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RESUMEN

De las esponjas marinas recolectadas en el Caribe Colombiano Amor-
phinopsis atlantica, Lissodendoryx carolinensis, Mycale microsigmatosa,
Tedania ignis y Niphates erecta se obtuvieron las fracciones esterolicas,
las cuales fueron analizadas por cromatografia de gases de alta resolucion
acoplada a espectrometria de masas. Se identificaron 51 esteroles (12 en
A. atlantica, 9 en L. carolinensis, 13 en M. microsigmatosa, 7 en T. ignis y
10 en N. erecta), siendo los esteroles con nticleo A’ los que predominan
(60.78% de abundancia), seguido de los esteroles con ntcleo A7 (21.57%)
y por ultimo los esteroles con nticleo A° (17.64%). Las cadenas laterales
de estos compuestos variaron entre 7 y 11 atomos de carbono, algunas
saturadas y ofras insaturadas en los carbonos C-22 o C-24(28). Se mos-
traron 16 cadenas laterales diferentes para los 51 compuestos: 6 con diez
atomos de carbono, 4 con ocho atomos de carbono, 4 con nueve atomos
de carbonos, 1 con siete atomos de carbono y 1 con once atomos de car-
bonos; seis de estas cadenas laterales propuestas presentan instauracion
en el carbono 22 y cuatro de estas cadenas laterales presentan instauracion
entre los carbonos 24-28. El compuesto 5a—colestan-3p—ol para la esponja
A. atlantica fue el compuesto mayoritario en la fraccion esterolica con una
abundancia de 48.36%, el compuesto 5a-Colestan-3p-ol (Colesterol) fue
el compuesto mayoritario en las fracciones de las esponjas L. carolinenis,
M. microsigmatosa, T. ignis y N. erecta, con una abundancia de 66.81%,
49.92%, 33.19% y 23.64%, respectivamente.
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ABSTRACT

Sterolic fractions were obtained from the marine sponges Amorphinopsis aflantica, Lissodendoryx carolinensis,
Mycale microsigmatosa, Tedania ignis and Niphates erecta from the Colombian Caribbean coast. These were
analyzed in high resolution gas chromatography connected to the mass spectrometry. 51 sterols were identified
(12 in the A. atlantica, 9 in the L. carolinensis, 13 in the M. microsigmatosa, 7 in the T. ignis y 10 in the N. erecta),
being the sterols with nucleus A’the ones that predominate (60.78% in abundance), followed by the sterols with
nucleus A7 (21.57%) and finally the sterols with nucleus A° (17.64%). The lateral chains of these compounds
varied between 7 and 11 carbon atoms some of them saturated and others unsaturated in the carbons C-22 and
C-24(28). 16 different lateral chains were shown for the 51 compounds: 6 with 10 carbon atoms , 4 with 8 carbon
atoms, 4 with 9 carbon atoms , 1 with 7 carbon atoms and 1 with 11 carbon, six of these proposed lateral chains
showed instauration in the carbon 22 and four of these lateral chains presented instauration among the carbons
24-28. The compound 5o—cholestan-3p—ol for the A. atlantica sponge was the majority compound in the sterolic
fraction with an abundance of 48.36%, the compound 5a.-Colestan-3p-ol (Colesterol) was the majority compound
in the fractions of the sponges L. carolinenis, M. microsigmatosa, T. ignis and N. erecta, with an abundance each
one of 66.81%, 49.92%, 33.19% and 23.64%, respectively.

INTRODUCCION

Las esponjas son animales simples, multicelulares y sé-
siles sin tejidos verdaderos u 6rganos, que habitan todo
tipo de ambiente marino, desde los mares en los polos
hasta aguas templadas y tropicales siendo frecuente-
mente mas abundantes y diversas en el tropico [1]. Las
esponjas constituyen un grupo de gran éxito evolutivo,
que se ha ramificado en mas de 8000 especies y son
en cierta forma un recurso bioldgico desconocido [2],
através del tiempo, estos procesos de adaptacion a los
ambientes acuaticos pudo traer como consecuencia
cambios en las membranas celulares, en especial en
los fosfolipidos y esteroles que la constituyen, lo cual
les permitio adaptarse a su entorno [3].

Las esponjas marinas son una fuente de compuestos
quimicos con novedosas estructuras, particularmente
de esteroles, convirtiéndose en los invertebrados ma-
rinos con mayor diversidad estructural con relacion a
este tipo de compuestos siendo usual encontrar entre 10
y 20 monohidroxiesteroles diferentes en cada especie,
sin embargo se ha encontrado que algunos organismos
tienen desde un unico monohidroxiesterol mayoritario
hasta 74 monohidroxiesteroles diferentes con diversos
nucleos y cadenas laterales [4].

En cuanto al papel de los monohidroxiesteroles en las
esponjas, este parece ser analogo al del colesterol en
los animales superiores [5], hacen parte de la pared
celular, encontrandose de hecho que la composicion
esterdlica de las membranas celulares es idéntica a la
composicion esterdlica total [6], sin embargo el por
qué de tanta variedad en la composicion esterdlica de
las paredes celulares de las esponjas es aun un enigma
sin resolver.

Los anteriores aspectos han derivado en que de los
esteroles se tenga abundante informacion bibliografica
que ha tratado de descubrir el papel biologico que pre-
sentan este tipo de compuestos, ya que para algunos
organismos marinos se han llegado a emplear como
trazadores quimiotaxonomicos [7]. Nuestro grupo de
investigacion ha contribuido desde hace algin tiempo
con el estudio quimico y de bioactividad de esteroles
aislados de esponjas del Caribe. Son de resaltar los
casos de epoxiesteroles, aislados de Polymastia te-
nax, los cuales presentaron actividad antiproliferativa
contra células cancerosas [8], en este mismo sentido
también se ha reportado la conformacion esterdlica de
aproximadamente siete organimos caribenos [9] desta-
candose la buena actividad antimicrobiana exhibida por
compuestos tipo epidioxiesterolicos obtenidos después
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de procesos de oxidacion inducidos en los esteroles
[10]. Otros trabajos también destacan la alta actividad
antibacteriana exhibida por esponjas marinas contra
algunos microorganismos Gram-positivos y Gram-
negativos (Agrobacterium tumefaciens, Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aerugino-
sa), y actividad antimicotica contra algunos patdgenos
del tomate (Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum,
Verticillum albo atrum) [11].

En el presente trabajo se muestra un analisis quimico
de lafraccion esterdlica de cinco esponjas recolectadas
en el Caribe colombiano, como aporte al estudio de los
metabolitos secundarios presentes en [os organismos
marinos de esta region del pais.

PARTE EXPERIMENTAL

Recoleccion de los organismos marinos: Las espon-
jas marinas fueron recolectadas en diferentes puntos
del Caribe colombiano. Las esponjas Amorphinopsis
aflantica, Lissodendoryx carolinensis y Mycale micro-
sigmatosa fueron recolectadas en Cano Salado al norte
de la Bahia de Cispata. Las esponjas Tedania ignis y
Niphates erecta fueron recolectadas en Punta Calao.
La ubicacion taxonomica de todos los organismos fue
realizada en el Instituto de Investigaciones Marinas
(INVEMAR) en Santa Marta.

Técnicas Cromatograficas: La Cromatografia en
capa delgada (CCD) se realizo en cromatoplacas de
Aluminio de 20 x 20 cm con silica gel 60 F., (Merck)
y un espesor de 0.2 mm. Como eluente se utilizaron
mezclas de hexano:AcOEt (5:1, 5:2, 5:3, 1:1) y con
AcokEt, reveladas con ldmpara ultravioleta (longitud de
onda 254 y 366 nm) y posteriormente con una solucion
de acido fosfomolibdico al 5% en etanol, con posterior
calentamiento.

La Cromatografia en columna (CC) fue empacada con
silica gel (0.063-0.200 mm, Merck) y como fase movil
se emplearon mezclas de polaridad creciente hexano:
AcOEt (5:1, 5:2, 5:3, 1:1), pasando a AcOEt, después

empleando el sistema AcOEt:metanol (1:1) y finalmente
metanol.

Los andlisis por Cromatografia de Gases de Alta Reso-
lucion acoplada a Espectrometria de Masas (CGAR-EM)
para las fracciones esterolicas de las esponjas Lisonde-
donryx carolinensis, Mycale microsigmatosa y Niphates
erecta, se realizaron en un equipo Agilent 6890N utilizan-
do una columna HP-5, (0.25 mm*30m*0.25um) y Helio
como gas de arrastre a 4.0 mL/min. La temperatura de la
columna se mantuvo a 250 °C y el volumen de inyeccion
de 1 uL con un tiempo de corrida de 45 minutos. El
detector empleado fue un espectrometro de masas Agi-
lent 5973 a modelo scan, con una fuente de ionizacion
de 70 eV. Para las mezclas esterdlicas de las esponjas
Amorphinopsis atlantica y Tedania ignis, el analisis por
CGAR-EM se realizo en un equipo Shimadzu GC-17A,
utilizando una columna capilar de Silica fundida HP — 1
(20m x 0.2 mm di) y Helio como gas de arrastre a 10
mL/min a una temperatura de calentamiento de 270
°C, con una relacion de split 1:10 y un volumen de
inyeccion de 1 a 2.0 uL. Se utilizd como detector, un
Espectrometro de masas Shimadzu modelo QP —5050A
con una fuente de ionizacion de 70 eV y un filamento de
60 pA, mantenida a una temperatura de 300 °C. Como
patron de referencia se tomo el Colesterol.

Obtencion del extracto primario: Una vez recolectados
los organismos fueron cortados en trozos pequenos
para ser sometidos a exiracciones sucesivas a tempe-
ratura ambiente con metanol. Posteriormente, se filtro y
el solvente fue eliminado mediante destilacion a presion
reducida empleando un rotavaporador Biichi R-114.

Obtencion de las fracciones esterdlicas: Los extractos
metanolicos de cada una de las esponjas se sometie-
ron a un proceso de particion empleando solventes de
polaridades diferentes (diclorometano y agua) siguiendo
una adaptacion del método de Kupchan [12]. La fase
de diclorometano fue concentrada a presion reducida
para obtener la fraccion de DCM (fraccion CH,CI,), la
cual posteriormente fue sometida a fraccionamiento por
cromatografia en columna, obteniéndose varios grupos
de fracciones reunidas bajo un perfil similar en CCD. Se
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procedio a realizar una CCD a las fracciones reunidas
empleando como fase movil mezclas de hexano:AcOEt
y como referencia Colesterol; analizando los resultados
obtenidos se escogieron las fracciones esterolicas para
continuar la investigacion.

Para continuar con la identificacion de los compues-
tos presentes en estas fracciones seleccionadas, fue
necesario terminar de purificar las fracciones esteroi-
dales empleando de nuevo CC y monitoreando con
CCD, utilizando como referencia colesterol. Una vez
terminado este proceso de separacion y purificacion
de las fracciones esterolicas, se procedio a analizarlas
por GGAR-EM.

RESULTADOS Y DISCUSION

De acuerdo con el proceso anterior, se obtuvieron para
cada organismo estudiado sus correspondientes ex-
tractos metanolicos y fracciones de diclorometano. Los
pesos finalmente obtenidos se describen en la Tabla 1.

Después de los procesos de fraccionamiento y purifi-
cacion de los extractos metandlicos y de las fracciones
de DCM correspondientes a las esponjas marinas
estudiadas, se obtuvieron las subfracciones esteroli-
cas con una movilidad en GCD similar a la mostrada
por el colesterol (sustancia de referencia), las cuales
Se sometieron de nuevo a un proceso cromatografico
para ser posteriormente analizadas por CGAR-EM. Las
cantidades obtenidas se ilustran en la tabla 2.

El analisis cromatografico y el andlisis de los espectros
de masas obtenidos para las fracciones esterdlicas de
las esponjas, muestra que para A. atlantica la fraccion
tiene una mezcla de esteroles cuya composicion es de
12 compuestos, encontrandose cuatro compuestos ma-
yoritarios [ 3, 4,5y 11], siendo a su vez el compuesto
4 el que se encuentra en mayor proporcion (48.36%).
Para la esponja L. caroinensis, el analisis cromatografi-
co muestra la presencia de al menos 14 compuestos de
naturaleza esteroidal con tres compuestos mayoritarios
[4, 8y 9] siendo el compuesto 8 el mas abundante con

Tabla 1. Peso extracto metandlico primario y la fraccion de diclorome-
tano (DCM).

. Ext. Frac. DCM
Bl Metandlico (g) (9)
A. atlantica 16.906 0.371
L. carolinensis 19.932 1.396
M. microsigmatosa 34.488 0.533
T. ignis 24.198 2.518
N. erecta 9.227 1.020

Tabla 2. Peso fracciones esterdlicas obtenidas para cada esponja

Esponja Mezcla esterdlica (g)
A. atlantica 0.141
L. carolinensis 0.106
M. microsigmatosa 0.021
T ignis 0.625
N. erecta 0.056

un 66.81%; por su parte, la fraccion esterdlica de la es-
ponja M. microsigmatosa tiene presente 13 esteroles de
los cuales cuatro compuestos son los mas abundantes
[4,5,7y10]y entre ellos el mayoritario es el compuesto
4 con un porcentaje de abundancia de 49.92%. En el
cromatograma de la fraccion esterolica de la esponja
T. ignis se observan 13 senales, lo que indica que la
composicion de esta mezcla es de 13 esteroles, seis
de ellos mayoritarios [1, 2, 5,9, 11y 12], siendo a su
vez el compuesto 2 el mas abundante con un 33.19%.
Para la esponja N. erecta, el andlisis cromatografico
de la fraccion esterdlica muestra la presencia de por lo
menos 10 compuestos de naturaleza esteroidal, de los
cuales cuatro son los compuestos mayoritarios [9, 6,
7'y 10] siendo el compuesto 5 el mas abundante con
un 23.64%. De las cinco esponjas estudiadas fueron
identificados 51 compuestos esterolicos, siendo los
esteroles con nucleo A’ los que predominan (60.78%
de abundancia), seguido de los esteroles con nucleo
A7 (21.57%) y por ultimo los esteroles con nucleo A°
(17.64%) (figura 1).

Las cadenas laterales (R) de estos compuestos varia-
ron entre 7 y 11 aomos de carbono encontrandose
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Figura 1. Diversidad de nicleos presentes en los compuestos
esterdlicos de las esponjas marinas estudiadas. Nucleo A® (1),
nacleo A (Il) y nucleo A° (1l). R: cadena lateral.

14 [1e

algunas saturadas y otras insaturadas en los carbonos
C-22 0 C-24(28). Se identificaron 16 cadenas laterales
diferentes para los 51 compuestos (figura 2).

De todas las cadenas laterales propuestas, 6 tiene
diez atomos de carbono, 4 presentan ocho atomos de
carbono, 4 con nueve atomos de carbonos, 1 con siete
atomos de carbono y 1 con once atomos de carbonos;
seis de estas cadenas laterales propuestas presentan
instauracion en el carbono 22 y cuatro de estas cadenas
laterales presentan instauracion entre los carbonos 24-
28. Todos los compuestos esterolicos identificados se
presentan en la tabla 3.

En lo referente al analisis de los espectros de masas
obtenidos se verifico la presencia de los iones carac-
teristicos generales para monohidroxiesteroles, entre
los cuales deben resaltarse los iones: M*-15 (M-CH,),
M*-18 (M-H,0), M*-33 (M-[CH,+H,0]), M*-43
(M-propilo o isopropilo), M*-57 (M-butilo), M*-61
(M-[propio o isopropilo + agua]) [7]. De igual manera
fueron tenidos en cuenta sefiales caracteristicas para
cada uno de los nucleos esteroidales: las sefales M+*-
85y M*-111, junto con las sefiales en m/z 273, 255,
231y 213 caracteristicos para el nucleo AS; la senal
en m/z 246 junto con las senales m/z 273, 255, 231

Figura 2. Diversidad de cadenas laterales (R) presentes en los com-
puestos esterdlicos de las esponjas marinas estudiadas.

SEER RN
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Tabla 3. Compuestos esterdlicos identificados para todas las esponjas (A. a: Amorphinopsis atlantica, L. ¢: Lissodendoryx carolinensis, M. m: Myale
microsigmatosa, T. i: Tedanis ignis y N. e: Niphates erecta). Niic: nucleo esteroidal, R: cadena lateral y PM.: peso molecular

Nombre Niic. R PM. Compuesto(s)

; Compuestos: 1deA.a,6del. c, 2
Colesta-5,22-dien-3p-ol I A 384 deM m1deTi2deN. e
Colest-7-en-3p-ol Il B 386 | Compuestos:2deA. a,6de M. m

Compuestos: 3de A. a,10de L. ¢,
Colest-5-en-3p—ol (Colesterol) I B 386 AdeM.m, 2deT i ddeh. e
5a—colestan-3p-ol | B | 3sg | gompuestosidded.a Bdel.c
. . Compuestos: 5 de A. a, 9 de L. ¢,
24&-24-metilcolesta—-5,22-dien-33—ol I C 398 5 de M. m. 5 de .
24&-24-metilcolest—7-en-3p-ol I C 400 | Compuestos: 6deA. a,7deM. m
24-metilencolesta—5,24(28)-dien-33-ol I D 398 | Compuesto 7 deA. a
24¢-24-metilcolest-5-en-3—ol | E | 400 |Compuestos:8deA a 9del/,
6deN. e
24€-24-metil-5a-colestan-3p-ol Il E 402 | Compuestos: 9deA.a,12del. ¢
24¢-24-etilcolesta—7,22-dien-3p-0l Il F 412 | Compuesto 10 de A. a
: Compuestos: 11 de A. a, 10 de M.
24¢&-24-gtilcolest—5-en-3p-ol [ G 414 mA2deT i
24,25¢,27-trimetilcolesta-7,24(28)-dien-3(3-o0l Il H 412 | Compuesto 12 de A. a
5a-Colest-22-en-33-0l 1] A 386 | Compuesto 7del. c
24-metilen-5a-27-Nor-Colest-24(28)-en-33-ol Il I 384 | Compuesto11del. c
24a-24-metil-5[]-27-nor-Colestan-33-ol Il J 388 | Compuesto13delL. ¢
24¢&-24-¢etil-5a-Colestan-3p3-ol 1] G 414 | Compuesto 14 de L. ¢
24-metil-26-nor-27-nor-Colesta-5,22-dien-3p-ol [ K 370 | Compuestos:1deM. m,1deN. e
Colesta-7,22-dien-33-ol Il A 384 | Compuestos: 3de M. m, 3 deNN. e
24¢-23,24-dimetilcolesta-5,22-dien-343-ol I L 412 | Compuesto 8 de M. m
, . Compuestos: 9 de M. m, 11 de T.
24¢-24-¢tilcolesta-5,22-dien-3p3-0l I F 412 i 8deh. e
23€,24¢-23,24-dimetilcolest-5-en-3p3-ol I M | 414 | Compuesto 11 de M. m
248-24-gilcolest-7-en-3p-ol I 6 | 414 | Compuestos:iZdedlm, 9 del
23¢-24¢-23-¢etil-24-metilcolest-5-en-3p3-0l I N 428 | Compuesto 13 de M. m
23-metilcolesta-5,22-dien-3[3-0l I 0 398 | Compuesto5deT i
24-etilcolesta-5,24(28)-dien-343-0l I P 412 | Compuesto 7 de V. e
24-etilcolesta-7,24(28)-dien-33-ol | P 412 | Compuesto10de V. e
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y 213 fueron tenidos en cuenta para asignar el nicleo
A7; las senales en m/z 275, 257, 233, 231,215y 213
caracteristicas del nucleo A° [7].

Para la asignacion de la insaturacion en la cadena lateral
se tuvieron en cuenta las sefiales M+-cadena lateral (m/z
273 0 275 para esteroles A%- A7y A respectivamente)
y m/z 300 para la insaturacion en el carbono 22 0 314
para la insaturacion entre los carbonos 24-28 cuando
el nucleo esteroidal es AS- A7 o las sefiales en m/z
302 para la insaturacion en el carbono 22 o0 316 para
la insaturacion entre los carbonos 24-28 cuando el
nucleo esteroidal es A°.

Los resultados obtenidos a partir del analisis de los
espectros de masas fueron también comparados con
datos de la bibliografia consultada obtenidos de estudios
realizados bajo condiciones similares [13].

La diversidad de nucleos esteroidales y de cadenas
laterales asignadas, asi como también la abundancia
de la fraccion esterdlica obtenida a partir de las frac-
ciones de diclorometano de las esponjas, reflejan la
constante y gran presencia de esta clase de metabolitos
en el Phylum Porifera.

CONCLUSIONES

De las esponjas marinas Amorphinopsis atlantica,
Lissodendoryx carolinensis, Mycale microsigmatosa,
Tedania ignis y Niphates erecta recolectadas en el Caribe
colombiano, se obtuvieron las fracciones esterolicas,
las cuales fueron analizadas por cromatografia de
gases de alta resolucion acoplada a espectrometria de
masas lograndose identificar 51 monohidroxiesteroles
en total. Con respecto a los ndcleos esteroidales, se
verific la presencia de nucleos AS, A’y A’; en cuanto
a su diversidad, se encontré que predominaron los AS
con 31 esteroles, seguido por los A7 con 11 esteroles
y finalmente el ndcleo A° el cual hace parte de 9
compuestos.

Las cadenas laterales de estos compuestos varian
entre 7 y 11 atomos de carbonos, algunas saturadas

y otras insaturadas en los carbonos C-22 o C-24(28).
Se identificaron 16 cadenas laterales diferentes para
los 51 compuestos: 6 con diez atomos de carbono, 4
con ocho atomos de carbono, 4 con nueve atomos de
carbonos, 1 con siete atomos de carbono y 1 con once
atomos de carbonos. Referente a la insaturacion, seis
de estas cadenas laterales la presentaron en el carbono
22 y cuatro de estas cadenas laterales la presentaron
entre los carbonos 24-28.

El compuesto Sa—colestan-3p—ol para la esponja A.
atlantica fue el compuesto mayoritario en |a fraccion
esterdlica con una abundancia de 48.36%, el compuesto
Sa-Colestan-3p-ol (Colesterol) fue el compuesto ma-
yoritario en las fracciones de las esponjas L. caroline-
nis, M. microsigmatosa, T. ignis y N. erecta, con una
abundancia de 66.81%, 49.92%, 33.19% y 23.64%,
respectivamente. Los compuestos 5a-Colestan-3p-
ol (Colesterol) y Colesta-5,22-dien-3p—-ol estuvieron
presentes en las fracciones esterdlicas de todas las
esponjas.
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