 35 se muestran micrografias de
células control en colonias y aisladas, colonias en forma de monocapa entrecruzada

formando una especie de biopolimeros, caracteristico de células normales.

Las imagenes obtenidas mediante microscopia electronica de transmision por
tincion negativa en E. coli, muestran que las poliaminas provocaron la posible pérdida
de parte del contenido citoplasmatico de las células, con lo que se observaron espacios
vacios entre la envoltura celular bacteriana y el citoplasma (Figura 36f-h), asimismo, se

observo el posible alargamiento del cuerpo bacteriano (Figura 36d)
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Figura 36. Micrografias de microscopia electronica de trasmision por tincion negativa
de células de E. coli tratadas en ausencia o presencia de la mezcla de cinachyramidas
aisladas de C. kuekenthali. a-c) Micrografias de E. coli control, d-h) micrografias de E.
coli tratadas con la mezcla de acilpoliaminas a la CLsy (56,40 pg/ml). Barra de escala:
a-h) 1,2 um, x) 0,4 um.

En este sentido Friedrich et al. (2000), demostraron por microscopia electrénica
que en los cultivos celulares de B. subtilis se distinguen alteraciones externas, como

adelgazamiento de la pared celular y engrosamiento de la membrana que podrian
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explicar la lisis inducida después de la exposicion de los cultivos a una mayor
concentracion de zeylasterone, un producto natural aislado de Maytenus blepharodes de

zeylasterone y similar a la observada por rifampicina (Beveridge, 1989).

Muchos de los antibioticos mas eficaces utilizados en la medicina moderna,
actian inhibiendo la sintesis proteica bacteriana. Algunas de estas drogas aprovechan
las diferencias estructurales y funcionales que existen entre los ribosomas de procariotes
y eucariotas, a fin de afectar preferentemente a los ribosomas de procariotas. Esta
selectividad permite utilizar algunos de estos compuestos en el cuerpo humano a

concentraciones relativamente elevadas sin que resulten demasiado tdxicos.

Diferentes antibidticos se unen a regiones diferentes de los ribosomas
bacterianos, inhibiendo, a menudo, diferentes pasos del proceso de sintesis, como 1)
bloqueo de la union del aminoacil-ARNt al ribosoma (ejemplo, tetraciclina) 2)
impedimento de la transicién desde el complejo de iniciacion a la elongacion de la
cadena de ARN, provocando errores en la decodificacion (ejemplo, estreptomicina), 3)
bloqueo de la reaccion de la peptidil transferasa en los ribosomas (ejemplo,
cloranfenicol) 4) bloqueo de la reaccion de traslocacion en los ribosomas (ejemplo,
eritromicina), 5) bloqueo de la iniciacion de las cadenas de ARN uniéndose a la ARN

polimerasa (impide la sintesis de ARN) (ejemplo, rifamicina) (Alberts et al., 1992).

La pérdida de material citoplasmatico se considera un indicador de dafio grueso
e irreversible de la membrana plasmatica, algunos autores han reportado este tipo de
dafio en cultivo bacterianos después del tratamiento con agentes antimicrobianos

(Carson et al., 2002), lo cual se pudo observar en las micrografias.

La pérdida del contenido intracelular de iones K+ es un indicador eficiente de la
alteracion de la permeabilidad celular bacteriana como respuesta a la accion de
determinados agentes antimicrobianos (Matsuzaki et al., 1999; Bredin et al., 2005; De
Ledn et al., 2010). La liberacion de iones K* se detecta con posterioridad a la pérdida de
viabilidad de las células expuestas a antimicrobianos, lo que sugiere que la alteracién de
la permeabilidad celular causada por las poliaminas, es un fenomeno que se observa

luego de la pérdida de la capacidad de multiplicacion de las bacterias, la gravedad de las
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lesiones impide que la membrana pueda ejercer su funcién de barrera, con lo que se
origina un flujo no controlado de iones K+, que obedece al gradiente de concentracion

creado por la célula empleando un transporte activo (Curtiellas et al., 2008).

La lipofilicidad de los antibidticos estan asociadas con la solubilidad, la
permeabilidad de la membrana celular y la capacidad para interactuar con la region
hidrofébica (Lipinski et al., 1997; Kyrikou et al., 2005).

Las interferencias en el transporte de solutos también puede conducir a la
inhibicidn de la sintesis macromolecular, pero la salida inicial de solutos de la célula es
generalmente usado como una medida rapida de transporte en la bacteria (Chou &
Pogell, 1981). Algunos compuestos han demostrado que inhiben la salida de glucosa en
la célula (Evans & Martin, 2000) también la sintesis de ADN, ARN y de proteinas
(Ness & Eklund, 1983), ademas de la inhibicidn de la sintesis del ARN en S. aureus por
accion de esperminas e inhibicion de la sintesis de proteinas en E. coli (Bachrach &
Weinstein, 1970).

La inhibicion del transporte precursor dentro de las células puede ser causado
por el blogueo de su incorporacion dentro de la sintesis macromolecular, si estos
procesos son hechos en pareja (Chou & Pogell, 1981). Algunas observaciones han
revelado que la sintesis del ADN es bloqueada por un inhibidor especifico. El
rompimiento de la membrana citoplasmatica es frecuentemente indicada por la perdida
de los constituyentes intracelulares, incluyendo potasio como primer signo de dafios de
la membrana (Lambert & Hammond, 1973). Ademas, la presencia de mesosomas como
estructuras en células tratadas, lo cual es indicativo de alteraciones en la membrana

citoplasmatica (Friedrich et al., 2000).

En trabajos encaminados a evaluar otros agentes antimicrobianos en cultivos de
Staphylococcus aureus, se ha considerado el analisis de la liberacion de potasio como
un indicador sensible del dafio de la membrana plasmatica (Cox et al., 2001), aun
cuando por microscopia electronica convencional la envoltura bacteriana no esté
afectada (Carson et al., 2002).De hecho, los cationes poseen solamente unas pocas

cargas basicas que pueden estabilizar la membrana externa y decrecer su permeabilidad
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como los cationes divalentes Mg®* y Ca®** (Nikaido et al., 1977, Stan-Lotter et al.,
1979).

La pérdida del contenido citoplasmatico detectada por microscopia electronica,
sugieren que posiblemente las poliaminas al igual que otros agentes antimicrobianos de
elevado poder oxidante, es capaz de alterar la permeabilidad selectiva de la membrana
plasmatica de S. aureus. El efecto letal de las poliaminas sobre S. aureus puede deberse
a la interrupcion de uno o varios procesos metaboélicos en los que toman parte enzimas
que presentan grupos sulfhidrilos u otros sensibles al ataque oxidante de los perdxidos;
a la modificacion de sistemas de transduccion de sefiales o a la alteracion de forma
irreversible del balance redox intracelular, siendo la alteracion de la permeabilidad
celular una consecuencia de estos procesos, 0 un evento cronolégicamente posterior
causado también por la accién directa de los peroxidos sobre los lipidos y proteinas de

membrana (Curtiellas et al., 2008).

Algunos compuestos han producido un marcado y répido flujo de potasio
intracelular en S. aureus, asi como la inhibicion de la oxidacion de NADH en la
membrana de S. aureus y E. coli. Esto particularmente sugiere que las membranas
celulares de bacterias Gram positivas y Gram negativas son sensibles a su accién
(Curtiellas et al., 2008). Previamente, se ha reportado que los compuestos fendlicos y
terpenoides principalmente cuyo objetivo es la membrana citoplasmatica debido a su
naturaleza hidrofébica y por lo tanto a su preferencial particién dentro de la bicapa
lipidica (Sikkema et al., 1994; Weber & de Bont, 1996; Kyrikou et al., 2005).

La actividad antibacterial de las poliaminas puede ser dependiente de los valores
de pH (Bachrach & Weinstein, 1970). Del mismo modo, el nimero de grupos aminos
primarios y la longitud de las cadenas alifaticas juegan un papel en la inhibicion del
crecimiento bacterial. Asi, que un grupo amino primario de las triaminas son sustituidas
por grupos hidroxil, con un decrecimiento significativo de la actividad antibacterial, sin
embargo, la presencia de grupos aminos secundarios en las moléculas de triaminas no es
esencial en la inhibicion del crecimiento. Esto se ha demostrado por el hecho de que la

metilacion de aminos secundarios causé solo un pequefio cambio en la actividad
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antimicrobial. Una cadena alifética con siete &tomos de carbono parece ser 6ptimas para
la inhibicion del crecimiento de E. coli. Es interesante que la cadaverina
(NH,(CH2)sNHy), fue mas efectiva protegiendo el protoplasto- infectando el agente
contra la inactivacion térmica (Fraser & Mahler, 1958), lo cual puede ser a la distancia
entre N a N (7-3 A) en la molécula de cadaverina, la cual es similar a la distancia entre
el fosfatos y oxigenos en la molécula de ADN (Bachrach & Weinstein, 1970).

Estudios previos han mostrado cierta similitud entre la accion de la espermina en
bacterias y algunos antibidticos cationicos como poliaminas (Vaara & Vaara 1983), la
estreptomicina (Kabara et al., 1972), pues estos agentes bactericidas tienen un efecto
primario en la sintesis de proteinas y del ARN tanto como en el flujo de potasio (Mills
& Dubin, 1966). Estos compuestos son presumiblemente saltan a los ribosomas en un
sitio idéntico (Mager et al., 1962) y ambos han causado extensiva mala interpretacion
en el cddigo genético (Davies et al., 1964; Davies et al., 1965), las poliaminas puede
tener un efecto directo sobre la ARN polimerasa (Fox et al., 1965). Sin embargo, existe
una estrecha relacién entre la mal interpretacion, la inhibicion de la sintesis de proteinas

y la muerte celular (Bachrach & Weinstein, 1970).

Los cambios en el contenido de fosfolipidos de la membrana celular bacteriana
resultan varios efectos en la células bacterianas puede ser causado por un cambio en la
energética celular, incluyendo los valores en el potencial transmembrana, entre otros
(Bogdanov et al., 1984, Nesmeyanova 1982, White & Frerman, 1967). Probablemente
estos y algunos otros parametros (carga energética, pool adenilatos), no solamente
influye en el flujo de energia para las reacciones biosintéticas, sino que pueden actuar
también como reguladores de la via metabdlica como un sistema regulador especifico
por ejemplo, de un sistema de sintesis poliaminas (Tkachenko & Chudinov, 1989;
Tkachenko et al., 1989), las mismas son reguladores del metabolismo de fosfolipidos
(Peter et al., 1979).

La apariencia de cada forma con ruptura del proceso de formacién de septo es
conocida por ser caracteristica de mutantes en la biosintesis del fosfatidiletanolamina
(PEA) (Raetz, 1976) y poliaminas (Pekkel et al., 1974). Por otro lado, la adicion del
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inhibidor para enzima clave para la sintesis de poliaminas -ornitina carboxilasa-de la
célula a un decrecimiento de la cantidad de PEA, fosfatidilglicerina (PG) y fosfolipido
cardiolipin (CL), cuando se adiciona una putrescina para el crecimiento del medio
restablecido por la cantidad de estos fosfolipidos en las células bacterianas (Peter et al.,
1979).

El efecto de las poliaminas en el metabolismo de los fosfolipidos puede ser
explicado por la habilidad de las poliaminas para cambiar la fluidez de las membranas
(Hong et al., 1983), probablemente influenciada por las interrelaciones entre moléculas
de lipidos y las enzimas del metabolismo de fosfolipidos (Hong et al., 1983). Muchos
péptidos antimicrobiales (AMPs), son componentes importantes de la inmunidad innata,
la mayoria tienen de 10-50 residuos de longitud (Yan et al., 2012), son conocidos por
matar bacterias por interactuar con la membrana bacteriana, conduciendo a la
permeabilizacion de la membrana (Zasloff, 2002). Adicionalmente, la
compartimentalizacion del ADN bajo la accion de las poliaminas puede ser un control

del metabolismo de fosfolipidos a nivel genético (Tkachenko et al., 1991).

Perturbaciones de la membrana externa solo puede resultar en muerte celular,
dado que polimixina Binmovilizada (PMB) -un antibidtico ciclico, pentacatiénico,
péptido antipatico aislado a partir de Bacillus polymyxa-(Balakrishna et al., 2006),
puede romper la membrana externa (Rosenthal & Storm, 1977); sin embargo, una
hipbtesis alternativa concerniente a auto-promovido responde al antibidtico y a la
subsecuente perturbacion de membrana interna, culminando en lisis bacterial (Zhang et
al., 2000; Devine & Hancock, 2002).

En general, la actividad antibacteriana que se observa en el farmacoforo de
péptidos cationicos parece ser simplemente la presencia de cargas protonables positivas

y grupos hidrofdébicos, como por ejemplo la anfipaticidad catidnica (Strem et al., 2003).

El interés de estos compuestos de la clase lipopoliamina, caracterizados por la
presencia de cadena larga acil o sustituyentes alquil en poliaminas, miembros de clase

lipopoliamina unidos a lipopolisacaridos (LPS), radica en que son efectivos previniendo
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shock endotdxico en animales modelos y aun parecen ser no toxicos tanto in vitro como
in vivo (David et al., 1999).

La relacion estructura-actividad revela una fuerte dependencia de la longitud de
la cadena acil en la potencia antimicrobial y actividad de permeabilizacion. Siendo la
espermina un bis-acilado con cadena C8 o C9, pueden crear la sensibilidad en E. coli a
antibioticos hidrofébicos como rifampin. La citotoxicidad no especifica es un potencial
inconveniente de estos compuestos membranofilicos. Sin embargo, la actividad en la
superficie de estos compuestos cationicos anfipaticos es fuertemente atenuada bajo

condiciones fisiologicas vinculadas al albumina sérica (Balakrishna et al., 2006).

La espermina cuyo dioleoil fue sustituido, aunque es capaz de formar complejos
estables con LPS con la consecuente neutralizacion de endotoxicidad, carece de
actividad antibacteriana a concentracién de 75ug/ml (David et al., 1999). Esto puede ser
atribuido al ester extremadamente labil conectado a la mitad acil en la espermina cuyo
dioleoil fue sustituido. No existe una correlacién entre antiendotdxica y actividad

antibacteriana (Balakrishna et al., 2006).

Las acilpoliaminas actian tanto en la membrana interna como externa,
probablemente como consecuencia de efectos membranofilico no especifico, que puede
ser reportado por una variedad de péptidos cationicos anfipaticas comomelitina (Lehrer
et al., 1988), defensinas catelicidina (Lehrer et al., 1989; Yan et al., 2012) y
bactenecinas (Skeriavaj et al., 1990) o perturban selectivamente la membrana externa en
el modo de PMB (Lehrer et al., 1988).

Algunos dafios en la membrana interna pueden necesariamente requerir como
antecedente la lisis de la membrana externa, el retardo del tiempo en la hidro6lisis de los
sustratos cromogénicos son también cortos para una clara discriminacion para ser
observado bajo las condiciones experimentales empleadas. En el caso de péptidos
antibacteriales, el mecanismo de muerte bacterial probablemente involucra perdida de la
integridad de la membrana interna (Balakrishna et al., 2006). Se han observado varios
dafos en la membrana, presencia de material intracelular en el ambiente externo al
probar la permeabilizacion del péptidoMKK34 sobre E. coli ATCC 25922. Es mas, el
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MKK?34 mostré una potente capacidad de rompimiento de membrana, probada en la
permeabilidad de lisosomas usando un modelo aniénico (imitacion de bacterias) de E.
coli (Sonesson et al., 2011).

Muchos AMPs son conocidos por producir hendiduras proteoliticas de grandes
proteinas, generalmente fragmentos ejercen actividad antibacteriana (Sorensen et al.,
2001; Papareddy et al., 2010). Es més, los patdgenos pueden producir factores de
virulencia como secretar proteinasas, con capacidad para modular los efectos
antimicrobianos enddgenamente producido por los AMPs (Schmidtchen et al., 2002;
Karlsson et al., 2009), lo cuales abarcan una larga secuencia de aminoacidos de la
region C-terminal y comprende varios prerrequisitos para actividad antimicrobiana por
ejemplo helicidad y cationicidad (Vaara & Vaara, 1983; Gennaro & Zanetti, 2000). La
actividad de los péptidos puede ser optimizada por sustitucion de residuos de
aminoéacidos, asi como la modulacion de la cationicidad, hidrofobicidad, anfipaticidad
y/o prospensién resulta en la formacion de hélices (Powers & Hancock, 2003). Ademas,
los péptidos con carga neta positiva frecuentemente ofrecen una potente actividad
antibacteriana, efectos que son frecuentemente atenuados por la alta fuerza ionica o las
condiciones fisiologicas (Sonesson et al., 2011).

En este orden de ideas, Balakrishna et al. (2006), pusieron a prueba la hipotesis
de que los lipopolisacaridos secuestran compuestos bis-cationico anfipaticos, tipicos de
las acilpoliaminas, que también puede unirse y permeabilizar la membrana intacta de las
bacterias Gram negativas. La carencia de toxicidad in vivo y el hecho de bloquear (y
consecuentemente los productos del metabolismo) consiste en ubicar las poliaminas y
acidos grasos, colocandolos como una atractiva clase de compuestos con posible valor

terapéutico y como un adjunto en la quimioterapia antimicrobial.
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CONCLUSIONES

= Las esponjas marinas Aplysina fistularis, A. lacunosa, Ircinia strobilina, Cliona
varians, Halichondria melanadocia y Cinachyrella kuekenthali presentaron actividad

antibacteriana.

= Las especies A. fistularis, I. strobilina y H. melanadocia manisfestaron efecto
antifangico.

= La esponja C. kuekenthali fue la mas activa frente al crutdceo Artemia sp.

= La esponja |. strobilina demostr6é actividad antitumoral sobre lineas celulares

tumorales de colén humano (HT 29) y adenocarcinoma mamario (Sk Br-3).

= El estudio quimico determind la presencia de saponinas, alcaloides, triterpenos.y

esteroles.

= Las subfracciones separadas por técnicas cromatograficas mantuvieron su efecto

antibacteriano y antifungico.
= Se aislo la mezcla de cinachyramidas de C. kuekenthali.

= Los analisis por CG/EM revelaron la presencia de los &cidos grasos: decanoico,
tridecanoico, pentadecanoico, hexadecanoico, octadecanoico, y 9Z-octadecenoico en C.
kuekenthali.

= Los analisis mediante ESI MS de la mezcla de cinachyramidas aisladas revelan
que es una mezcla muy compleja de iones seudomoleculares que pueden estar mono, di,

tri o tetra protonados.

» De los datos de ESI MS se deducen secuencias de iones con relacion m/z que se
diferencian por 71 unidades de masa, y secuencias que difieren por 57 Da,

correspondientes a una unidad de propilamina.

= Si el residuo acil corresponde al del &cido carboxilico y la parte poliaminica
formada por unidades de repeticion de N-metil propilamina se pueden tener secuencias

de acil poliaminas con hasta 12 unidades de repeticion de N-metil propilamina.
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» La actividad antibacteriana ejercida por la mezcla de cinachyramidas fue de

mayor accion sobre las bacterias Gram positivas.

» La mezcla de cinachiramidas causé un posible efecto antibacteriano sobre la

morfologia de B. subtilis y E. coli.

» Los analisis de RMN sugieren el aislamiento de un &cido tetronico

furanosesterterpeno de I. strobilina.

= Se puede considerar que las especies A. fistularis, A. lacunosa, I. strobilina, C.
varians, H. melanadocia y C. kuekenthali, son una fuente promisoria de compuestos que

pueden ser utilizados con fines terapéuticos.
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citotoxica frente a lineas celulares de cancer de colon humano (HT-29), de adenocarcinoma
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mayoria de las esponjas fueron activas frente a Acinetobacter calcoaceticus, Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus aureus. Enterobacter cloacae, Yersinia enterocolitica, Acinetobacter
calcoaceticus, Micrococcus luteus y Escherichia coli. Se observé efecto fototdxico en .
strobilina y efecto antifingico de A. fistularis y H. melanadocia sobre Candida albicans y A.
lacunosa e 1. strobilina sobre Penicillum crustosum y Mucor sp. El EE de C. kuekenthali fue el
mas activo frente a Artemia sp. (CLso 46,99 ug/ml. 1. strobilina fue activa sobre HT-29 y Sk Br-
3 con una ClLsy de 35,56 pug/ml y 41,67 pg/ml, respectivamente. Se aislé la mezcla de
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furanosesterterpeno. Se cuantificd el efecto antibacterial de la mezcla de cinachyramidas con




CLso de 2,58; 5,91; 16,40 y 56,40 pg/ml contra las especies bacterianas B. subtilis, M. luteus, E.
faecalis y E. coli respectivamente. Por microscopia electrénica de barrido se observaron
cambios morfologicos en B. subtilis y E. coli, inducidos por la mezcla de cinachyramidas
aisladas de C. kuekenthali. Las esponjas estudiadas son una fuente promisoria de compuestos

que pueden ser utilizados con fines medicinales.
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