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GLOSARIO

Actividad Antimicrobiana: capacidad de una sustancia que es efectiva contra
microorganismos, ya sea porque suprime su crecimiento o eventualmente

puede destruirlos.

Alelopatia: fendmeno que implica la inhibicion directa de una especie por otra ya

sea vegetal o animal usando sustancias toxicas o disuasivas.

Antibiotico: sustancia quimica producida por microorganismos o sintetizada por
métodos quimicos que a determinada concentracibn mata o impide el

crecimiento de otros microorganismos sensibles.

Bioensayo: Proceso experimental mediante el cual se determinan las
caracteristicas y la fuerza de una sustancia potencialmente toxica o de un
desecho metabolito, a través del estudio de sus efectos sobre organismos
cuidadosamente escogidos y bajo condiciones especificas de laboratorio.

Biotoxina: Sustancia toxica producida por animales y derivados de plantas.

Cepa: variante genotipica de una especie 0, incluso, de un taxén inferior,
usualmente propagada clonalmente, debido al interés en la conservacién

de sus cualidades definitorias.

Concentracion: proporciones entre las cantidades de soluto y disolvente que se

estan utilizando en una disolucion.

Cromatogramas: diagrama de picos que da como resultado de la separacion de
cada uno de los componentes quimicos de la muestra analizada estos
picos son el resultado de los tiempos de retencion de cada compuesto esto
es como la huella dactilar cada compuesto tiene un Unico tiempo de

retencion.


http://es.wikipedia.org/wiki/Sustancia
http://es.wikipedia.org/wiki/Microorganismo
http://es.wikipedia.org/wiki/Genotipo
http://es.wikipedia.org/wiki/Especie
http://es.wikipedia.org/wiki/Tax%C3%B3n
http://es.wikipedia.org/wiki/Clon

Cromatografia de alta eficacia: Es un tipo de cromatografia en columna utilizada
frecuentemente en bioquimica y quimica analitica. El HPLC es una técnica
utilizada para separar los componentes de una mezcla basandose en
diferentes tipos de interacciones quimicas entre las sustancias analizadas y

la columna cromatogréfica.

Cromatografia en capa fina: Es una técnica cromatogréfica, en la que la fase
estacionaria es una capa uniforme de un absorbente mantenido sobre una

placa, la cual puede ser de vidrio, aluminio u otro soporte.

Cromatografia en columna: Se emplea para la separacion de mezclas o
purificacion de sustancias a escala preparativa. Como fase estacionaria se

usa, generalmente, gel de silice o alimina dentro de una columna.

Desapantallamiento y Apantallamiento: el campo magnético sensado por un
nucleo en un atomo o en una molécula difiere de una pequefia cantidad del
campo magnético externo aplicado B, como consecuencia del fenémeno
conocido con el término genérico de apantallamiento nuclear. El origen de
este fendmeno recae principalmente en la creacion de corrientes
electronicas diamagnéticas y paramagnéticas en atomos y moléculas
inducidas por el campo magnético externo aplicado, por los campos locales
generados por grupos moleculares vecinos y las moléculas del disolvente.
Estas corrientes generan campos magnéticos que sSe oponen

(apantallamiento) o refuerzan a By (desapantallamiento).

Desplazamientos: describe la dependencia de los niveles de energia magnética
del ndcleo con el ambiente electronico de la molécula. El nicleo de un
atomo puede poseer un momento magnético (espin nuclear), el que

entrega diferentes niveles de energia


http://es.wikipedia.org/wiki/Cromatograf%C3%ADa

Deuterado: compuesto organico en el que los hidrégenos fueron reemplazados

por deuterio.

Eluyente: palabra utilizada en métodos cromatograficos de separacion para
referirse a la sustancia (puede ser puro, mezcla de varias o disolucion) que
se afiade en una columna cromatogréafica para desplazar el producto de

interés.

Extracto: Es una sustancia obtenida por extraccion de una parte de una materia
prima, a menudo usando un solvente como etanol o agua. Los extractos

pueden comercializarse como tinturas o en forma de polvo.

Farmaco: sustancia quimica purificada utilizada en la prevencion, diagndstico,
tratamiento, mitigacion y cura de una enfermedad; para evitar la aparicion
de un proceso fisiolégico no deseado; o para modificar condiciones

fisioldgicas con fines especificos.

Fraccionamiento: métodos que tienen como objetivo recuperar las diferentes

fracciones o componentes de una solucion: el solvente y los solutos.

Gram Negativa: bacterias que no se tifien de azul oscuro o violeta por la tincién
de Gram, y lo hacen de un color rosado tenue. Esta caracteristica esta

intimamente ligada a la estructura de la envoltura celular.
Gram Positiva: bacterias que se tifien de azul oscuro o violeta por la tincion de
Gram. Esta caracteristica esta intimamente ligada a la estructura de la

envoltura celular.

Halo de inhibicion: muerte de células causadas por un bactericida o antibiotico

realizado por un antibiograma (prueba de resistencia bacteriana a farmaco)

Vi
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donde al si se produce lisis 0o destruccion de bacterias se observa un

espacio en blanco donde anteriormente estaba la bacteria

Halogenado: compuestos organicos sintéticos, y algunos naturales que contienen

algun elemento halégeno

Lecounoide: Organizacion de mayor complejidad que presentan la mayoria de las

esponjas de la clase Demoespongia.

Metabolito Secundario: compuestos organicos sintetizados por el organismo que

no tienen un rol directo en el crecimiento o reproduccion del mismo.
Olefinico: compuestos con doble enlaces.
Porifero (porifera): filo de animales invertebrados acuéticos que se encuentran
dentro del subreino Parazoa. Son mayoritariamente marinos, sésiles y

carecen de auténticos tejidos.

Sensidisco: Disco de papel filtro de poro grueso y de diametro variable,

impregnado con el antibiético de prueba.

Tiempo de retencidn: tiempo transcurrido al momento de eluir el maximo de

concentracion del soluto
Tirosina: uno de los 20 aminoacidos que forman las proteinas. Se clasifica como

un aminoacido no esencial en los mamiferos ya que su sintesis se produce

a partir de la hidroxilacion de otro aminoacido: la fenilalanina.
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ABREVIATURAS

Acetona-de: Acetona deuterada

AcOEt: Acetato de etilo

bs: singlete ancho

bt: triplete ancho

CC: Cromatografia en columna

CD30D: Metanol deuterado

(CD3),CO: Acetona

CHCl3: Cloroformo

d : Doblete (tipo de desdoblamiento de una sefial de RMN)
dd: Doble doblete

'H-RMN: RMN de protén

HEX: Hexano

HPLC: Cromatografia de alta eficacia

J: Constante de acoplamiento (ayuda a explicar los espectros de los compuestos)
MeOH: Metanol

MIC: Concentracion inhibitoria Minima

NO;: Nitritos

NOs: Nitratos

Piridina-ds: piridina deuterada.

PO,: Fosfatos
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Rf: Factor de retencion

RMN: Resonancia magnética Nuclear

s : singlete (tipo de desdoblamiento de una sefial de RMN)
t: Triplete

TSA: Agar soya Tripticasa

UV: Ultra violeta

& : Desplazamiento quimico
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RESUMEN

Se analiz6 la variacién en la composicion de los principales metabolitos
secundarios de la esponja Aplysina gerardogreeni durante el periodo de marzo
de 2008 a febrero de 2009 a tres profundidades 2, 4 y 6 metros. Los especimenes
fueron recolectados en Punta Arena de la Ventana, B.C.S. (24°02’ N; 109° 49’ W).
Para la obtencion de los extractos organicos, los organismos fueron macerados
en una mezcla de acetona/metanol 1:1 y el residuo fue extraido continuamente
con metanol. Los compuestos fueron separados mediante cromatografia en
columna y cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC por sus siglas en ingles) e
identificados mediante técnicas de resonancia magnética nuclear (RMN). De cada
compuesto se calculé su porcentaje y concentracién relativa. Los resultados
indicaron un patrén quimico tipico de las esponjas del género Aplysina, el cual se
caracteriz6 por presentar cinco compuestos mayoritarios, identificados como
aerothionina, homoaerothionina, 11-oxohomoaerothionina, fistularina-1 vy
fistularina-3, el cual fue muy homogéneo a lo largo del tiempo. La aerothionina fue
el compuesto que presentd el mayor porcentaje relativo el cual fue de entre el 20
y 35%, seguido de la homoaerothionina y fistularina-3. Los compuestos 11-
oxohomoaerothionina y fistularina-1 fueron menos abundantes, de manera
general presentaron una concentracién relativa por debajo de 5 mg mL™. Sin
embargo, podria considerarse que son representativos de esta esponja, ya que su
distribucion dentro del género Aplysina es muy limitada. La concentracion relativa
de los cinco compuestos fue variable a lo largo del tiempo y en las diferentes
profundidades y aun cuando no presentd diferencias significativas ni un patrén
estacional determinado, se observa una mayor concentracién relativa en los
meses de marzo a septiembre del 2008 cuando la temperatura se incrementa, sin
embargo siendo més evidente esta relacion con la produccion de la fistularina-3.
Dada la alta varianza en la concentracién de los compuestos a lo largo del tiempo,
resulta dificil establecer si las variaciones son debidas a parametros ambientales
0 a las variaciones intra-especificas. Con respecto a la actividad antibacteriana,
Unicamente la aerothionina presentd actividad frente a Staphylococcus aureus.
Este trabajo representa una primera aproximacion que aporta informacion de la
variacion de los principales metabolitos secundarios de A. gerardogreeni del Golfo
de California en el area de Punta Arena de la Ventana B.C.S..

Palabras clave: A. gerardogreeni, variacion temporal, actividad antibacteriana,

compuestos mayoritarios.
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ABSTRACT

The variation in the composition of the main metabolites of the sponge
Aplysina gerardogreeni from the Gulf of California were analyzed during the period
from March 2008 to February 2009, at 2, 4, and 6 m. The specimens were
collected in Punta Arena de la Ventana, B.C.S. (24°02’ N; 109° 49’ W). Extraction
with acetone/methanol 1:1 was realized in order to obtain the organic extracts; the
residue was extracted subsequently with methanol. Compounds were separated
by column chromatography and HPLC, and identified by NMR techniques.
Relative concentration and percentage of each compound were calculated.
Results revealed that there was a typical chemical pattern of sponges from genus
Aplysina, which was characterized by presenting five main compounds identified
as aerothionin, homoaerothionin, 11-oxohomoaerothionin, fistularin-1, and
fistularin-3. This compound pattern was very homogeneous through time.
Aerothionin was the compound that presented the highest relative percentage
between 20 and 35%, followed by homoaerothionin and fistularin-3. The
compounds 11-oxohomoaerothionin and fistularin-1 were less abundant; these
usually presented a relative concentration below 5 mg mL™. Nevertheless, it could
be considered that these compounds are representative of this species; given its
distribution in genus Aplysina is very limited. The relative concentration of the five
compounds were variable a long time and in the differents depths, Even did not
present significatives differences nor a determined stational pattern is observed a
higher relative concentration in the months from March to September, when
temperature increases, this relationship is more evident with the production of
fistularin-3. Given the high variance of the compounds concentration through time,
it results difficult to establish whether variations are due to environmental
parameters or intra- specific variation. According to antibacterial activity, only
aerothionin presented activity against Staphylococcus aureus. This survey
represents the first approximation that brings information about the variation of the
main compounds of A. gerardogreeni from the Gulf of California.

Key words: A. gerardogreeni, temporal variation, antibacterial activity, natural

products.
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Introduccion

l. INTRODUCCION

Los organismos marinos producen una gran variedad de metabolitos
secundarios como mecanismo de defensa quimica ante factores bibticos y
presiones ambientales, lo cual tiene un importante efecto ecolégico (Pawlick,
1993). Sin embargo, el interés en ellos va mas alla, debido a que se ha
demostrado que estos compuestos 0 productos naturales pueden presentar
actividades interesantes y en algunos casos, mecanismos novedosos de accién
antibacteriana, antitumoral, antiinflamatoria, antiviral, entre otros (Blunt et al.,
2011), por lo que podrian ser utilizados para el desarrollo de nuevos farmacos
(Thompson et al., 1987; Abdo et al., 2007).

Se conoce que la produccion de estos compuestos en la naturaleza no es
constante, sino que presentan variaciones en funcion del tiempo, espacio y
condiciones ambientales (Turon et al., 1996; Page et al., 2005; L6pez-Legentil et
al., 2005, 2007; Turon et al., 2009). Estas fluctuaciones se han tratado de explicar
mediante la teoria de la defensa 6ptima que fue desarrollada a partir de estudios
con plantas, la cual supone que la produccion de un metabolito secundario
conlleva un gasto energético, por lo que la produccién no se da de manera
constante y su variacién depende de factores biéticos (crecimiento, reproduccion,
competencia, etc.) y abiéticos (profundidad, temperatura del agua, disponibilidad
de nutrientes, tipo de habitat, etc.) a los que estd sometido el organismo. Sin
embargo, aun falta realizar mas estudios para entender los procesos que
controlan la diversidad quimica y su variacion (Paul et al., 2006).

Los organismos bentonicos marinos son considerados un buen modelo de
estudio para investigar patrones en la produccion de metabolitos secundarios,
debido a que presentan una amplia plasticidad que les permite modificar los
niveles de produccion de estos compuestos en respuesta a las fuertes presiones
ecoldgicas y ambientales a las que estan sujetos (Becerro & Paul, 2004; Turon et
al., 2009).

Dentro de los invertebrados marinos, las esponjas presentan la mayor
fuente de produccion de metabolitos secundarios, por lo que han sido

ampliamente estudiadas para el aislamiento de productos naturales con una
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finalidad biomédica (Belarbi et al., 2003; Wiffels 2008; Koopmans et al., 2009;
Laport et al; 2009). Los estudios de la variacion de estos metabolitos son mas
escasos, pero han dejado ver que las esponjas del género Aplysina presentan
una amplia variabilidad quimica dentro de la especie a nivel espacial (a mediana y
gran escala) y temporal, entre especimenes y tejidos (Putz et al., 2009; Sacristan-
Soriano et al., 2011; 2012).

Las esponjas del género Aplysina (Orden Verongida) se caracterizan por
presentar una gran variedad de compuestos derivados de la dibromotirosina,
siendo los mas comunes, los conformados por cuatro atomos de bromo, seguidos
de los que contienen tres atomos y en menor cantidad se encuentran los que
presentan dos o un atomo bromado (Silva et al, 2010; Silva-Lira, et al., 2011). Los
cuales actian como una defensa frente a depredadores y microorganismos
(Teeyapant et al., 1993; Weiss et al., 1996; Kelly et al., 2003; Thoms et al., 2004).
Y por otro lado, presentan actividad antibacteriana (Fattorusso et al., 1972;
Andersen & Faulkner, 1973; Tymiak & Rinehart., 1981; D’Ambrosio et al., 1984;
Encarnacion-Dimayuga et al., 2003; Ledn-Deniz, 2003), antiviral (Gunasekera
&Cross, 1992), citotdxica (Acosta & Rodriguez, 1992; Compagnone et al., 1999;
Hernandez-Guerrero et al., 2007), antihistaminica (Ciminiello et al., 2001),
antiangiogénica (Rodriguez-Nieto et al., 2002) y antiprotozoaria (Gutiérrez et al.,
2005).

En México los estudios quimicos con el género Aplysina se han centrado
en la especie A. gerardogreeni. A partir de esta especie se han aislado nuevos
compuestos con actividad citotoxica (Herndndez-Guerrero et al.,, 2007) y
antimicobacteriana (Encarnacion-Dimayuga, 2003). Ademas se ha observado que
la actividad antibacteriana de los extractos organicos presenta una evidente
variacion estacional (Montes-Plascencia et al., 2010). Sin embargo, se desconoce
como varian los compuestos mayoritarios de esta especie a lo largo del tiempo y
profundidad. Por lo que este trabajo pretende ser una primera aproximacioén que
aporte informacion de la variacion de los principales compuestos de A.

gerardogreeni de un arrecife rocoso ubicado dentro del Golfo de California.
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. ANTECEDENTES

Productos naturales marinos.

La busqueda de productos naturales de origen marino es de gran interés
debido a varios factores, como son la extraordinaria biodiversidad que existe en
los ecosistemas marinos que cubren aproximadamente el 70% de la superficie del
planeta, la capacidad de los organismos para sintetizar metabolitos secundarios
bioactivos como mecanismos de defensa quimica (Pawlik, 1993), asi como las
novedosas y variadas estructuras quimicas que presentan estos metabolitos
(Faulker, 2002; Bhakuni & Rawat, 2005). Hasta 2007, se tenia un registro de
aproximadamente 25,000 productos naturales aislados de organismos marinos,
varios de los cuales presentan actividad bioldgica (Blunt et al., 2007).

De los compuestos procedentes de organismos marinos, una tercera parte
tiene su origen a partir de las esponjas (Dembitsky et al., 2005), se ha reportado
que del afio 1985 al 2008 se aislaron cerca de 3600 a partir de este grupo de
organismos (Hu et al., 2011). Estos compuestos pertenecen a muy diversos tipos
estructurales, incluyendo terpenos, esteroides, poliacetilenos, alcaloides,
nucleodsidos y péptidos, muchos de los cuales tienen interés biomédico debido a
sus propiedades antivirales, antimicrobianas, antiinflamatorias o antitumorales
(Faulker, 2002; Blunt et al., 2006). Por lo que las esponjas han sido consideradas
una de las fuentes mas prometedoras de nuevas sustancias para el desarrollo de

farmacos (Munro et al., 1999).

Diversidad de compuestos del genero Aplysina (Orden Verongida)

Las esponjas pertenecientes al Orden Verongida contienen una gran cantidad de
metabolitos derivados de la dibromotirosina, hasta 2008, la base de datos de
literatura y estructuras de productos naturales marinos “MarlinLit” report6 el
aislamiento de 300 metabolitos a partir de esponjas pertenecientes a este orden
(Silva et al., 2010). Estos compuestos (ampliamente representados en el género

Aplysina) se derivan del anillo aromatico de la tirosina, incluyendo unidades
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derivadas de otros aminoacidos; dando lugar a compuestos desde mondmeros
simples como la aeroplysinina-1, con cadenas laterales como la aerophobina-1,
hasta compuestos formados por dos restos derivados de la tirosina enlazados a

través de una unidad central de naturaleza y extension variable, como la
aerothionina o la fistularina-3 (Fig. 1).

aeroplysinina-1

Aerophobina-1

Aerothionina

-

tirosina ornitina tirosina

Br

OH e
H
Br N S
mAN
(0]
/\/\Oj<J/'y

11-desoxifistularina-3 Br -~ P

tirosina tirosina tirosina

Figura 1. Compuestos derivados de la dibromotirosina aislados a partir de esponjas del
género Aplysina.
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Dentro del orden Verongida, el género Aplysina es uno de los mas ricos en
términos de metabolitos secundarios, los cuales presentan una amplia gama
estructural que se ha dividido en diez clases, 1) bromotiraminas, 2)
cavernicolinas, 3) hidroverongiaquinoles, 4) bromotirosinacetales, 5) derivados de
la dibromotirosina lactona, 6) oxazolidonas, 7) espiroisoxazolinas, 8)
verongiabencenoides, 9) verongiaquinoles y 10) dibromociclohexadienos (Silva-
Lira et al., 2011). Dentro de esta gran variedad quimica, algunos compuestos
mayoritarios son aislados constantemente en diferentes especies y localidades
(Tabla ). Por lo que para identificar el perfil quimico de estos organismos de una
forma més rapida, se ha desarrollado un método de dereplicacion basado en la
deteccion de tres distintos cromoforos, que se encuentran presentes en los

compuestos derivados de la bromotirosina (Fig. 2) (Silva et al., 2010).

(a) (c) o
i! O
(o} NH
e e
HN z 8!

Cavernicolina-1
Bi-oxazolidinona

Figura 2. Tipos de cromoforos de los compuestos derivados de la bromotirosina. (a)
cromoforo ciclohexanona a-bromo-a,B-insaturado presente en compuestos
tipo cavernicolinas, (b) el dieno tri-sustituido presente en esteres del 4cido
verongidoico y (c) el 1-alquil-4-alquioxi-3,5-dibromobenceno, como el de

compuestos de tipo bis-oxazolidinona (tomado de Silva et al., 2010).



Antecedentes

Tabla I. Compuestos mas comunmente aislados en esponjas del género Aplysina.

Compuesto Especie Localidad Referencia
Aerotionina Aplysina Bahia de La Encarnacion-

gerardogreeni Paz, México Dimayuga et al.,
2003

Aplysina Mazatlan, Hernandez-

gerardogreeni México Guerrero et al.,
2007

Aplysina aerophoba Mediterraneo Ciminiello etal.,
1994

Aplysina cavernicola  Mediterraneo Ciminiello et al.,
1997

Aplysina fistularis Brasil Gandolfi et al.,
2010

Aplysina fistularis Estados Unidos Walker et al.,
1985

Aplysina fulva Mediterraneo Ciminiello et al.,
1994

Aplysina fulva Brasil Pereira et al.,
2006

Aplysina fulva Brasil Nufez et al.,
2008

Aplysina insularis Caribe Ciminiello et al.,
1996

Aplysina insularis Caribe Compagnone et

Homoaerothionina

Aplysina solangeae
Aplysina lactuca

Aplysina thiona
Aplysina aerophoba
Aplysina cavernicola
Aplysina fistularis
Aplysina fulva

Aplysina
gerardogreeni

Aplysina insularis

Aplysina thiona

Pacifico tropical
del Este
Mediterraneo
Mediterraneo
Brasil

Mediterraneo

Mazatlan,
México

Caribe

Pacifico tropical
del este

al., 1999
Silva et al., 2010

Silva et al., 2010
Cruz et al., 1990

Fattorusso et al.,
1970

Ciminiello et al.,
1997

Gandolfi et al.,
2010

Ciminiello et al.,
1994
Hernandez-
Guerrero et al.,
2007
Compagnone et
al., 1999

Cruz et al., 1990
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Fistularina-3

Aplysinamisina-1

Aplysina caissara
Aplysina lactuca

Aplysina thiona

Aplysina aerophoba

Aplysina lacunosa

Aplysina cauliformis

Aplysina cavernicola

Aplysina lacunosa

Aplysina aerophoba

Aplysina thiona
Aplysina fistularis

Aplysina fistularis
Aplysina fulva
Aplysina fulva
Aplysina fulva

Aplysina fulva

Aplysina insularis
Aplysina insularis
Aplysina insularis

Aplysina archeri

Aplysina.cavernicola
Aplysina.cavernicola

Aplysina caissara

Aplysina cauliformis
Aplysina cavernicola

Aplysina aerophoba
Aplysinagerardogreeni

Aplysina cauliformis

Aplysina fulva

Puerto rico

Caribe
Mediterraneo
Brasil

Brasil
Brasil

Mediterraneo
Mediterraneo
Brasil

Brasil
Caribe

Caribe

Caribe

Mediterraneo

Mazatlan,
México

Silva et al., 2010
Silva et al., 2010

Silva et al., 2010

Silva et al., 2010
Acosta &
Rodriguez, 1992

Rodriguez et al.,
1987

Ciminiello et al.,
1997

Silva et al., 2010
Silva et al., 2010
Silva et al., 2010

Walker et al.,
1985
Gopichand &
Smith, 1979
Ciminiello et al.,
1994

Ciminiello et al.,
1997

Nufiez et al.,
2008

Silva et al., 2010

Ciminiello et al.,
1996

Fendert et al.,
1999
Compagnone et
al., 1999

Silva et al., 2010
Silva et al., 2010
Toms et al., 2004
Silva et al., 2010
Silva et al., 2010
Ciminiello et al.,
1997

Toms et al., 2004
Hernandez-
Guerrero et al.,
2007

Rodriguez &
Pifia, 1993
Carney et al.,
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Aplysinamisina-2

Aeroplysinina-1

Aeroplysinina-2

Aerophobina-1

Aerophobina-2

Aplysina cavernicola
Aplysina cauliformis
Aplysina aerophoba
Aplysina cavernicola
Aplysina aerophoba
Aplysina aerophoba
Aplysina archeri
Aplysina archeri
Aplysina fistularis
Aplysina cavernicola
Aplysina cauliformis
Aplysina cunulosa
Aplysina fistularis
Aplysina fulva

Aplysina aerophoba

Aplysina fulva
Aplysina insularis
Aplysina fulva
Apysinia insularis

Aplysina aerophoba
Aplysina aerophoba

Aplysina aerophoba

Aplysina cavernicola

Mediterraneo

Mediterraneo

Mediterraneo

Mediterraneo

Mediterraneo

Mediterraneo

Mediterraneo

Mediterraneo

Brasil

Brasil

Mediterraneo

Bahamas

Brasil

Caribe

Brasil

Caribe

Mediterraneo

Mediterraneo

1995

Ciminiello et
al.,1997
Rodriguez &
Pifia, 1993
Ciminiello et al.,
1997

Ciminiello et al.,
1997
Fattorusso et
al.,1970
Fattorusso et
al.,1972
Makarieva et al,
1981

Ciminiello et al.,
1999

Carney et al.,
1995

Ciminiello et al.,
1997

Ciminiello et al.,
1999

Pereira et al.,
2006

Gandolfi et al.,
2010

Ciminiello et al.,
1994
Gunasekera &
Gunasekera,
1989

Nulfiez et al.,
2008

Fendert et al.,
1999

Nulfiez et al.,
2008

Fendert et al.,
1999

Toms et al., 2004
Cimino et al.,
1983

Kdppel et al.,
2008

Toms et al., 2004
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Actividad biolégica de compuestos aislados del género Aplysina.

Este tipo de compuestos presentan diversos tipos de actividades
biolégicas, entre las cuales se puede mencionar que son inhibidores enzimaticos
(Koulman et al., 1996), presentan actividad frente a los protozoarios Plasmodium
falciparum y Trypanosoma cruzi (Gutiérrez et al.,, 2005), inmunosupresores
(Gunasekera et al., 1991), citotoxicos frente a diferentes lineas de células
tumorales humanas (Gopichand & Schmitz, 1979; Cimino et al., 1983; Acosta &
Rodriguez, 1992; Rodriguez & Pifia, 1993; Ciminiello et al., 1999; Compagnone et
al., 1999; Hernandez-Guerrero et al., 2007), antiviral (Gunasekera & Cross, 1992),
antiangiogénica (Rodriguez-Nieto et al., 2002) y actividad antibacteriana, que es
una de las mas significativas. En la tabla Il se muestran los compuestos aislados

de este género que presentan actividad antibacteriana frente a diferentes cepas.

Tabla Il. Actividad antibacteriana de diversos compuestos aislados de esponjas del

género Aplysina

Compuesto Especie Actividad
(Localidad) (cita)
Aereoplisinina-2 A. Aerophoba S. aureus

(Panama) S. pyogenes
Samonella typhi
Shigella sonnei
(Minale et al., 1976)

Aeroplisinina-1 A. aerophoba S. albus
OMe B. cerus
o o B. subtilis
HO” (Fattorusso et al.,
HO'
CN 1972).
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Aplisinadieno

Br
A. aerophoba

HO

Aplisinamisina-I A. cauliformis

(Venezuela)

11-oxoaereothionina A. lacunosa

(Puerto Rico)
Br OMe

ot

1 .
¥ «~ ,O OH
/\n/\/ N

A. lacunosa

(Venezuela)

A. lacunosa

11-desoxifistularina-3

Br OMe

Br
Br OH H N
MeO Br N\H/L\ 0 OH
0] N
. 0
Br -, N0
O~y H
OH Br

(Venezuela)

S. aureus

S. pyogenes
Samonella typhi
Shigella sonnei
(Norte & Fernandez,
1987).
P.aeruginosa
(Avila-Nufiez, 2000)
E. coli,

P. aeruginosa

S. aureus
(Rodriguez & Pifia,
1993)

E. coli

P. aeruginosa

S. aureus
Mic=30ug mL-1
(Acosta &
Rodriguez, 1992).

E. coli

(Avila-Nufies, 2000).

P. aeruginosa

S. aureus

(Avila-Nufies, 2000)

10



Antecedentes

Fistularina-3 A. caissara

Br,  OMe (Brasil)
Br
Br OH H v 5
MeO Br N ~ O OH
o) N
: o)
Br ) N/Y\O
O~ H
OH OH Br

11-hidroxiaereothionina A. caissara

Br OMe (Brasil)

Br

OH

Aerothionina A. gerardogreeni
Bry pMe (México)
Br
MeO Br
(@) H e 5
O OH
Br ) N/\/\/N\H/L\N/
O\N H
OH (o]
Calafianina A. gerardogreeni
(México)
Br O
Br
o o \ o
N ~ O
(@) O‘N H
(@]

E. coli

P. aeruginosa

S. aureus

(De Lira et al., 2006).

E. coli

P. aeruginosa

S. aureus

(De Lira et al., 2006).

M. tuberculosis
H37Rv
monoresistentes
MIC=12.5 ug.mL™
(Encarnacion-
Dimayuga et al.,
2003)

M. tuberculosis
H37Rv
multiresistentes
MIC= 6.5 pg mL™
(Encarnacion-
Dimayuga et al.,
2000)

11
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2-hidroxi-3,5-dibromo-4-metoxifenil A. gerardogreen S. aureus

(México) (MIC=250pg mL™)
Bacillus subtilis
(MIC= 250 ug mL™)
Streptococcus
faecalis
MIC = (62.5 ug mL™)
E. coli (MIC= 500 ug
mL™).
Vibrio harveyi
(MIC = 500 pg mL™)
Candida albicans
(MIC = 500 pg mL™)
(Le6n-Deniz, 2003).

Diversidad de compuestos aislados de Aplysina gerardogreeni y su actividad
bioldgica.

De la esponja Aplysina gerardogreeni se han aislado diversos compuestos
(Fig. 3) con actividad antibacteriana, antimicobacteriana y citotoxica. Encarnacion-
Dimayuga et al. (2000) realizaron el aislamiento de los compuestos, aerothionina
y el nuevo compuesto calafianina. La estructura de este ultimo fue determinada
por andlisis de RMN y espectrometria de masas. Posteriormente se realiz6 una
revision de la estructura de la calafianina, la cual reveld una relacion trans de los
atomos de oxigeno entre el epdxido y la isoxazolina (Ogamino et al., 2006). Tanto
la calafianina como la aerothionina presentaron actividad frente a diferentes
variantes de M. tuberculosis (Tabla I) (Encarnacion-Dimayuga et al., 2003). Por
otra parte el compuesto &acido (2-hidroxi-3,5-dibromo-4-metoxifenil) acético
presentd actividad antibacteriana (Tabla 1) (Le6n-Deniz, 2003). Posteriormente
Hernandez-Guerrero et al. (2007) aislaron 18 compuestos derivados de la

dibromotirosina, de los cuales cuatro fueron descritos por primera vez, las

12
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aplysinonas A-D, las cuales mostraron actividad citotoxica frente a las lineas de
células tumorales humanas MDA-MB-3231, A-549 y HT-29.

N
CH,CO,H H

Calafianina

Br

Br

Br

Aplysinona D
Figura 3. Compuestos aislados a partir de la esponja Aplysina gerardogreeni

13
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Variacion espacio-temporal de productos naturales marinos.

Las esponjas sintetizan compuestos quimicos llamados sustancias
alelopaticas, que pueden ser disuasorias especificas o incluso “armas letales”
cuya funcion ecologica es la defensa contra depredadores o competidores por el
espacio (Pawlik et al, 1995; Brusca & Brusca, 2005). Algunos de estos
metabolitos secundarios no son sintetizados de manera continua dando lugar a
una variabilidad en su produccion, la cual ha sido documentada a nivel inter e
intra-especifico y de manera menos frecuente dentro del espécimen (Turoén et al.,
2009); los factores que dan explicacion estas variaciones, pueden ser genéticos,
bioldgicos y ambientales (Uriz et al., 1996).

En diversas especies se ha observado que la produccion de los metabolitos
secundarios presenta una evidente variacion estacional con picos maximos de
produccion en una época del afio determinada. Asi la concentracion del
compuesto ascididemina producido por la ascidia Cystodytes sp., presentdé una
periodicidad anual con valores minimos en primavera y maximos en verano, justo
después de la época de reproduccion (Lopez-Legentil et al., 2006). Es también en
verano cuando se presenta la mayor concentracion del compuesto salicylahamida
A producido por la esponja Haliclona sp., pero en este caso se determind que
estaba relacionado con la temperatura del agua de mar (Abdo et al., 2007). En
esponjas que habitan cuevas en el Mediterrdneo, la bioactividad de sus
compuestos también presenta variaciones estacionales, dependiendo de la
morfologia, tasa de crecimiento y contacto con otras especies, |0 que sugiere un
balance entre la inversion de energia en defensa y otras funciones. Estos
resultados ponen de manifiesto el importante papel de las interacciones mediadas
por sustancias quimicas en comunidades de esponjas (Turon et al., 2009).

Estudios de la variabilidad espacio-temporal de los compuestos han puesto
de manifiesto que también se observan cambios en la produccion dependiendo de
la region geografica. En la esponja Mycale hentscheli, los metabolitos secundarios
mayoritarios (mycalamida A, pateamina y pelorusida A) contenidos en la esponja,
presentaron la mayor concentracién en primavera, sin embargo, las variaciones

fueron mas evidentes a nivel espacial debido a las condiciones fisiograficas de
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cada zona (Page et al., 2005). Otro estudio de la variabilidad espacio-temporal de
los compuestos se realizd con la esponja Luffariella variabilis la cual produce los
compuestos manoalida, monoacetato de manoalida y Luffariellina A, que
presentan un gran potencial antiinflamatorio, a pesar que estos mostraron
variacion tanto espacial como temporal, se reporta que la variacion mas
interesante se dio entre organismos (Ettinger-Epstein et al., 2008).

De igual forma, en la esponja Spongia lamella se analizé la variacion en la
produccion de metabolitos secundarios entre diferentes poblaciones, los
resultados mostraron que existe una variacion y un incremento de los compuestos
dependiendo de la ubicacién geografica (Noyer et al., 2011). También se han
observado variaciones significativas en la concentracion de los metabolitos
presentes en la esponja Stylissa massa en diferentes sitios y profundidades de la
cuenca del Pacifico (Rohde et al., 2012).

Estudios realizados en esponjas del género Aplysina, han puesto de
manifiesto que existe una variabilidad en la composicién y concentracién de los
compuestos dependiendo de la profundidad, tipo de tejido de la esponja,
condiciones ambientales, simbiontes presentes y condiciones de estrés. Con
respecto a este Ultimo, se ha planteado que algunos compuestos mayoritarios
(aerothionina y homoaereothionina) son almacenados y exudados in situ de
manera continua por esponjas de este género para crear una barrera protectora
ante ataques o posibles infecciones (Thompson et al., 1983; Thompson, 1985;
Walker et al., 1985). Por otra parte estudios realizados con A. aerophoba del
Mediterrdneo han sugerido que compuestos de alto peso molecular sufren una
transformacién mediante accion enzimatica en respuesta a un dafio en el tejido de
la esponja (Teeyapant & Proksch, 1993). Sin embargo, en estudios in situ y en
laboratorio realizados con A. insularis y A. archeri del Caribe, la composicion de
los metabolitos de alto peso molecular no se modific6é aun cuando el organismo
estuvo sujeto a sufrir lesiones (Puyana et al., 2002; Puyana et al., 2003).

La influencia de la profundidad en el perfil quimico de las esponjas A.
aerophoba y A. cavernicola ha sido estudiada en el Mediterraneo, la primera

especie, habita zonas menos profundas (por debajo de los 11 m), y presenta un
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perfil quimico caracterizado por los compuestos aerophobina-2 e isofistularina-3,
mientras que A. cavernicola se distribuye en zonas mas profundas (entre 14 y 39
m) de la misma localidad y presenta como componentes prioritarios a la
aerothionina y aplysinamisina-1 (Cimino et al., 1983; Ciminiello et al., 1997). Al
realizar estudios de trasplante de estas esponjas de zonas someras a profundas y
viceversa, se esperaba que el perfil quimico cambiara por efecto de las
modificaciones en las condiciones ambientales (luz, temperatura), sin embargo,
los compuestos fueron caracteristicos de cada especie, o que denota que existe
una barrera bien definida entre estos dos quimiotipos (Putz, 2009; Putz et al.,
2009; Kloppel et al, 2009).

Estudios de la variacion estacional de los compuestos de Aplysina
aerophoba (aerophobina 1, aerophobina 2, aplysinamisina-1 e isofistularina-3) en
un periodo de dos afios, puso de manifiesto que aun cuando es dificil identificar a
los factores ambientales que afectan la produccion de los compuestos, estos
presentaron una mayor concentracion durante el verano (Sacristan-Soriano et al.,
2012). Mientras que las variaciones a pequefia y gran escala geografica van a
depender del tipo de compuestos, algunos compuestos (aerophobina 1 y
aerophobina 2) presentaron variaciones a pequefia escala, mientras que
aplysinamisina-1 e isofistularina-3 so6lo presentaron variaciones a una mayor
escala espacial (Sacristan-Soriano et al., 2011). Al comparar los compuestos en
los diferentes tejidos de la esponja (coanosoma y ectosoma) se observo que la
mayor concentracion se presenta en el ectosoma (Sacristan-Soriano et al., 2012).

Con respecto a la relaciéon entre organismos simbiontes y variacion de los
compuestos, se relacion6é la clorofila a como una medida de densidad de
simbiontes autotroéficos, con la producciéon de metabolitos, pero no se encontrd
una relacion evidente y el papel de los simbiontes en la produccion de los
metabolitos aun resulta una incégnita (Sacristan-Soriano et al., 2011).

En México, Unicamente se han realizado estudios de la variacion estacional
de la actividad antibacteriana a nivel de extractos, el primero de ellos realizado
con la esponja Aplysina fistularis, recolectada en la isla Espiritu Santo, donde se

observa que la actividad antibacteriana se ve modificada en funcion de la
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variacion de la temperatura (Betancourt et al., 1998). El otro estudio realizado con
A. gerardogreeni de Punta Arena de la Ventana, mostré una evidente variacion
estacional en la actividad antibacteriana de extractos de frente a las cepas de
bacterias patdgenas S. aureus y E. coli., siendo en otofio cuando se presenta la

mayor actividad con halos de inhibicion de entre 24.6 y 24.4 mm (Montes-
Plascencia et al., 2010)
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ll. JUSTIFICACION

La busqueda de nuevas sustancias bioactivas con aplicaciones
farmacoldgicas a partir de organismos marinos representa un gran potencial
econdmico. En este sentido, las esponjas del género Aplysina presentan una gran
cantidad de metabolitos bromados derivados de la tirosina que se han
caracterizado por presentar diversas actividades biol6gicas interesantes,
destacando la actividad antibacteriana. Por lo que diferentes investigaciones se
han abocado en aislar y caracterizar y evaluar la actividad biolégica de los
compuestos de esponjas de este género en diferentes partes del mundo. En afios
recientes los estudios han empezado a abordar aspectos de la variacion espacial
y temporal de estos compuestos (Sacristan-Solano et al., 2011; 2012). En México,
este género se distribuye en el Pacifico mexicano y en particular en el arrecife
rocoso de Punta Arena de la Ventana, B.C.S., dentro del Golfo de California,
Aplysina gerardogreeni se encuentra ampliamente representada. Se ha
observado que los extractos organicos presentan una interesante actividad
antibacteriana (Valencia-Agami, 2010), asi como una Vvariacion estacional
significativa (Montes-Plascencia et al., 2010). Sin embargo, no existen estudios
que describan la variacién de los compuestos responsables de la actividad a lo
largo del tiempo, ni el efecto en las variaciones debido a cambios en la
profundidad, temperatura y nutrientes. Por lo que este trabajo pretende abordar
estos aspectos y contribuir a generar un mayor conocimiento acerca de los

principales metabolitos de Aplysina gerardogreeni.
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IV. HIPOTESIS

Bajo las premisas antes planteadas, surgieron las siguientes preguntas:
¢ Existe un patron estacional en la variacion de los metabolitos bromados de la
esponja A. gerardogreeni, dada por algunos pardmetros ambientales
(profundidad, temperatura y disponibilidad de nutrientes?, ¢ estos compuestos se
producen de manera constante y todos presentaran actividad antibacteriana? Lo
gue genero la siguiente hipotesis de trabajo:

Los compuestos mayoritarios de la esponja A. gerardogreeni del Arrecife de
Punta Arena de la Ventana presentaran variaciones temporales en su
composicion y concentracion, siendo la aerothionina uno de los compuestos
mayoritarios que produce de manera constante, ademas de que presentaran una

actividad antibacteriana significativa.

V. OBJETIVOS

General.
Describir el patrén temporal de los compuestos mayoritarios de la esponja
Aplysina gerardogreeni del arrecife rocoso de Punta Arena de la Ventana y

evaluar la actividad antibacteriana de los diferentes compuestos obtenidos.

Particulares.

1. Determinar el perfil cromatografico de los compuestos derivados de la
dibromotirosina de la esponja A. gerardogreeni.

2. Aislar y caracterizar estructuralmente los compuestos mayoritarios de la
esponja.

3. Determinar la variacion espacio-temporal de la concentracion relativa de los
compuestos.

4. Evaluar la actividad antibacteriana de los compuestos puros frente a cepas

patdgenas para el hombre.
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VI. AREA DE ESTUDIO
La recoleccion de los ejemplares se llevé a cabo en la localidad de Punta
Arena de la Ventana, localizada en el litoral de Baja California Sur entre los 24°03’
N y los 109°49’ W (Fig. 4). El area esta formada por un macizo batolitico llamado
Blogue de Los Cabos, -constituido principalmente de rocas graniticas
metamorficas y clasticas originadas en el creticico (Suarez, 2002).
En Punta Arena de la Ventana se observa una plataforma rocosa
submarina paralela a la costa, que tiene por su parte mas ancha 70 m y una
profundidad maxima de 3 m; al término de la plataforma se advierte un borde

vertical que desciende a una profundidad no mayor a 7 m (Suéarez, 2002).

Punta Arena /

de la Ventana 4
24.02 /

-109.50

Figura 4. Punta Arena de La Ventana entre los 24°03'31.50” N y los 109°49°46.02” W
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VIl. MATERIALES Y METODOS

VII.1 Perfil cromatografico de los compuestos derivados de la

dibromotirosina de la esponja Aplysina gerardogreeni

Obtencién del material bioldgico.

Los ejemplares de Aplysina gerardogreeni se recolectaron a mano
mediante buceo SCUBA en Punta Arena de la Ventana (Fig. 4). La recolecta se
realizd en los meses de marzo, abril, junio, septiembre, octubre, noviembre y
diciembre de 2008 asi como en enero y febrero de 2009 a tres profundidades (2, 4
y 6 m) que es la zona donde se distribuye la esponja. Las esponjas debidamente
etiquetadas se trasladaron en hielo al laboratorio de microbiologia del CICIMAR,
donde se mantuvieron a -30° C hasta su estudio quimico. Una muestra de
esponja de cada profundidad fue debidamente preservada y se envié al
Laboratorio de Ecologia del Bentos en el Instituto de Ciencias del Mar y

Limnologia (Campus Mazatlan) para su identificacién taxonémica.

Registro de temperatura.

Los datos de temperatura se obtuvieron mediante registros in situ con un
medidor de temperatura tipo HOBO que se instalé en el area de estudio. Con esta
informacion se construyé una base de datos y se obtuvieron los valores promedio

para cada mes.

Toma de muestras de agua para andlisis de nutrientes.

Para determinar la concentracién de los nutrientes: nitritos (NO), nitratos
(NO3) y ortofosfatos (PO4), las muestras de agua de mar fueron recolectadas por
triplicado en botellas de policarbonato de 500 mL (2m, 4m y 6m). Las cuales
fueron filtradas a través de una membrana de fibra de vidrio, (Whatman GF/F)
para eliminar la materia organica particulada y congeladas a -20° C para su
posterior analisis. La determinacién de los nutrientes fue realizada en el CIDIR-

IPN (Sinaloa), donde se obtuvieron los valores utlizando las técnicas
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colorimétricas descritas en Strickland & Parsons (1972). Los nitritos se
determinaron utilizando el método de Bendschneider & Robinson (1952); los
nitratos se determinaron utilizando el método de Morris & Riley (1963) y el
ortofosfato se determind utilizando el método de Murphy & Riley (1962). Las
lecturas de absorbancia se realizaron en un espectrofotometro (Milton Roy

Spectronic, modelo 1201).

Obtencion de extractos organicos.

De cada mes y profundidad se obtuvieron extractos organicos, para lo cual
se registrd el peso de los organismos y se realizé una extraccién con una mezcla
de acetona/metanol 1:1 a temperatura ambiente. La disolucién resultante se filtré
y el disolvente se evaporé a presion reducida, a cada extracto se le afiadio
repetidamente metanol y se separo la parte del extracto soluble en metanol. Esta
disolucion se evaporé a presion reducida para dar lugar a 27 extractos de

metanol de color marrén y aspecto oleoso.

Técnicas cromatograficas utilizadas.

- Cromatografia en capa fina (CCF)

Se realiz6 sobre placas de gel de silice Kiesegel 60 Fzs4 (Merck) de 0.2 mm de
espesor, con indicador fluorescente. Las cromatografias se siguieron por UV
(254 nm) y se revelaron mediante pulverizacion con una disolucion de sulfato de

cerio en acido sulfdrico 2N y posterior calentamiento.

- Cromatografia en columna (CC)

Se efectud a presion atmosférica, utilizando gel de silice Merck (60-200 um),
compactada con el mismo disolvente a utilizar como primer eluyente de la
columna. Las muestras se introdujeron disueltas en ese mismo disolvente. Para
la elucién de las columnas se utilizaron mezclas de disolventes en orden de
polaridad creciente. Los disolventes empleados fueron: Hexano (He), acetato de
etilo (AcOEt), cloroformo (CHCI3) y metanol (MeOH).
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- Cromatografia liquida de Alta Eficacia (HPLC)

Se utilizé un aparato Merck-Hitachi de la serie LaChrom equipado con un detector
UV (Merck L-7400). Se emplearon columnas analiticas (4 x 250 mm, 5 uym) y
semipreparativa (10 x 250 mm, 7um) con relleno LiChrospher Si-60. La
separacion fue en fase normal con un flujo de elucién de 1 mL/min en la columna
analitica y de 3 mL min™ con la columna semipreparativa. Las muestras se
filtraron a través de filtros Tecknokroma con poro de 0.45 um. Los disolventes
organicos empleados (CHCI3; y MeOH), eran grado HPLC o destilados Yy filtrados

antes de su uso sobre filtros Millipore de 0.45 pm.

Fraccionamiento de extractos mediante Cromatografia en Columna.

Los extractos se sometieron a fraccionamiento mediante CC compactada
con una mezcla de CHCI3;/MeOH (9:1), y utilizando como eluyentes mezclas de
CHCI3/MeOH de polaridad creciente 9:1, 8:2, 1:1 y MeOH. El anélisis mediante
CCF utilizando como fase maovil una mezcla de CHCIl3/MeOH (9:1) permitioé reunir
a las alicuotas 9:1 y 8:2, denominando a esta fraccion la F1 (Fig. 3).

La fraccién F1 de cada extracto fue sometida nuevamente a un proceso de
purificacion mediante CC, compactado con una mezcla de He/AcOEt (65:35),
utilizando como eluyente mezclas de He/AcOEt de polaridad creciente (65:35, 6:4,
1:1, 4:6, 3:7, AcOEt) y MeOH, posteriormente las alicuotas obtenidas fueron
analizadas por CCF utilizando como fase mévil He/AcOEt (65:35), lo que dio lugar

a reunir las alicuotas 3:7 y AcOEt para obtener la fraccién F2 (Fig. 5).
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Extracto

CH3CMeOH %1
[9:1, 8:2,1:1 ¥ MeQH])

9:1 8:2 11 MeOH
(X) (X)
T — Hex/AcoEt 6:4
Fl [ 65:35, 6:4, 1:1, 4:6,3:7,
Acoft y MeOH)
I N N D
65:35 6:4 1:1 4:6 3:7 4:6 MeOH
{x) (x) (X) () {x)
F2

Figura 5. Esquema de fraccionamiento mediante cromatografia en columna de los
extractos de MeOH obtenidos de ejemplares de la esponja Aplysina

gerardogreeni.

Obtencién del perfil cromatografico de los diferentes extractos.

Para la obtencién de los cromatogramas que mostraran la variacién de los
compuestos, la fraccion F2 de cada extracto fue separada mediante el uso de un
equipo de HPLC. En primera instancia se realiz6 el andlisis utilizando una
columna analitica, con un sistema de eluyente de CHCIl3/MeOH (99:1), inyectando
una concentracion de 0.55 mg en 100 pL. Se utilizaron estandares de los
compuestos puros (aerothionina, homoaerothionina y fistularina-3) previamente
identificados en otro estudio para poder obtener los tiempos de retencién e

identificar los diferentes compuestos mayoritarios.
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VII.2 Aislamiento y caracterizacion estructural de los compuestos
Separacion de los compuestos mayoritarios.

Para la separacion de compuestos se repitié el mismo procedimiento que
para la obtencion del perfil cromatografico pero esta vez utilizando una columna
semipreparativa con las mismas condiciones pero inyectando una concentracion
de 10 mg en 150 pL. Los diferentes picos de los compuestos mayoritarios fueron
aislados y concentrados a presion reducida, de esta forma se obtuvo cantidad

para la caracterizacion y pruebas de actividad.

Caracterizacién estructural de los compuestos puros.

La caracterizacion de los compuestos puros se realizd6 mediante estudios
espectroscopicos de resonancia magnética nuclear (*H-RMN y *C-RMN). Los
cuales fueron realizados en un equipo Varian INOVA 400 en el Servicio Central de
Ciencia y Tecnologia de la Universidad de Cadiz. Como disolventes se utilizaron
cloroformo (CDCI3), metanol (CD3OD) o acetona ((CD3),CO) deuterados. Los
desplazamientos quimicos se expresan en la escala & (ppm) y en los espectros de
protén (*H-RMN) se utilizé6 como referencia interna la sefial del disolvente residual
no deuterado, & 7.26 para el cloroformo, & 3.30 para el metanol y & 2.04 para la
acetona. Los desplazamientos de las sefiales de los espectros de *H-RMN de los
diferentes compuestos se compararon con sefiales de la literatura de espectros
de compuestos conocidos.

Para los diferentes compuestos, se determiné el tiempo de retencion (TR)
en el cromatograma de HPLC y el factor de retencién (Rf) mediante la siguiente

formula:

Rf= Distancia que recorre la mancha del producto

Distancia recorrida por el disolvente
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VII.3 Variacion temporal de los compuestos mayoritarios de A.
gerardogreeni
Cuantificacion de los compuestos mayoritarios.
Se calculé el porcentaje relativo y la concentracion relativa de cada
compuesto, esta Ultima expresada en mg mL™. Los cuales fueron determinados

mediante las siguientes ecuaciones (L6pez de la Torre, 2010):

% relativo = (Ax /) 100

[ ] relativa =[(A) (Pl /At
Vwm
Donde
« = area bajo la curva del pico correspondiente al compuesto de interés
Vu = Peso de la muestra incorporada a la muestra cromatogréfica (mg)
At = area bajo la curva de todos los picos.

Vm = Volumen del aceite incorporado a la muestra (mL)

Andlisis estadisticos y relacion entre parametros ambientales y la concentracion
relativa de los compuestos.

Se construyé una base de datos con los valores de concentracion relativa
de cada uno de los compuestos y los diferentes parametros ambientales,
profundidad, temperatura, nitratos, nitritos y fosfatos. La relacion entre estos
valores se determind mediante el coeficiente de correlacion de Pearson
empleando el programa Statistica 8.

Tomando en cuenta que la profundidad no fue un factor que explicara la
variacion en la concentracion de los productos, se realizé un analisis de varianza

(ANDEVA) de una via entre los diferentes meses.
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VIl.4 Ensayo de actividad antibacteriana de los compuestos puros

Los ensayos se llevaron a cabo mediante el método de difusion en agar
(NCCLS, 1993; Elyakov, 1996) frente a las cepas de bacterias patdgenas
Staphyloccocus aureus (Gram positiva, ATCC BAA-42) y Escherichia coli (Gram
negativa, ATCC BAA-196).

A partir de cada una de las cepas patégenas se realizé un pre-inoculo en
medio TSA, los cuales fueron incubados por 24 h a 35° C. Ademas se prepard
medio Mduller Hinton, el cual se colocé en alicuotas de 12 mL en tubos de ensaye
(esto permitié estandarizar la susceptibilidad del bioensayo y obtener un mismo
grosor de las placas, ya que se sabe que este es uno de los factores que pueden
modificar la difusion de las sustancias sobre el agar) que fueron esterilizadas a 15
libras de presién durante 15 minutos. En ambiente estéril cada alicuota fue
vaciada en cajas Petri de 10 cm de diametro.

Para la preparacion de los sensi-discos, se utilizaron discos de papel filtro
Whatman de 6mm de diametro, a los cuales en condiciones estériles se les
agregaron 25 pL del compuesto puro, previamente disuelto en metanol a una
concentracién de 8 ug mL™ para obtener una concentracion final en cada disco de
200 pg. Como control negativo se prepararon discos con 25 pL del disolvente
utilizado para diluir el compuesto puro. Para los ensayos de actividad, con cada
cepa patdgena se preparé una suspension celular de aproximadamente 1x108 cel
mL™, esta suspensién fue inoculada en el medio con ayuda de un hisopo estéril.
Posteriormente se colocaron los discos previamente preparados con los
compuestos y el control negativo. A cada placa se le realizaron perforaciones en
el centro con ayuda de un sacabocados de 6 mm de diametro, donde se
colocaron alicuotas de 25 pL de ampicilina a una concentracion de 30 g, la cual
se utilizd como control positivo. Todas las pruebas fueron realizadas por triplicado.

Las cajas de Petri se colocaron a 4° C durante 40 min, con el fin de retardar
el crecimiento microbiano mientras las sustancias antibiéticas se difunden sobre el
agar. Posteriormente, las cajas de Petri fueron incubadas a 35° C durante 24 h.
Transcurrido este tiempo se midid el diametro de los halos de inhibicion (en mm) y

se calcul6 su media y desviacion estandar.
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VIIl. RESULTADOS

VIIL.L1 Perfil cromatogréafico de los compuestos derivados de la
dibromotirosina de la esponja A. gerardogreeni.

El analisis de cromatografia en capa fina (CCF) de la fraccion
semipurificada (F2) de los diferentes extractos de A. gerardogreeni revelo la
presencia de varios compuestos con un Rf entre 0.3 y 0.6 (Fig. 6).

Figura 6. Placa cromatografica de los compuestos de la esponja Aplysina
gerardogreeni en las diferentes profundidades (2, 4 y 6 m) y meses de
muestreo. Manchas visibles a la luz UV (254 nm), sistema de elucion
CHCIs/MeOH 92:8, revelada con sulfato de cerio.

El perfil cromatografico en HPLC de la fraccibn F2 de los diferentes
meses de estudio, mostr6 de manera general la presencia de cinco
compuestos mayoritarios (Fig. 6). Los cuales fueron identificados mediante
espectroscopia de RMN como compuestos derivados de la dibromotirosina
descritos anteriormente como la aerothionina (2), homoaerothionina (1), 11-
oxo-homoaerothionina (3), fistularina-1 (5) y fistularina-3 (4). La concentracion
relativa de los compuestos mostro diferencias significativas (ANOVA, F,
130=6.3160 P=.00011), el compuesto 1, presento la mayor concentracion relativa,
mientras que los compuesto 3 y 5 presentaron una menor concentracion dentro

de la esponja A. gerardogreeni (Fig. 7).
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Figura 7. Perfil cromatografico que muestra la presencia de cinco compuestos
mayoritarios en la esponja Aplysina gerardogreeni, donde 1)
homoaerothionina, 2) aerothionina, 3) 11-oxohomoaerothionia, 4)
fistularina-3 y 5) fistularina-1.
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Figura 8. Concentracion relativa (mg mL™) de los compuestos mayoritarios obtenidos

de la esponja A. gerardogreeni en los diferentes meses muestreados.
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VIII.2 Aislamiento y caracterizacion estructural de los compuestos.

Caracterizacion de la aerothionina (2)

Este compuesto se aislé como un sélido amorfo de color blanco que en
CCF eluida con CHCI3/MeOH 9:1 presentaba un Rf= 0.44, fluorescente a la luz
UV y revelaba de color café ocre con sulfato de cerio. Con un tiempo de
retencion en HPLC (sistema elucién CHCI3/MeOH 9:1) de 17 minutos.

El espectro de 'H-RMN en de este compuesto en acetona-dg (Fig. 9)
mostraba las sefiales de un metoxilo a 64 3.71 (S), un metino olefinico a & 4 6.50
(bs), dos metilenos, uno de ellos a 64 3.81 (d, J=18.2 Hz) y a 64 3.16 (d, J=18.2
Hz), y el otro a 6 4 1.60 (m), asi como un hidroxilo a 34 5.42 (s) y un grupo
amino a oy 7.72 (t) (Tabla IlI).

’ 7b |
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Figura 9. Espectro de 'H-RMN de la aerothionina (2) en acetona-qs (*sefial del

disolvente).
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Caracterizacion de la homoaerothionina (1).

Este compuesto se aislé como un soélido amorfo de color blanco, en CCF
eluida con CHCI3/MeOH 9:1 presentaba un Rf= 0.52 fluorescente a la luz UV y
revelaba de color café ocre con sulfato de cerio. Presenta un tiempo de
retenciéon en HPLC (sistema de elucion CHCIl3/MeOH 9:1) de 13 minutos.

En el espectro de 'H-RMN de este compuesto (Fig. 10) en metanol
deuterado (CD3;0OD) mostraba sefiales muy similares a las del espectro de la
aerothionina (Tabla 1ll), con la diferencia de que adicionalmente se observaba
la sefial de un metileno a &4 1.37 (m) lo que indicaba que presentaba una

cadena central de cinco carbonos, por lo que la estructura de este producto era

simétrica.
*
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Figura 10. Espectro de *H-RMN de la homoaerothionina (1) en CD;OD (*sefial del
disolvente).
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Caracterizacion de la 11-oxohomoaerothionina (3).

Este compuesto se aisl6 como un sélido amorfo de color blanco, el
cromatograma obtenido en el HPLC mostraba un tiempo de retencion para este
compuesto de 27 min, y en CCF presenta un Rf de 0.46

Al comparar las sefiales de *H-RMN de este compuesto (Fig. 11) con las
de la homoaerothionina se observaba que varias de ellas eran similares, sin
embargo, se presentaban diferencias fundamentales en la cadena central, ya
que no se observaba la sefal caracteristica del Hi;, y las sefales
correspondientes a los protones Hio y Hi» estaban desapantalladas dando
lugar a desplazamientos de & 4.09 y & 2.56 respectivamente (Tabla Ill). Estos
datos junto con las sefiales en el espectro de *C-RMN de un carbonilo
cetonico (6 206.1) confirmaron que se trataba del compuesto conocido 11-

oxohomoaerothionina.

1/1" 5, |
NH 7 “’

11/11 uan

..._._.__,_J__._ e \-—.-]-...-.—...—-‘ “‘u—u—h-‘
r'|'|'1"|'1"|'rl'|'|"|'1'1'l:'r'l"l'l'T'l'll'|'|'1'1'r1']'|"|'f1"|'1'r'|'|"|'1'1'rr'|"|'|'1'1'1'lr'|"|"|'1'1'1'l'|"|'|"

£ 1 PFm

7

Figura 11. Espectro de *H-RMN de la 11-oxohomoaerothionina (3) en CD;OD (*sefial

del disolvente).
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Caracterizacion de la fistularina-1 (5)

El tiempo de retencion en HPLC para el compuesto 5 fue de 27 min.
Mientras que en CCF presentaba un Rf de 0.41. Al comparar las sefiales de
'H-RMN de este compuesto (Fig. 12) con la literatura se determiné que se
trataba de la fistularina-1. El espectro de *H-RMN del compuesto en acetona-dg
mostraba las sefiales caracteristicas del sistema espiranico de ciclohexadieno-
dihidroisoxazol, ademas de la sefial a & 7.71 (s) correspondientes a los
protones His y Hi7 de un anillo de benceno tetra-sustituido, ademas de las
sefales de un metino a 6 5.64 (dd, J=8.4y 7.0 Hz) y un metileno a 6 3.53 (ddd,
J=9.2, 7.0y 1.1 Hz)/ 4.04 (m) (Tabla III).

*
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Figura 12. Espectro de 'H-RMN de la fistularina-1 en acetona-ds (*sefial del

disolvente).
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Caracterizacion de la fistularina-3 (4).

El tiempo de retencion caracteristico de este compuesto fue de 36 min, y
presento un Rf de 0.40. Este solido color amarillo presento un espectro de *H-
RMN en acetona-d¢ (Fig. 13) que mostraba ademas de las sefales
caracteristicas de dos anillos ciclohexa-2,4-dienl-ol, una sefial a & 7.65 (S)
correspondientes a los protones His y Hi7 del anillo de benceno tetra-sustituido
que formaba parte de la cadena. El resto de la cadena central estaba
conformada por las sefiales de dos hidroxilos a 4.49 (d, J=5.4 Hz) y & 5.06 (d,
J=4.4 Hz), dos metinos a 6 4.24 (m) y 6 4.89 (dt, J=7.2 y 4.4 Hz) y tres
metilenos a ¢ 3.52 (m)/ 3.77 (m), 5 4.02 (dd, J=9.0 y 5.4 Hz)/ 4.05 (dd, J=9.0 y
5.9 Hz) y & 3.59 (ddd, J=13.6, 6.3 y 4.5 Hz)/ 3.47 (m) (Tabla IlI).

OMe
15,17
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Figura 13. Espectro de *H-RMN de la fistularina-3 en acetona-dg (*sefial del

disolvente)
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Tabla Ill. Desplazamientos quimicos de 'H-RMN de los compuestos mayoritarios

aislados de la esponja A. gerardogreeni (multiplicidad, J en Hz).

#H Aerothionina  Homoaerothioning 1l-oxoaerothionina  Fistularina-1 Fistularina-3
Acetona-dg CD;0D CDs0D Acetona dg Acetona-dg
1 415, 7.2) 4.08(d, 0.6) 4.12(s) / 4.11(s) 4.18 4.18 (d, 8.0)
(dd, 8.1,1.0) 4.17(d, 8.0)
5 6.50 (bs) 6.41 (d, 0.8) 6.43 (d,0.7) / 6.52 (d, 1.0) 6.52(d, 0.8)
6.42 (d,0.7) 6.50 (d, 1.3)
7a 3.16 (d,18.2) 3.09 (d, 18.2) 3.10 (d, 18) / 3.19 (d,18.3) 3.18(d, 18.5)/
7b 3.81(d,18.2) 3.77(d, 18.2) 3.09 (d, 18.3) 3.85(d,18.3) 3.15(d, 18.5)
3.78 (d, 18.3) / 3.84 (d, 18.2) /
3.76(d, 18) 3.81 (d, 18.2)
10 3.32 (m) 3.28 (m) 4.09 (d,9.5) 3.79(ddd,13.6, 3.77 (m)
6.2, 4.4) 3.52 (m)
3.76 (ddd,13.6,
6.2, 4.4)
11 1.60 (m) 1.58 (m) 4.25 (m) 4.24 (m)
12 1.37 (m) 256 (,7) 4.08(dd,9.2, 4.05 (dd, 9.0,
5.5) 5.9)
4.05 (dd, 9.2, 4.02 (dd, 9.0,
5.9) 5.4)
13 1.84 (pent, 7)
14 3.30 (m)
15,17 7.71(s) 7.65 (s)
19 5.64 (dd,8.4, 4.89 (dt, 7.2,
7.0) 4.4)
20 4.04 (m) 3.59 (ddd,
3.53 (ddd, 9.2, 13.6, 6.3, 4.5)
7.0,1.1) 3.47 (m)
OH-1 5.40(d7.5) 5.45 (d,8.1) 5.47 (d, 8.2)
4.47 (d, 8.2)
OH-11 4.50 (d,5.1) 4.49 (d, 5.4)
OH-19 5.06 (d, 4.4)
OCH3 3.77 (s) 3.72 (s) 3.75 (s) 3.72 (s) 3.71 (s)
NH 7.60 7.65 (brt) 7.68/ 7.64(bt)
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VIIL.3 Variacion temporal de los compuestos mayoritarios de A.
gerardogreeni.

Aun cuando se observan variaciones en la concentracion relativa de los
cinco compuestos mayoritarios de A. gerardogreeni en de los diferentes meses
y profundidades, cuando se toman las diferentes profundidades como replicas,

se observa que no existen diferencias estadisticamente significativas.

La aerothionina (2) fue el compuesto mas abundante, llegando a
representar entre el 20 y 35 % en practicamente todos los meses, con una
concentracion relativa de entre 1.8 y 14 mg mL™ (Fig. 14). Este compuesto se
encontré durante todos los meses y profundidades a excepcion de enero que
solo estuvo presente en las esponjas recolectadas a 6 m de profundidad, sin
embargo, no se observan diferencias significativas entre los diferentes meses

(F(8,18): 0.98, P:0.48).
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Figura 14. Variacion temporal y por profundidad de la concentracion relativa del

mg mL-1

compuesto aerothionina aislado a partir de la esponja A. gerardogreeni.

La homoaerothionina (1) al igual que el compuesto 2 se presentd en
todos los meses, pero no en todas las profundidades, este compuesto llego a
representar el 23.1% y presenté una concentracion relativa entre 0.9 y 9.6 mg
mL™ (Fig. 15). Estadisticamente no se observaron variaciones significativas en

la concentracion relativa entre los meses de muestreo (F15= 1.06, P=0.43).
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Figura 15. Variacion temporal y por profundidad de la concentracion relativa de la

homoaerothionina aislada de la esponja A. gerardogreeni.

La fistularina-3 (4) presentd el mayor pico de concentracién relativa en

octubre (19.1 mg mL™), representando un porcentaje relativo del 50% vy los

menores valores en marzo y febrero (4.3 y 3.2 mg mL™ respectivamente) (Fig.

16). Aun cuando se observa una estacionalidad, la diferencia no fue

significativa

mg mL-1

Figura 16.

Por

(Fs18= 1.81, P=0.14).

m2m

Haim

Variacion temporal y por profundidad de la concentracion relativa de la

fistularina-3 aislada de la esponja A. gerardogreeni.

otra parte, los compuestos menos abundantes fueron 11-

oxohomoaerothionina (Fig. 17) y fistularina-1 (Fig. 18), los cuales presentaron

de manera general, concentraciones relativas por debajo de los 5 mg mL™?, a
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excepcion del mes de enero cuando la 11-oxohomoaerothionina presenté una
concentracion relativa de 23.8 mg mL™ y en abril presentando la Fistularina-1
una concentracién de 14.5 mg mL™. En ambos casos las diferencias no fueron

significativas (F,18= 0.88, P=0.55; (Fg 18= 1.09, P=0.41, respectivamente).
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Figura 17. Variacion temporal y por profundidad de la concentracién relativa de la

11-oxohomoaerothionina aislada de la esponja A. gerardogreeni.
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Figura 18. Variacion temporal y por profundidad de la concentracién relativa de la

fistularina-1 aislada de la esponja A. gerardogreeni.

Con respecto a los datos ambientales de la zona de estudio, los valores
promedio de la temperatura muestran un evidente variacion temporal con un

maximo en octubre (28.5 °C) y un minimo en febrero (19 °C) (Figura 19).
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Figura 19. Valores promedio de la temperatura del agua de mar en el area de

Punta Arena de la Ventana, B.C.S.

En el caso de los nutrientes, también se presentd una variacion temporal
en su concentracion. Para los nitritos (NO;) se observan las mayores
concentraciones en febrero (0.15 uM) y las menores en mayo (0.02 uM). Para
los nitratos (NO3) las mayores concentraciones se presentaron en octubre (2.1
MM) y las menores en junio (0.7 pM). Con respecto a los fosfatos las
variaciones fueron menos marcadas con un maximo en diciembre (1.1 pM)y
un minimo en mayo 0.5 uM) (Figura 20). En cuanto a la variacion de estos
entre las diferentes profundidades, 2, 4 y 6 m, no se observaron diferencias

significativas (Fig. 21).
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Figura 20. Variacion temporal de nutrientes en el area de Punta Arena de la Ventana,
B.C.S.
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Figura 21. Variacion de los nutrientes en el area de Punta Arena de la Ventana con
respecto a la profundidad.

El coeficiente de correlacion de Pearson permiti6 establecer relaciones
positivas entre la concentracion relativa de los compuestos aerothionina (2),
homoaerothionina (1) y fistularina-1 (5). Mientras que la correlacion entre la
concentracion de los compuestos y la profundidad no fue significativa. Con
respecto a la relacién entre la concentracion relativa de los compuestos y los
parametros ambientales, Unicamente dos compuestos presentaron una relaciéon
significativa; la aerothionina que se correlaciona de forma negativa con los nitritos
(r= -0.55; p<0.05), y la fistularina-3 que se correlaciona positivamente con la

temperatura (r=0.53; p<0.05) y de manera inversa con los nitritos y nitratos (Tabla
V).
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Tabla IV. Coeficiente de correlacion entre la concentracion relativa de los compuestos
Aerothionina (Aero), Homoaerothionina (Homo), 11-oxohomoaerothionina (11-0x0),
Fistularina-3 (Fist-3), Fistularina-1 (Fist-1), la profundidad y los parametros ambientales
temperatura (T°C), Nitritos (NO,) Nitratos (NO3) y fosfatos (PO,).

Aero Homo 11-oxo Fist-3 Fist-1 T (°C) NO; NO;3 PO,
Prof 0.08 0.03 -0.13 033 -006 -001 -001 -0.00 0.08

Aero 0.67* -0.04 0.38 0.40* 013 -055* -0.29 -0.36
Homo 0.36 024 058 -004 -0.18 0.038 -0.06
11-0x0 026 009 -031 031 0.35 0.0
Fist-3 0.027 0.53* -0.56* -0.49* -0.34
Fist-1 033 -025 012 0.17
T (°C) 044 -0.76* -0.75*
NO2 0.75*  0.59*
NO3 0.86*

*correlacion significativa P<0.05, n=27

VIIl.4 Ensayos de actividad antibacteriana de los compuestos puros.

Las pruebas de actividad antibacteriana se realizaron frente a las cepas
patbgenas Staphylococcus aureus, Pseudomona aureuginosa y Escherichia
coli. Debido a que de los compuestos 11-oxohomoaerothionina y fistularina-1
se aisl6 muy poca cantidad no fue posible realizar los ensayos de actividad.
Encontrando asi que solo la aerothionina presento actividad frente a S. aureus,
mientras que para E. coli y P. aureuginosa no se observé ningun halo de
inhibicion (Tabla V).

Tabla V. Resultados de los halos de inhibicion (expresados en mm) presentados por
los diferentes compuestos a una concentracion de 200 ug frente a las cepas

de referencia. El control positivo fue ampicilina 25 pg.

Cepas de Compuestos
referencia
aerothionina homoaerothionina Fistularina-3 CcP
S. aureus 9+0 - - 156+ 1.15
P. aureuginosa - - -
E. coli - - - 250
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IX. DISCUSION

IX.1 Perfil cromatografico de los compuestos derivados de la
dibromotirosina de la esponja A. gerardogreeni.

En este trabajo se observo que los compuestos producidos en mayor
medida por la esponja A. gerardogreeni recolectada en el area de Punta Arena
de la Ventana B.C.S., fueron la aerothionina, la homoaerothionina y y la
fistularina-3, seguidos por la 11-oxohomoaerothionina y la fistularina-1. Esto
concuerda con diversos trabajos realizados con el género Aplysina, donde se
ha observado que dependiendo de la especie y su distribucion geogréafica se
pueden encontrar diferentes metabolitos, siendo la aerothionina,
homoaerothionina y fistularina-3, los compuestos mas comunmente aislados en
esponjas de este género (Ver citas y especies en Tabla Il).

Aplysina geradogreeni mostré6 de manera general el mismo patron de
metabolitos, tanto en los diferentes meses como profundidades. En este
género, se ha observado que las esponjas de un sitio especifico, muestran un
patron de compuestos brominados muy estable, que no se modifica aun
cuando cambien las condiciones ambientales como luz, temperatura y salinidad
(Putz et al.,, 2009; Silva et al.,, 2010). Sin embargo, se han observado
modificaciones entre los perfiles quimicos de especies de diferentes
localidades geograficas o amplios cambios en la profundidad (Putz, 2009). De
tal forma que las diferencias pueden ser a nivel intra o interespecificas dentro
de la poblacién, por lo que dicho perfil puede ser utilizado como una ayuda en
la identificacién de algunas especies con caracteristicas morfolégicas muy
similares, como fue el caso de A. cavernicola y A. aerophoba (Silva-Lira et al.,
2011).

La aerothionina y la homoaerothionina fueron los dos compuestos con
mayor concentracion relativa dentro de A. gerardogreeni, resultados similares
se han observado en trabajos realizados con Aplysina fistularis que acumula a
estos compuestos en células denominadas “esferulosas” (Thompson et al.,
1983) y que son exudados continuamente por la esponja, especialmente en
condiciones de estrés, en niveles muy similares a los contenidos en el cuerpo

para crear una barrera protectora (Thompson et al., 1983, Thompson, 1985;
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Walker et al., 1985). Se ha sugerido que presentan un papel como precursores
de compuestos derivados, como por ejemplo la 11-oxoaerothionina (Silva et
al., 2010).

Otro de los compuestos mayoritarios de A. gerardogreeni fue la
fistularina-3, el cual si bien no es exudado por las esponjas de este género,
juega un papel importante en la biotransformacion a otros compuestos (Ebel et
al., 1997) y dentro de su papel ecoldgico se ha observado que inhibe el ataque
de depredadores (Gochfeld et al., 2012).

La 1l-oxoaerothionina y la fistularina-1 presentaron menores
concentraciones relativas en comparacion con los otros compuestos, son pocos
los estudios que han logrados su aislamiento. La 11-oxoaerothionina ha sido
aislada a partir de A. fulva, A. archeri y A. aerophoba recolectadas en las
costas de Bahamas y Australia (Gopichand et al., 1979; Gunasekera & Cross,
1992; Webster et al., 2008); mientras que la fistularina-1, un compuesto muy
inestable y de rapida descomposicion después del paso final de purificacién
(Gulavita et al., 1995) ha sido aislado de A. lactua y A. sulangea de las costas
de Brasil (Silva et al., 2010). Se ha observado que la concentracion de este
compuesto no tiene relacion con el estado de salud de la esponja, por lo que su

funcién ecolégica aun es desconocida (Webster et al., 2008).

IX.2 Aislamiento y caracterizacion estructural de los compuestos.
Los cinco compuestos mayoritarios aislados en este trabajo ya habian

sido descritos anteriormente.

Aerothionina (2).

Al comparar los desplazamientos quimicos de los espectros de *H-RMN
en acetona deuterada del compuesto 2 con los obtenidos por Nishiyama vy
Yamamura (1985) (Anexo Xll.2) se observo que las sefales eran muy similares
por lo que se establecié que este compuesto era la aerothionina. La cual fue
aislada originalmente de las esponjas Aplysina aerophoba y Verongia thiona
(Fattorusso, 1970) y desde entonces ha sido re-aislada en diversas especies
del género (Moody et al.,, 1972; Andersen & Faulkner 1973; Gopichand &
Schmitz, 1979; McMillan et al., 1981; Acosta & Rodriguez, 1992; Ciminiello et
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al., 1994; Compagnone et al., 1999; Encarnacién-Dimayuga et al., 2000;
Puyana et al. 2002; Thoms et al., 2004; Hernandez-Guerrero et al., 2007,
Valencia-Agami, 2010, Sacristan-Soriano et al., 2011, entre otros), lo cual
confirma que es uno de los principales componentes de estas esponjas,
presentando aproximadamente un rendimiento del 10% (Minale, 1976). Este
compuesto es un derivado de la 3,5-dibromotirosina y la cadena central C4N;
se deriva de la ornitina (Peng et al., 2005), del cual se ha logrado su sintesis

completa (Nishiyama y Yamamura, 1985).

Homoaerothinina (1).

Las sefiales obtenidas en el espectro de *H-RMN para este compuesto
fueron comparadas con las reportadas en Moody et al. (1972) (Anexo XII.2), lo
cual permitié confirmar que la estructura 1 correspondia a la homoaerothionina.
El cual fue aislada por primera vez a partir de las esponjas A. aerophoba y A.
thiona (Moody et al., 1972), y a partir de entonces se le ha vuelto a aislar a
partir de diversas especies de este género (ver Tabla IV), los trabajos mas
recientes son Hernandez-Guerrero et al. (2007) y Sacristan-Soriano et al.
(2011). Este compuesto es un derivado de la 3,5-dibromotirosina y la cadena
central CsN, se deriva de la lisina (Silva-Lira, 2011). Y junto con la aerothionina
se logro6 su sintesis completa a mediados de la década de los 80’s (Nishiyama

y Yamamura, 1985).

11-oxohomoaerothionina.

El compuesto 11-oxohomoaerothionina, fue confirmado al comparar los
desplazamientos quimicos de *H-RMN con las sefiales registradas en Ciminello
et al. (1997) (Anexo XII.2).

Trabajos anteriores han establecido que Ila aerothionina vy
homoaerothionina son precursores de compuestos oxidados (Teeyapant &
Proksch, 1993), dado que la cadena central pueden sufrir oxidacion o
descarboxilacion (Cimino et al., 1983). Por lo que se puede deducir que este
compuesto proviene de la oxidacion del C;; de la cadena central de la

homoaerothionina.

44



Discusion

Fistularina-1

Las sefiales de la fistularina-1 descritas por Gopichand & Schmitz (1979)
fueron comparadas con los desplazamientos de 1H-RMN obtenidos a partir del
compuesto 5, confirmando que se trataba de este compuesto (Anexo XII.2).

La fistularina-1 se aislo por primera vez a partir de la esponja Aplysina
fistularis forma fulva (Gopichand & Schmitz, 1979). Se ha establecido que este
compuesto se deriva de la degradacion enzimatica de la fistularina-3, a través

de un proceso de biotransformacion (Rogers & Molinsky, 2007).

Fistularina-3

La comparacién de los desplazamientos quimicos de 'H-RMN del
compuesto 4 con la literatura confirmé la presencia de la fistularina-3 como
producto mayoritarios de A. gerardogreeni (Anexo XII.2).

La fistularina-3 es un compuesto formado por dos restos derivados de la
tirosina enlazados a través de una unidad central de naturaleza y extension
variable (Cimino et al., 1983). Este es un derivado de la homoserina y utiliza al
3-amino-1-propanol como conector para unirse a otras estructuras (Silva-Lira,
2011). Cimino et al. (1983) aislaron una estructura muy similar a la fistularina-3,
encontrando como Unica diferencia entre ellas, los centros quirales, este

compuesto fue denominado como isofistularina-3.

IX.3 Variacion temporal de los compuestos mayoritarios de A.
gerardogreeni.

En esponjas se ha observado que la concentracion de los metabolitos
secundarios puede presentar variaciones en funcién del tiempo y el espacio
(Turon et al., 1996; Duckworth & Battershill, 2001; Page et al., 2005; Abdo et
al., 2007). Lo cual esta dado por complejas interacciones entre factores fisicos
y ecologicos que influyen en la variabilidad dentro de cada especie (Page et al.,
2005). Aunado a esto, la produccion de metabolitos secundarios les da a las
esponjas una ventaja adaptativa (Walker et al., 1985), por lo que su produccién
dependera de las necesidades para adaptarse al habitat y a las condiciones en

las que se encuentren los organismos.
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En el presente estudio no se observo una relacion entre la profundidad y
la concentracion relativa de los diferentes compuestos de Aplysina
gerardogreeni, resultados similares se han vistd para el compuesto mycalamida
A producido por la esponja Mycale hentscheli, donde la profundidad no fue un
factor en la produccion de este. Sin embargo, esta relacion es variable
dependiendo de la especie y no sigue un patron especifico, asi compuestos
como la pateamina y pelorusida A obtenidos de la misma esponja, si presentan
una relacion con la profundidad (Page et al., 2005).

Con respecto a la variacion temporal, aun cuando se observan cambios
en la concentracion relativa de los compuestos obtenidos de A. gerardogreeni,
estas variaciones no fueron estadisticamente significativas. Contrario a esto
diversos trabajos con esponjas han mostrado una evidente estacionalidad, es
importante aclarar que estos estudios utilizan los valores de bioactividad como
una medida de la biosintesis de metabolitos (Turon et al., 1996; Swearingen &
Pawlik, 1998; Duckworth & Battershill, 2001; Ferreti et al.,, 2009). En A.
aerophoba se ha observado que la varicibn temporal de los compuestos
depende de la parte del tejido del que se producen, asi compuestos de la capa
externa (ectosoma) presentan una evidente variacion estacional con la mayor
concetracion en el verano, mientras que compuestos de capas internas
(coanosoma) no muestran un patrén estacional (Sacristan-Soriano, et al.,2012).
En el presente trabajo los extractos de A. gerardogreeni se realizaron con el
organismo completo, lo cual no nos permite saber si presenta un
comportamiento similar.

Al relacionar la temperatura con la produccién de compuestos de A.
gerardogreeni, Unicamente la fistularina-3 presentdé una relacion directa con
este parametro, con el pico maximo de produccion en octubre (otofio), cuando
la temperatura del agua de mar también alcanz6é su maximo (28.5° C). Existen
comportamientos similares en compuestos de otras esponjas, tal es el caso de
la salicylihalamida A obtenida a partir de esponjas del género Haliclona, cuya
concentracion esta fuertemente ligada con la temperatura del agua,
presentando su maximo en verano y minimo en invierno (Abdo et al., 2007).

En las esponjas del género Aplysina se ha planteado la hipo6tesis de

activacion de defensas quimicas, mecanismo por el cual compuestos poco
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toxicos son transformados mediante accion enzimatica en compuestos activos
cuando hay situaciones de estrés o peligro (Ebel et al., 1997). Dando lugar a
una correlacion inversa entre los compuestos, ya que con la formacion del
nuevo compuesto, la cantidad del compuesto precursor decrece (Sacristan-
Soriano et al., 2011). Por lo que en este trabajo se hubiera esperado una
correlacion negativa entre la Fistularina-3 y la fistularina-1, ya que esta ultima
se origina por biotransformacion a partir de la primera (Teeyapant & Proksch
1993), sin embargo, la correlacion fue positiva y no significativa. También se
observd una relacion directa entre los compuestos aerothionina y
homoaerothionina producidos por A. gerardogreeni, lo cual posiblemente
indique que al ser exudados al medio de manera continua (Thompson et al.,
1983; Walker et al., 1985) su produccién se encuentra estrechamente
relacionada.

Con respecto al efecto que pueden tener los nutrientes en la produccién
de metabolitos secundarios y sus variaciones temporales, son muy pocos los
estudios realizados. Se ha observado que existe una relacién directa entre
fosfatos y nitritos con la actividad biologica de algunas esponjas frente a cepas
de microorganismos marinos (Ortiz-Aguirre, 2012) y de igual forma se ha
determinado una relacién entre la concentracion de nitrégeno asimilable y la
concentracion de compuestos activos en macroalgas y faner6gamas (Arnold et
al., 1995; Schupp et al., 1999; Cronin & Lodge, 2003; Valdés-Iglesias et al.,
2010). A diferencia de estos, en el presente trabajo con A. gerardogreeni se
observé una correlaciéon negativa entre la concentracién de nitratos y nitritos
con la concentracién de aerothionina y fistularina-3, lo cual podria estar
relacionado con la tasa metabdlica de la esponja, ya que se ha observado que
estos nutrientes tienes una correlacién negativa con la tasa de crecimiento en

la esponja Haliclona oculata (Koopmans & Wijffels, 2008).

IX.4 Ensayos de actividad antibacteriana de los compuestos puros.

Los extractos de A. gerardogreeni de Punta Arena de la Ventana, B.C.S.,
han presentado actividad antibacteriana frente a Sthaphylococcus aureus y
Escherichis coli (Valencia-Agami, 2010), la cual presenta una variacion

estacional (Montes-Plasencia et al., 2010), por lo que resultaba interesante
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identificar algunos de los compuestos responsables de dicha actividad. Sin
embargo, de los tres compuestos probados, aerothionina, homoaerothionina y
fistularina-3 Unicamente la aerothionina presento actividad frente a la cepa de
S.aureus con un halo de inhibicién promedio de 9 mm a una concentracion de
200 pg disco®. Resultados de actividad antibacteriana similares han sido
descritos para la aerothionina que present6 actividad frente a S. aureus (Peng
et al., 2005).

Para el caso de la fistularina-3 se ha reportado que presenta una
actividad moderada frente a estas dos cepas patdgenas a una concentracion
minima inhibitoria (MIC) de 300 pg mL™ frente a E. coli y de 600 pg mL™ frente
a S. aureus (De lira et al., 2006). Por lo que se requieren realizar pruebas con
diferentes concentraciones del compuesto para establecer una concentracion
inhibitoria. Con los compuestos 11-oxohomoaerothionina y fistularina-1, la
cantidad obtenida no fue suficiente para realizar las pruebas, y en la literatura
no se encuentran registros de que presenten actividad frente a estas cepas.

Estudios realizados con fracciones semipurificadas de Apysina
gerardogreeni de la misma zona de estudio mostraron actividad frente a estas
dos cepas. La fraccion F3 que contenia una mezcla mayoritaria de los
compuestos homoaerothionia y 11-oxohomoaerothionina, mostré halos de
inhibicion de 22.5 mm y 23.8 mm para S. aureus y E.coli respectivamente.
Mientras que las fracciones F4 y F5 que contenian una mezcla donde
fistularina-1 y fistularina-3 eran mayoritarios, presentaron halos de inhibicién de
entre 17.2 y 11 mm frente a S. aureus y de entre 18.2 y 12.7 mm frente a E. coli
(Valencia-Agami, 2010). Lo que sugiere un efecto sinérgico de los compuestos,
sin embargo, se requieren realizar mas ensayos con los productos puros para

poder realizar esta aseveracion.
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X. CONCLUSIONES

El estudio de la esponja Aplysina gerardogreeni del Golfo de California
permitio identificar la naturaleza quimica de esta especie, la cual se caracteriza
por presentar cinco compuestos mayoritarios, identificados como la
aerothionina, homoaerothionina, 11-oxohomoaerothionina, fistularina-1 vy
fistularina-3. Este patron de compuestos es tipico de las esponjas del género
Aplysina y al igual que en otras especies del Mediterraneo y del Pacifico fue
muy homogéneo a lo largo del tiempo.

La aerothionina fue el principal componente de A. gerardogreeni,
presentando un porcentaje relativo de entre el 20 y 35%, este compuesto, al
igual que la homoaerothionina y fistularina-3 se encuentran ampliamente
representados dentro del género, por lo que se ha sugerido que pueden ser
compuestos precursores de otros derivados bromados presentes en la esponja.

Los compuestos 11-oxohomoaerothionina y fistularina-1 fueron menos
abundantes y de manera general presentaron una concentracion relativa por
debajo de 5 mg mL™. Sin embargo, podria considerarse que son
representativos de esta especie, ya que su distribucion dentro del género
Aplysina es mas limitada.

Aun cuando la concentracion relativa de los cinco compuestos
mayoritarios de A. gerardogreeni en los diferentes meses no presento
diferencias significativas, se observa una mayor concentracién relativa en los
meses de marzo a septiembre, cuando la temperatura se incrementa. Mientras
que en noviembre y diciembre la concentracion relativa de los compuestos fue
menor.

En cuanto a la relacion de la concentracion de los compuestos con
pardmetros ambientales, no se observé una relacion con la profundidad, pero si
con la temperatura en el caso de la concentracion relativa de la fistularina y de
los nitratos y nitrito con la aerothionina y la fistularina-3, aunque en este caso
fue una relacion inversa. Dada la alta varianza en la concentracion de los
compuestos a lo largo del tiempo, resulta dificil establecer si las variaciones
son debidas a parametros ambientales o a las variaciones intra-especificas.

Con respecto a la actividad antibacteriana, unicamente el compuesto

aerothionina fue activo frente a Staphylococcus aureus, a la concentracion
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probada. Este resultado fue inesperado ya que al ser una especie con
antecedentes de presentar una buena actividad antibacteriana, se esperaba

gue los otros compuestos fueran activos.
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Anexos

Xl ANEXOS
XIl.1 Biologiay Taxonomia de la especie

Aplysina gerardogreeni (Gomez & Bakus, 1992) es una esponja tipo
Leuconoide, su color natural es amarillo- ocre en la base y rojiza en la parte
superior. Es de constitucion masiva, provista de tubos pequefios en la cima, la
superficie es finamente conulosa, con conulos no menores a 1mm de alto. La
dermis mide entre 60 a 278um de grosor. Los canales excurrentes miden de 1
- 2mm de diametro. Las camaras de coanocitos varian de 12 — 17 um de
diametro. Presenta una fibroreticulacion poligonal irregular, sin distincidon entre
primarias y secundarias, el diametro de la fibra es de 200-2000 pm. A.
gerardogreeni habita en las comunidades rocosas y se distribuye a lo largo de
la costa del Pacifico Mexicano hasta los 33m de profundidad. Es muy frecuente
encontrar a esta esponja asociada a moluscos opistobranquios del genero
Tylodina, los cuales se alimentan activamente de la esponja e incluso
depositan sobre ella las puestas para que la siguiente generacion eclosione

directamente sobre su alimento (Suarez, 2002).

Phyllum: porifera
Clase: Demospongia

Subclase: Ceranctinomorpha

Orden: Verongida (Bergquist, 1978)
Familia: Aplysinidae (Carter, 1875)
Género: Aplysina (Nardo, 1813)

Aplysina gerardogreeni (Gémez y Bakus, 1992).
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Anexos

XIl.2 Desplazamientos quimicos de 'H-RMN de los compuestos

establecidos por los autores que realizaron su descripcion.

5 "H (mult., J en Hz)

#H aerothionina homoaerothionina 11-oxohomoaerothionina Fistularina-1 Fistularina-3

Nishiyama y Moody et al., 1972 Ciminello, etal.,.1997  Gopichand & Gunasekera &
Yamamura, (CDCl3-DMSO-dg)  CDsOD Schmitz, 1979 Cross,1992
1985 CD;0D Piridina-ds
Acetona-dg
1 418(75)  4.16(s) 4.16(s)/ 4.14(s)  4.21(s) 4.61 (d, 7.9)
4.58 (d. 7.9)
5 653 6.28 (s) 6.47 (s)/6.46 (S) 6.57 (S) 6.63 (s)
6.62 (s)
7a  3.15(d,18) 3.02(d, 185Hz) 3.15(d, 18), 3.23(d, 18.0) 4.43 (ABq
o 385(18) 3.87(d 185 Hz) 3.13(d, 18) 3.87(d, 18.0) 18.2)/4.40
3.82(d, 18), (ABq 18.2)
3.80(d, 18) 3.47 (ABq,
18.2) / 3.44
(ABg, 18.2)
10 32,35 3.35 (m) 4.12 (s) 3.80 4.25 (m)
3.96 3.98 (m)
11 162 1.60 (M) 4.27 (m) 4.76 (M)
12 1.37 (m) 2.60 (t, 7) 4.11(m) 4.34 (dd,
8.8, 5.5)
4.26 (M)
13 1.88 (dt, 7,7)
14 332 (t, 7)
15,17 7.75 (s) 7.93 (s)
19 568(,8) 529 (dt,
4.3,5.8)
20 4.08 (t, 8) 3.97 (m)
356(t8)  3.81(ddd,
15.3, 5.8,
4.3)
OH-1  5.40 (d7.5) 8.62 (d, 7.9)
8.61 (d, 7.9)
OH-11 7.23(d, 5.2)
OH-19 7.77 (d, 4.3)
OCH3 3.77 (s) 3.73(s) 3.75 () 3.74 (s) 3.63 (s)
NH  7.60 9.34 (t, 5.8) /
9.71 (t. 5.8)
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XI.3 Perfiles cromatogréficos obtenidos mediante HPLC (eluyente
CHCI3/MeOH 99:1) con las fracciones de los diferentes meses de

muestreo.
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Junio Septiembre
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Noviembre
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Diciembre
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Febrero
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