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RESUMEN

Durante mucho tiempo se ha sostenido que la diversidad
filogenética de los organismos generalmente se ve reflejada
por una correspondiente diversidad guimica, confirmandose en
los grupos mas primitivos donde las diferencias
filogenéticas son mucho mayores.

El1 medio marino comparado con la tierra es un rico
precursor de estos organismos, desde los cuales hasta ahora
se han aislado e identificado una gran cantidad de
metabolitos secundarios, comprobandose que algunos de ellos
son sintetizados por tejidos especializados de vegetales ©
incorporados posteriormente a traves de la dieta en
invertebrados, de ahi ogue aparecen metabolitos andlogos e
incluso idénticos proveniente tanto de vegetales como de
animales.

De las esponjas (Phyllum Porifera), incluidas en este
grupo de organismos primitivos y gue se encuentran en forma
abundante en nuestras Costas chilenas, también se han
aislado e identificado metabolitos de interés qguimico y

biolégico.



Estas esponjas tienen ciertos problemas taxondmicos, los
cuales se han tratado de resclver a través del ansdlisis de
su composicién quimica, obteniéndose ciertas correlaciones
dentro de algunos géneros vy familias. Por estas razones
hemos analizado quimicamente 3 esponjas del litoral chileno,
entre las que se incluyen 2 especies de agua fria (JTedania

excavata vy Reniera macropora ) y 1 de agua templada

(Haliclona aglutinatta), con el objeto de aportar mayor

informacién al estudio taxonémico de estos animales.

No se encontraron metabolitos secundarios, sin embargo
fue posible identificar un total de 21 esteroles vya
descritos en la literatura. Asi mismo se aislaron dos nuevos

cetoesteroides, cuyas estructuras se proponen.




INTRODUCCION
I GENERALIDADES
La variedad de metabolitos presentes en algas e

invertebrados marinos es muy grande, tanto por su tamaro (desde
el metano hasta polimeros), como por las funciones orgénicas que
ellos presentan (desde hidrocarburos hasta compuestos con
diversos heteroatomos). Es por ésto que se considera que el
ambiente marino constituye una fuente inagotable de nuevas
estructuras moleculares t1,2,3), las cuales podrian ser
responsables de distintas funciones biolégicas. De hecho, de la
literatura se desprende gue no s6lo existe un gran numero de
moléculas cuya funcién biolégica no ha sido determinada, sino
gue también sobre 1la prioridad gue hay que seguir en la
investigacién de los organismos marinos. En un estudio realizado
por J. D. Martin, (4) se determiné gque el 10% de los organismos
marinos contienen compuestos citotoxicos, lo cual es un valor
elevado si se compara con el 2 o 3% de los organismos
terrestres. Se ha comprobado también gue el porcentajse de
metabolitos secundarios encontrados en invertebrados marinos es
superior al de las algas; el de invertebrados inméviles y

desprovistos de caparazén, superior a los gue gozan de movilidad




y proteccion, Yy el de aguas templadas superior al de aguas
frias.

Se ha verificado gue algunos de esta enorme cantidad de
metabolitos marinos conocidos, son sintetizados por tejidos
especializados de vegetales, e incorporados posteriormente a
través de la dieta en invertebrados, con o sin modificaciones
guimicas, de ahi que se encuentran metabolitos andlogos e
incluso idénticos tanto en vegetales como en animales
(5,6.7,8,9,10, 11,12). En otras ocasiones se originan por
biosintesis de novo, a partir de acetil Co-A.

En general, se considera Qque los métodos para realizar
estudios en productos naturales marinos, son los mismos Que para
los terrestres. Sin embargo, en los primeros la investigacidn
realizada hasta ahora es comparativamente menor &n relacion =
sus homélogos terrestres, debido principalmente a problemas
tales como: recoleccidén del material, separacion ¥
purificacién de los productos, inestabilidad de los mismos y las
pequenas concentraciones en gue estos suelen presentarse. A
pesar de ello se han incrementado los esfuerzos en la busqueda
de metabolitos secundarios, tanto por su interes guimico como
por su aplicacion en distintas 4areas de la biologia vy

farmacologia.

Hasta ahora se han realizado varios estudios de 1la flora y




fauna marina. Entre ellos destacan las realizadas cen las algas
rojas de los géneros Plocamium y Laurencia y de la vasta
Divisién de invertebrados, las esponjas son las que mas han

atraido la atencitn de los quimicos.




11. ASPECTDS GENERALES DE LAS PORIFERAS

Del Phyllum Porifera se han descrito aproximadamente 10.000
especies. Ocupan una de las posiciones més bajas dentro de la
escala zoolégica, por lo gue se dice que entre los organismos
multicelulares (13) son animales bastante primitivos. ©&e
caracterizan por tener una organizacion relativamente simple, vya
gque carecen de tejidos y 6rganos verdaderos; son sésiles y viven
exclusivamente en aguas saladas, salvo una familia qgue es
dulceacuicola. Las esponjas abundan en zonas donde existen
rocas., conchas, maderas sumergidas o corales, los cuales son
usados como sustrato. Una minoria de especies viven sobre arenas
blandas, movedizas o©o en fondos lodosos. La mayoria habita en
aguas superficiales, mientras que las otras se encuentran en
aguas profundas como es el caso de las esponjas vitreas. Se
alimentan de detritus y organismos del plancton gue llegan a
ellas por las corrientes, como ocurre con protozoos, diatomeas y
bacterias.

Las esponjas en nuestro pais, se distribuyen a lo largo de
todo el litoral chileno, llegando hasta la Antartica.
Recientemente R. Desgueyroux y M. Moyano (14) han publicado un
estudio sobre esponjas, gque incluye 28 familias de Demospongiae
distribuidas desde Arica hasta el Cabo de Hornos, incluyendo el

Archipiélago de Juan Fernandez.




1. CLASIFICACION DE LAS PORIFERAS

Las esponjas tienen una extraordinaria diversidad

filogenética y tradicionalmente se han agrupado segun el tipo de

esqueleto que presentan, distinguiéndose tres Clases (13,15):

1) Calcérea o Calcisponpiae: Poseen espiculas de carbonato de

calcio, monoaxénicas con tres © cuatro proclongaciones. La
mayoria son pardogrisdceas y de unos diez cm de longitud. Se
encuentran generalmente en aguas costeras, en zonas

relativamente superficiales.

2 i i -

Hexactinéllida o Hyalospongiae. Se lesconoce también como
esponjas vitreas. Tienen espiculas siliceas, triaxénicas o de
seis radios. ©Son las mé&s simétricas y especializadas de las

esponjas. Tienen una altura media de 10 a 30 cm vy coloracién

palida. Son principalmente de aguas profundas y tropicales.

3) Demospongiae: Incluye el mayor numero de especies mas comunes

y conocidas del mundo. Pueden o no tener esqueletos de espiculas
siliceas, de espongina, 0 de ambas sustancias. Cuando existen
espiculas, éstas son generalmente mono o tetraxénicas pero no

triaxdénicas.




Las clases Calcarea vy Demospongiae han sido las mas
estudiadas por los guimicos de productos naturales. En 1la Tabla
1 vemos una de las mds recientes clasificaciones de la Clase
Demospongiae, publicada por P. R. Bergguist and R. J. Wells
(16). Esta tabla involucra la mayor cantidad de drdenes, géneros
y familias conocidas del mundo, basados en estudios previos,
realizados principalmente por Levis en 1973, Bergguist (1978 vy
1980) y Wiedenmayer en 1977, los cuales incluyen no s6lo las
caracteristicas del esqueleto, gue presentan bastantes
imper fecciones, Sino también caracteristicas reproductivas,

bicguimicas, histolégicas y ultraestructurales.
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2. ABPECTOS QUIMICOS Y BIOLOGICOS DE LAS PORIFERAS

Aguellas esponjas particularmente sin espiculas, como las
pertenecientes a la Clase Demospongiae, generalmente producen
grandes cantidades de metabolitos secundarios, cuya principal
funcién en el medio marino es actuar como antipredadores o
inhibidores del crecimiento de organismos vecinos. Vale decir,
actiuan como mecanismo de defensa (17,18,19,20,21), fendmeno
frecuente en algunos invertebrados marinos (22,23,24), resultado
de un proceso evolutivo como respuesta a la predacidn.

Debido a que muchos invertebrados contienen organismos
simbidticos, es algo incierto el verdadero origen de sus
metabolitos. Be ha demostrado que la mayoria de ellos son
producidos en células especializadas de los animales hospederos,
sin embargo en casos excepcionales (5), las evidencias sugieren
gue estas sustancias son producidas por organismos simbidticos e
incorporados con o sin modificaciones en las esponjas. En todo
caso, para determinar el origen exacto de los compuestos en
estudio, es necesario realizar experimentos biosintéticos gue
excluyan dichas interacciones.

Las e=ponias contindban siendo unoc de los méas
interesantes organismos marinos de los gue se obtienen

metabolitos secundarios con importantes <funciones biolégicas

(25) y farmacolégicas (26), como se ilustra en la Tabla 2.
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TABLA 2

Funciones biolfgices dealgunss metabolitos de esponjas.

Férmula Estructural’ Actividad BiolSgica Referencia

™
‘i H .
N oOH M v a4
)

gén. Halichondria citotbxico 25
NHAc
N
B h -
Ac OAc
Ode
Cliona celeta antipiftico 27
COH
S B  d

Fam. Plakinidae fungicica 28




1]

Continuacifin Tabhla 2

Férmula Estructural Activ. Biol. Hefer.
H
RS NN
Caceosporgiae scalaris inhibidor de divisién og

celular en huevo ferti-

lizado.

Agelas sp antiespasm&dico 30

“O-E-CHiCH-CH;CHg
o bu

Phyllospongia foliascens anti-inflamatorio 31,32




Continuacion Tabla 2°

Fbrmula Estructural Activ. Biolég. Refer.
o SR
Bf\’//% CH:],. \
Br
Xestospongia muta antitumoral = 15425
NH
5
o
T N
antimicrobiano,e- 33

Agelas s
agelas sp fecte -inhibitorio

sobre Na,K,ATP asa

L28truncularia magnifica dictiotoxina

5,34

12
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En general, la composicién gquimica de las Poriferas es
bastante diversa, conociéndose hasta el momento casi wun millar
de compuestos aislados de estos animales, entre los cuales
podemos mencionar: derivados fen6licos (16), &cidos carboxilicos
(16) incluyendo &cidos grasos (35), peroxidos ciclicos (36),
derivados bromopirrélicos (37), guinonas (38), hidroxiguinonas
(39), alcaloides (40,41), derivados de bromotirosina (42,16), vy

una gran cantidad de esqueletos de origen terpénico como

sesqguiterpenos (43), diterpenos (44,45), furanoterpenos (46),
lactonas diterpénicas (47), sesterterpenos (48,4%9), carotenos
(50), etc. Algunos de estos metabolitos pueden verse en el

Esguema 1 con sus respectivas referencias vy nombre de la (s}

esponja (s) de donde se han aislado.
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ESAUEMA .

Diferentes metabolitos aislados de esponjns

OH

OH
l Rq
N 1
H VY
) l
NHZ -.I;IL Br ’\’/

Cliona celata (51}

OH

Dysidea ‘arenaria (52)




H
N n
0

Ircina spinosula (53,54)

Me(CH; )5 ey CH/(CHz)mYCOzH
H OMe

Higginsia tethyoides (5,35)

/\/j/ e

Plakortis halichondrioides ( 3§
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Para clasificar las esponjas de acuerdo a su composicidn
guimica, no existe un patrén unico de compuestos, ya Qque &8
han hecho estudios quimiotaxonémicos considerando diferentes
tipos de metabolitos (55,56,57,58,59,60,16). Ultimamente, los
esteroles han recibido especial atencién, fundamentalmente por

su amplia distribucidén en el Phyllum.

ESTEROLES

Los esteroles naturales (del griego stereos= s¢6lido), se
encuentran muy difundidos tanto en el ambiente marino como
terrestre (61). Pueden presentarse en forma libre o
esterificados con acidos alifaticos o como glicdésidos. Ge
encuentran en vegetales (ej.: R-sitosterol, Fig.l), en animales
(ej. colesterol, Fig.2) y tambien en hongos (ej.: ergosterol,
Fig.3 ). ©6e forman por condensaciones de & unidades de isopreno
(Fig.4). El esgueleto fundamental es a2l
ciclopentanoperhidrofenantreno, mostrado en la Fig.5; el R en el
C-17 corresponde a una cadena lateral formada por B a 10
Atomos de carbono, la cual Frecuentemente puede sostener un
grupoc metilo (serie del ergostanc) o un grupo etilo (serie del
estigmastano),especialmente en el C-24. §Si aparece un grupo
metilo en 1los carbonos 4 o i4, reciben el nombre de

metilesteroles.
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Fig. 3. Ergostercl

o) D

Fio., 5. Ciclopentano- Fig. 4 . Isopreno

perhidrofenantreno

— -y~

by oo
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El continuo interés en los estercles de organismpos marinos
comenz6 con los estudios de Henze vy Doree {(62), los cuales
revelaron gue aparte del colesterol, el cual se estableciéd era
el esterol predominante en mamiferos, y Ccuya estructura auan no
se conocia, las esponjas contenian otros esteroles; este interés
se mantuvo con los estudios en algas vy principalmente con la
clasica investigacién de Bergmann {55), gue fue realmente la
gue cimentd 1la importancia del estudio de esterocles que
hoy S8 realiza en invertebradons marinos.

Aungue hace PpoOcOs afps se pensaba gue la investigacion en
este campo estaba practicamente concluida en lo que se refiere a
estructuras gquimicas, aislamiento de compuestos nUBvVOS,
biosintesis VY funciones biolégicas, recientemente ha sido
debatido este planteamiento ya Que SE han extraido numerosos
nuevos esterocles de organismos marinos (63,64,65), los cuales
presentan variaciones estructurales no detsctadas en plantas
terrestres, abriendo asi nuevas interrogantes en cuanto a su

bipsintesis y funciones bicldgicas (66,567,680,

a) Distribucidn .

Los estercles se han encontrado en un gran namero de

especies ¥y probablemente estén presente en todas las
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angiospermas Y gimnospermas. Existen también, en musgos,
hierbas, helechos, liquenes, hongos, algas, bacterias, etc.

Jodos los tejidos de las plantas se consideran potenciales
sintetizadores de esteroles, sin embarge, su grado de sintesis
depends del tipo y edad del tejido (69).

Durante muchos afos se consideré que el colesterol era
exclusivo de los animales, pero mids tarde se encontro también en
muchos tejidos vegetales, y actualmente se ha comprobado que
exicte en todos los érgancs de las plantas, especialmente en las

semillas.

b) Bipogintesis
Los esteroles (70) se biosintetizan por 1la misma ruta
mediante la cual se da orfgen a lps terpenocs, 8n la que se

distinguen dos etapas importantes gue son:

+i) Biosintesis del escualeno.

iji) Ciclacién del escualenc.

iy Biosintesis del escualeno

Esta ruta (Esguema 2), es generada por la conocida via del
acetato, acetoacetato, acido hidroximetilglutdarico, 4&cido

mevaltnico, pirofosfato de isopentenilo, pirofosfato de 3,3~
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dimetilalilo, pirofosfato de geranilo, y por ultimo dos unidades
de farnesilo para terminar en 1la formacién del escualeno. El

mecanismo propuesto para este proceso, involucra necesariamente

la presencia de enzimas.

o
(-0 ot Vapp

mevalonato

/>——QOPR . H OFF @"@4 DA
. >__/ .

pirofosfato de @
isopentenilo pirofosfato de @
3,3-dimetil-alilo

HZDPP
‘ pirotosfato de X
i il
Ny NcH,0PP e N
pirofosfate de geranilo Y * :
PP pirofosfato de
tarnesilo

pirofosfato de -
‘farnesilo * NADPHeH®

.
s

Pi escualeno

ESQUEMA 2, Biosintesis del escualeno.
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ii) Ciclacién del escualeno

£1 escualeno formado originalmente por dos unidades de
pirofosfato de farnesilo, es el precursor fundamental de los
esteroles que dan origen al sistema
ciclopentanoperhidrofenantreno, a partir del epoxido de
escualeno (Fig.b); éste es gl intermediario en las rutas
biosintéticas de plantas vy animales, diferenciindose estas en la
formacién del cicloartenol en plantas {(Fig.7) vy del lanosterol
en animales (Fig.B).

La ciclaci6n es estereoespecifica. Johnson (71) propong un
mecanismo de cierre concertado, Que se inicia con la pratonacién
del epéxido de escualeno, generando un centro catidnico en el £-
2, el cual ataca el enlace olefinico de los carbonos & y 7,
ipiciando la Fformacién del enlace sigma 2,7. Paralelamente el
centro catiénico gue se forma en el C-&, comienza un atague
electrofilico sobre &1 enlace olefinico 10-11, generando el
enlace sigma 6-11 y asi sucesivamente.

Tanto en plantas como en animales las etapas de ciclacién y
oxidacidén ocurren separadamente. La formacidén del anille
ssteroidal tetraciclico se lleva a cabo mediante un
reordenamiento molecular, con migracion de dos dtomos de

hidrégeno y de los metiios del C-8 al C-14 y del C-14 al c-13,

comoc se ve en el Esguema 3.




Fig. 6'. EpAxido de escualeno

Fig. 7 « Cicloartenol

Fig. 8. Lanosterol

23




ESHUEMA 3.

Ciclacibn del sscusleno
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El grupo 3B-hidroxilo deriva del oxigeno atmosfeériceo y no
del agua. El paso de escualenp a 2,3-6xido de escualeno es
catalizado por una epoxidasa ubicada en los microsomas, cuyos
requerimientos son NADPH y oxigeno molecular. La conversidn del
2,3-6xido de escualeno a cicloarterol es anaerdbica,y esta
catalizada por una ciclasa también de localizacidn microsomal.
Ambas enzimas son especificas para estas reacciones.

Algunos experimentos realizados con precursores de esterolss
radicactivos, sugieren que el cicloartenol es un punto de
ramificacién no sélo para la biosintesis del colesterol, sino
también para la sintesis de otros importantes fitoesteroles

(69).
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c) Esteroles marinos

El origen de los esteroles marinos es bastante incierto, vy
hasta ahora no se han racionalizado sus rutas biosintéticas y
funciones bioldgicas. Se han hecho algunos estudios
experimentales (72) proponiéndose ciertas rutas, segun las
cuales el origen de estos metabolitos seria por uno de los
siguentes procesos:
1) Biosintesis de novo a partir de acetil-CoA, 4cido mevaldnico
y escualeno.
2) Incorporacién a partir de 1la dieta sin sufrir cambios
guimicos posteriores.
3) Absorcién de la dieta con modificaciones guimicas.
4) Relaciones simbi6éticos entre un huésped animal y un simbionte
(ej. algas, hongos o bacterias).

Algunos esteroles de la dieta presentan caracteristicas
estructurales muy tipicas semejantes a las presentadas por los
contribuyentes especificos dentro de la cadena alimenticia, por
ejemplo: los esteroles con la cadena lateral del 24-nor-

colesterol (Fig.9), cuyo origen casi siempre es fitoplancténico.

MO

Fig. 9. 24-nor-colesterol
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Al contrario del 24-nor-colesterol, el aislamiento de
esteroles del tipo colesterol, cuyas cadenas laterales no estan
sustituidas © tienen una sustitucion de uno o dos atomos de
carbono en el C-24, sdle ocasionalmente son de origen dietético.

Los esteroles cuyas cadenas laterales llevan un metilo en el
Cc-23, han side aislados de organismos marinos como algas vy
corales. Su posible origen ha sido bastante cuestionado y
finalmente se sugirié en forma mas acertada, que existiria una
jsomerasa capaz de convertir el ciclopropano de la cadena

iateral, en el 23-metil-esterol del tipo f®* (Esguema 4).

ESRUEMA 4
En los esteroles marinos existen dos caracteristicas
exclusivas:
i) La bioalguilacién en las posiciones 22 y 23 de la cadena

lateral.
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i1i) La existencia de cadenas laterales mas largas que se han
formado por metilaciones triples o cuédruplas.

Desde el punto de vista biosintético, los esteroles del tipo
c-30, C-31 pueden derivarse‘ de precursores como AZ2 =S’ y ATS,
En el primer caso 1los esteroles con 30 &tomos de carbono son
aguellos qgue tienen isopropilo © isopropenilo en la cadena
lateral, los cuales se formarian por metilaciones con B-adenosin
metionina (B8AM), en el T-2B de un esterol simple como fucosterol
o isofucosterol (a). Posteriormente 1la migracién del hidrdégeno
del C-28 o del C-25, forman los isémeros e: Yy B= respectivamente

como se ilustra en el Esguema 5.

N
(Y“ﬁ’ _SAM O L T

LT y)
~, 25 - S
-H'(26 627) )
A :5 27 A, 25 A 2
e &
ESQUEMA 5

Los compuestos cuyo precursor es el A==, son estructuralmente
mas interesantss, ya gue comprenden todos los esteroles aislados

recientemente con cadenas laterales mas largas que aguellas
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existentes en los esteroles convencionales del tipo colesterol.
8e caracterizan en que la cadena lateral sufre una

elongacién a través de wuna alquilacién de los C-26 y/o C-27.

Los unicos precursores biosintéticos serian codisterol (Fig.10)

y clerosterol (Fig.11), los cuales han sido encontrados en

algas.

. e s ~
2%
A A
Fig. 10 Fige 11
Los compuestos mutasterol, 25-metilxestosterol Y

xestospongesterol (Fig.12,13,14 respectivamente), obtenidos de
la esponja Xestospongia muta, presentan un carbono cuaternario

en la cadena lateral, originado por cuatro metilaciones dando

esteroles C-30 y C-31 (72).

Fio. 12 Fig. 13 Fig. 14
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El procesp de metilacién de los esteroles en el carbono

cuaternario, puede ocurrir a través de un mecanismo ilustrado en

el Esquema 6.

Ac

A 4
~Hzs
H_ ~a=(
2h 2,5
« 7
28 7
“ 26
el LJ
29
" A z
: J =

ESAQUEMA 6

El mecanismo ilustrado en el Esgquema & involucra:
a) Etapa de metilacién (8AM) del doble enlace (Ej. a ——» bl.
b) Eliminacién de un protén desde el carbono adyacente al
ion carbonio resultante (b ——> d).
c) Migracién 1,2 de un hidrégenc terciario a un carbono
terciario, seguido por pérdida de un protén (b —-—» ©).
d) Migracién del doble enlace tal vez por hidrogenacidn

bioguimica (d —-» c)-.
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”
La aparicion del naclec 3p-hidroximetil-A-nor-esterano

{Fig.15), es una evidencia clara de que en las esponjas ocurren
modificaciones quimicas en los esteroles, posteriores a su
incorporacién desde la dieta.

En el estudio realizado por C. Djerassi (72), se analizaron S
esponjas de la fam. Axinéllidae, comprobandose que contenian
casi exclusivamente A-nor-esteroles, mientras que dos miembros
de la Ffam. Hymeniacidonidae, tenian ademas esteroles A° 0 5-—«-
saturados. Estas observaciones &€ consideran de wutilidad
taxonomica en esta familia de esponjas.

Se observé también gue casi la mayoria de los A-nor—-esteroles
con cadenas laterales convencionales y no convencionales han
sido encontrados en estas esponjas, demostrando Qus allas tiensn
un sistema enzimidtico eficiente que puede transformar los
esteroles originados en algunos miembros de 1la cadena
alimenticia, a un tipo de esterol modificado.

La ausencia de esteroles con nicleos convencionales en

algunas de 1las Axinellidas, sugieren que los A—nor esteroles
reemplazan a los esteroles con el nucleo de colesterol, como

constituyente de la membrana celular.

P. R. Bergguist (56) comenta que los A 7-A—-nor—-esteroles

presentes en cantidades trazas en las esponjas, proviesnen de
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otro eslabén de la cadena alimenticia, ya que se ha encontrado

en forma abundante la insaturacién del tipo A7 en estrellas de

-

mar, peces y holoturias (73).

HO-CH,

Figel5 4 3 g -hidroximetil-A-nNor esteral

i T v S m i S A
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EL
Para determinar el ' posible origen simbiético’ﬁde los

3
esteroles, se realizé ué estudio con gorgonias (Celeégarados)
taxonomicamente diferentes entre si, las cuales Q%esentan
grandes cantidades de gargosterol {(Fig. 16} vy 23-demetil-
gorgosterol (Fig.17). Estos organismos contienen algas
simbiéticas conpcidas como zooxantelas, de modo ques el estudio
ez centré en investigar el verdadero origen de los esteroples 16
y 17 (72).

Se observé gue al vivir ambas especies juntas, producian en
forma abundante el nucleoc esteroidal A, 3-B-hidroxi del tipo
A%, En cambio al cultivar zooxantelas soblas, se vié gue estas
producian casi exclusivamente el nacleo B, 4-g-metil-3R-
hidroxi-Sa—-esterol, (ver Esquema 7).

Una posible explicacién a este fenfmeno fue que:

—~gorgosterol y otros esteroles afines no eran sintetizados por
zooxantelas.

A1 realizar cultives con zooxantelas, se vid gue contenian
grandes cantidades de dinosterol (Fig. 1B), un posible precursor
del gorgosterol, el cual podia ser cenvertido por el huésped en
el nicleo A. Esto constituiria la primera vez Que &6 introduce

-

un enlace doble, en el C-5 de un nacleo 4-x—metil saturado. ;

-

En los cultivos de zooxantelas C. Djerassi (72) encontrd

tambien peguefas cantidades del niacleo 4—-o-metil-3-R-hidroxi
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del tipopS (O), cuya cadena lateral es la del dinosterol.
Por 1o tanto, se pensé que el nacleo A se origina més

probablemente a partir de C que de B. (Ver Esquema 7).

Fig. 16. Gorgosterol

. m""’"""‘--.«
Sz

—— ey o
-

x

Fig. 17. 23-demetil-gorgosterol
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2

ESHUEMA 7. ppsible origen del niicleo
8
3/-hidroxi-A

Fig. 18. Dinosterol
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-Tal vez otra alternativa, 1la cual no excluye lo anterior, es
que las zooxantelas sinteticen diferentes esteroles, depandiéndn
si viven sélas o en simbiosis con un huésped.

La mayoria de estos esguemas biogenéticos corresponden a
gspeculaciones que se han formulado en base a estudios
realizados y s6lo algunos, como el caso del 3-hidroximetil-A-
nor—-esterano y el de las gorgonias, han sido comprobados

biosintéticamente (72).

d? Comparacidén de esteroles terrestres vy marinos

Los esteroles de origen terrestre presentes en plantas vy
animales, difieren de los esteroles marinos en la sustitucidn
del c-24 (Fig.19), sin considerar insaturaciones Y
g@stereoguimica de la cadena lateral. El Re corresponde a un
hidrégeno, en esterocles producidos por animales terrestres, y a
cadenas de uno o dos carbonos en plantas terrestres.

El caso de 1los estercles marinos es bastante diferente
(Fig.20), vya que existen al menos cinco sitios posibles de
alguilacién (C-22, C-23, C-24, C-26 vy C-27) vy cuatro centros
probables para la formacién de un ciclopropano, representado por
l1inea punteada.

Dentro de los esteroles marinos se han sncontrado compuestos

del tipo 3-«-hidroxi, 1los cuales no han sido detectados en
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esteroles terrestres. Lo mismo ocurre con el nicleo A-nor-
esterano (74,75), hasta ahora exclusivo de organismos marinos y
gue fue discutido anteriormente.

Asi vemos que la comlejidad y diversidad de esteroles en

organismos marinos, s mucho mayor gque en especies terrestres.

HO

Fig. 19. Estructure generel o més com@in
de un esterol terrestre.
-"E',GHS—DG‘H

R -
0 25




Fig. @0, Estructurz més comin o general

de un esterol marino.

Rl' Flz, H3- H, CH_- y & veces como carbono
ciclopropflico.

Ha= H, CHS-' C Hs—, n-propil, isopropilo o
como cérbono isopropilico.

RS' H6= H, GHS-’ C_H.-, o carbono isopropi=-

lico. 28

39
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8) Papel de los esteroles en log animales

Estos metabolitos constituyen la materia prima fundamental de
compuestos biolégicamene activos, transformandose asi en
estructuras esenciales para sl mantenimiento de los seres
multicelulares.

Se cree que esta Ffuncién de los esteroles pudo haber sido
clave en la evolucién de los pucar iontes, hecho basado en la
gristencia de un extraordinario numero de esteroides, derivados
de un precurscr comin Y Que poseen una sorprendente diversidad
da funciones biolégicas, encontrindose involucrados en
importantes procesos COMO: metabolismo del calcio (Vit.D),
digestién (acidos biliares), mecanismo de muda en artrépodos
(ecdisonas) (70), venenos {saponinas &n insectos venenosos),
reproduccién en hongos {anteridio vy oogonio) (76}, regulacion
idnica y reproduccidén en mamiferos (hormonas). A diferencia de
lo anterior, existen otros esteroides en 1la naturaleza con
funciones desconocidas como por ejemplo gsteroles
polihidroxilados provenientes de especies marinas.

Sabiendo gue el primer sitio de interaccidn celula-celula v
célula-medic ambients, corresponde precisamente a la membrana
plasmatica, resulta entonces interssante conocer el mecanismo de
accitén de 1los esteroles a este nivel. Por ello se han hecho

numerosos estudios e investigaciones al respecto, dando como
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resultado una serie de generalizaciones en relacién a los
reguerimientos estructurales que deben tener estos compuestos,
para cumplir con tan importante funcién, los cuales se han
obtenido fundamentalmente en base al colesterol, aungue éste no
es el esterol predominante en todos los organismos marinos.
Existen numerosos ejemplos de esteroles marinos gue contradicen

dichos reguerimientos (Tabla 3) (bb).
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TABLA 3. Reguerimientos estructurales de los esteroles para es-
tabilizar la membrang celular (66),

2 & '

Reguerimientos

Excepciones (esteroles marinos)

1. Nicleos esteroidales planos
La fusion de los anillos A/B
y C/D debe ser trans

2. Configuraciones 20R y 178
(20-S fuerza a la cadena la
teral del esterol a salir
fuera del plano del nicleo)

3. Grupo 3p-hidroxilo
(3a-hidroxi, 3-ceto y este
res de acidos grasos en C-3,
no presentan rol en la mem
brana)

4. Nicleos 4 © l4-demetil
(R1 = Ry = Ry = H)

5B-estanoles, 21

por ser comnonente minoritario,
probablemente sin funcion en la
membrana

20-S-isoesteroles, por ejemplo
del Ptilosarcus qurneyi

no estabiliza la membrana

A nor esteranos

H,C R = H, CHy-, C,Hg
en ausencia de esteroles conven
cionales

componente(s) mayoritario(s), por

To que probablemente ‘tenqa un roi

en la membrana.

dinosterol, 18 es el principal es
terol de un dinoflagelado marino
y probablemente cumpla un papel
en la membrana




5, Nicleo esterojdal debe poseer
metilos angulares en C-18 y
C-19
(Ry = Rg = CHy-)

6, La cadena lateral debe tener
mis de 5 dtomos de carbono

(Rg »5C)-

7. Cadena lateral debe tener me
nos de 10 atomos de carbono
(Rg <10C)

membrana.

19-nor-estanoles, por ejemplo 22
en ausencia de esteroles conven
cionales

por ser componente mingritario,
tal'vez no tenda funcidn én la

- n

esteroles marinos, 23

componentes minoritarios y proba-
blemente sin funcidn en 1a membra
na -

esteroles marinos, 24 °

probable funcidn eri Ta membrana
depende de: su concentracion y au
sencia de esteroles convencionales

Las fiquras 21, 22, 23 y 24 se ilustran en 1a pigina siguiente.
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HOV HO

Fig. 21. Sp-estanol Fig. 22. 19-nor-estancl

HO

Fig. 23. Esterol marino con Fig. 24. Esterol marino con
R= 3C : R= >10 C
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£) Rol de los esteroles en las esponjas

Dentro del Phyllum invertebrado, las esponjas son una rica
fuente de esteroles (77,78,79), ya que de ellas se han obtenido
la mayor cantidad de tales compuestos conocidos. La estructura vy
forma de las esponjas es tal, gue la superficie de sus membranas
es realmente inmensa comparada con la de otros organismos, Y
como los esteroles son los constituyentes de esta importante
estructura, el gran namero Yy diversidad de ellos puede también
reflejar la importancia de la membrana celular en la vida de las
esponjas.

A nivel de membrana plasmatica los esteroles favorecen su
fluidez y estabilidad, siendo fundamentales en todas las formas
de vida eucaridtica (66). Es importante sefalar gque en algunos
organismos la estabilizacién de la membrana puede realizarse a
través de un mecanismo no esteroidal, aungue generalmente, es en

base a este tipo de compuestos.

Q) Uso quimiotaxonémico de los esteroles en las Poriferas

Uno de 1los principales intereses en el estudio de los
esteroles, es la posibilidad de gque estos puedan servir como
base para un ordenamiento gquimiotaxonémico del Phyllum Porifera
(56,59). Debido a gue resulta bastante dificil, incluso para

los especialistas, identificarlos siguiendo SuUsS rasgos
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anatémicos Y morfolégicos, existiendo aun muchos problemas a
nivel de orden, familia vy género; se han realizado serios

intentos de andlisis taxonémicos en base a diferentes tipos de

compuestos, tales como: pigmentos (16), aminodcidos libres
{(16,80), Acidos Qrasos (35), 4&cidos mucopolisacéridos (16),
compuestos de bromotirosina (46) , furanoterpenos (46) v

derivados de bromopirrol (16), siendo asi evidente que el
estudio guimico de estas especies puede ser una contribucidn
importante a la taxonomia de las esponjas.

Con respecto a la utilizacién de los esteroles, el primero en
sistematizar la composicién guimica fue Beragmann (55), quien
comprobé gue existian especies con un alto contenido de
esteroles saturados, como la fam. Hymeniacidonidae Yy esteroles
insaturados en miembros de la fam. Halichondriidae.

También comento la abundancia de esteroles saturados en
miembros de la familia Suberitidae, lo gue se fundamentd con
estudios realizados por Bergguist et. al. en 1980 (56), sin
embargo las relaciones entre estos grupos taxonémicos todavia no
han sido resueltas desde el punto de vista bioguimico Yy
biolégico.

Otras relaciones sistematicas hechas por Bergmann fueron:
1) Se senalé gue dentro de las Haploscléridas, las especies del

genero Haliclona son un grupo heterogeneo, lo que se confirma
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porque las especies estudiadas por Bergmann se reagruparon en 2
ordenes y 3 Qéneros.

2) E1 baijo contenido de estercles en la fraccién lipidica de
miembros de la familia Spongiidae, fue contrastada con la
condicién vista en el género pplysind= Verongia. £l altimo
género fue clasificado en una subfamilia dentro de 1a familia
Spongiidae, pero aun asi, ¥fue agrupada con ptras esponjas gue
contenian una baja cantidad de esteroles.

Los ultimos trabajos, enfatizaron la diferencia entre las
familias Verongidae Yy gpongiidae, basandose en los distintos
patrones de aminoacidos libres, esteroles nuevos, derivados de
bromotirosina, caracteristicas histoldégicas Y diferencias en el
tipo de reproduccidn entre los dos grupos.

Posteriores estudios de Minale revelaron Que todos los
esteroles descritos haéta 1972, contenian nacleos tetraciclicos
convencionales con una cadena lateral de ocho &tomos de carbono
en w1l G-17, la cual puede Ber modificada por adicién de uno O
dos atomps de carbonoc  en el C-24. Todas las ptras diferencias
radican en las jnsaturaciones del nicleo y de la cadena 1atera%
o en la estereoquimica del C-20 y C-24.

6in embargo, un Caso interesante en 1a taxonomia de las
esponjias marinas, por presentayr variaciones estructurales sin

precedentes Y ademas de ser fuentes potenciales de nuevos




48

asteroles, son las agspecies pertenecientes a ia fam. Axinellidae
e Hymeniacidonidae. De Axinella yerrucosa (72,74,75) se aislé
por primera vez el nacleo 3B-hidroximetil—A—nor—esterano
(Fig.15).

Estudios posteriores de especies pertenecientes a esta
familia, demostraron 5810 la presencia de este tipo de
compuestos en un muy alto porcentaie, al igual que en miembros
de la fam. Hymeniacidonidae {80), ambas taxonodmicamente
emparentadas. En l1as Axinellias se han reconocido cinco patrones
esteroidales, entre ellos el 457 vy 1{9-nor-estanoles.

Los estudios mas recientes en la quimintaxnnomia de las
esponjas &N ios de Bergguist, (56,58,59). En uno de ellos (56)
se analizaron 55 especies de Demospongiae Que representaban 41
géneros, 29 fam. y 11 de los 13 6rdenes gue incluye esta clase.

En base a 45 esteroles diferentes, p. R. Bergguist v
colaboradores (56} agruparon las especies en 7 srdenes y 13 Fam.
dentro de las Ceractinomorfas, Yy 4 6rdenes con 12 fam. incluidas

en las Tetractinomorfas, comb Se jiustra en la Tabla g,




TABLA 4. Clesificacidn de algunas especies

‘ . : Léagﬁz = 1

L _Esoeciee positen taxondmica recoleccifn
CERACTINOMORPHA 3
DENDROCERATIDA v
Aplysdls rosea Aptysivdac Nuewe Zessng
VERONGIDA
Pseudocaraima curissima  Verongidase Gt Barsen Reol
Verongé sp G1 Basner Res
V. covermconls Madnecranenn
V. aerophobia Mudiicrranear
lanthels flabeliformis fanmtheligac G1 Baner Rect
. DICTYOCERATIDA
Heterpneta erecta Spongitae Gt Bainet Reel
frrua oros Mediterranean
Spongia ol inalis Mediterranaan
Spongia sp G1 Barrees Heet
Cacosponga scalans Mediterranean
Phyfigspangia rediata Gt Bainet Ree!
P folascens 51 Barngr Het
F papyraces Gr Barnet Rett
Sredosponga sp New South Waley
“Thorecta margmals Thorectidae New South: Wales
Diysadaa herbaces Dysadeidac G Batreer Res!
Dysidea tufa Medhierranean
HAPLOSCLERIDA °
Cacochebns biamellatla  Callyspongudae New South Wales
Calysporsia rilieyt {51 Bareser Ree!
Hahckona sp Halcdomndae New Zealang
Adocia carbonaria Gt Barner Ree!
NEPHELIOSPONGIDA
Pelrosis lestudinans Nephehospongudae Gt Bariet Real
POECILOSCELERIDA
Jedanis ignis Tedanidae New South Wales
Neofitxslara irala Esperopssdae Gt Bamier Reet
HALICHONDRIDA
Hahzhondria mwooret Halichondriidac New Zealand
Halrchangra sp. New Zeatand
Ciocalpia polymastia New Zealang
Trachyops:s sp, Gt Barner Ree!
Myreniacdon haurak:  Hymenaodonxdae New Zeatand
Hymneniacidon perieve New Zsatang
TETRACTINOMORPHA
AXINELLIDA
Axmrobs austratersis Axineflidac ——--New Zenland
Axinelia Gamcomis ' Mednermanean
Fseudaxinyssa n.sp. Gt Barner Reet
Fararaphoxya n. 5p New Zealand
Acanthelia sp Gt Barret Ree!
Priakelia aruensis ‘Gl Barper Ree!
Raspaita 1opsemi Raspailudae New Zealand
Agelzs mauritiona Agelasidae Gt Barner Reg!
Apelas orodes Mednemranean
HADRGIMERIDA
Subernies domunculs Subenudae Medietranean
Potymastia fusca Polyrnasindae New Zealand
Polymastia granuloss New Zeatand
Seurastrefla poculoides Spirastrellidae New South Wales
Latuncuba brevs ‘Latrunculidas New Zealand
Ciona celats Chkorudae New Zealand
Tethya deformss Toethyudae New Zealand
Jethys ingali New Zealand
Tethya aurantium New Zeatand
Tethya n.50. New Zeatanc
Aaptos aaptos New Zeatang
Chondros:a reriformis Chondrosudae Medinenanean
Chordllz nuculs Mediterrarsan
SPIROPHORIDA
Cmaztvie 5o Tetilidas New Zealand
CHORISTIDA
Arxrwnd 3l Sreliettidac New Zeatand
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flgunos de los resultados y conclusiones obtenidos en este
estudio fueron que:
a) En todos los grupos se encontraron peguefas cantidades de

esteroles C-26, cuypo origen se atribuyé al plancton marino.

b) Los ordenes Dendroceratida, Dictyoceratida, Haplosclerida,
Nepheliospongida, Poecilosclerida y algunas Halichondridas,

mostraron ciertas semejanzas en la composicidn de esteroles.

c) En el orden Verongida se vié abundancia de aplistanocs, (Fig.

25) compusstos préacticamente exclusivos de este grupo (&0) .

HO

Fig. 25. Aplisterol
d) Las especies del orden Nepheliospongida tienen la capacidad

de incorporar anillos de ciclopropano (eno) en sus cadenas
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laterales.

e) Las especies mas evolucionadas del orden Haplosclerida, como

las del género Haliclona, tienen los esteroles caracteristicos

de las Ceractinomorfas, es decir, C-27-, C-28 y C-29 del tipo
A® , excepto la presencia de aplisterol, lo que hace pensar que
seria un atributo primitivo de las Ceractinomorfas y que se
mantiene en las Haplosclerida. 8B8e cree que en los ordenes
Haplosclerida, Verongida vy Nepheliospongida existen mecanismos
biosintéticos comunes, donde los dos primeros pueden metilar el
C-26 vy Nepheliospongida puede originar anillos ciclopropano

(eno) en la cadena lateral.

f) En el orden Poecilosclerida, el tipo de alguilacién es el
tipico de las Ceractinomorfas (compuestos C-27, C-28 del tipo
A%y aungue en este andlisis el orden no ha sido bien

representado.

g) Be Bbseryé UNa severa discrepancia entre los esteroles de
Dictyoceratida analizados, y los estudiados por Rosa et al.
{(60), guien encontré un 92% de esteroles C-27, C-28, C-29 y C-30
del tipo A/®-7+ en cambio Bergquist aislé wun 64% de esteroles

C-27 del tipo A®¥ y A7* sin hallar ni siquiera trazas de A= 7.




52

El1 otro estudio de Bergquist (59) incluyé 29 especies de
esponjas, de las cuales 25 eran miembros de la clase
Demospongiae y 4 especies de la clase Calcgrea, hasta entonces
muy poco estudiada. Se agruparon en & ©Ordenes vy 11 fam.
incluidas en las Ceractinomorfas y 3 6rdenes con 4 fam. en las

Tetractinomorfas como se ve en la Tabla 5.




TABLA 5, Clasif
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jcacidn y drea de recaleccifin de especies sstudiadas por

Especies Posicidn texondémica Locelidad de recoleccién
DEMOSPONGIAE
CERACTINOMORPHA
VERONGIDA
Verongian. sp. Verongidae Camarvon, Western Australia
Verongia pedunculata Dongera, Western Australia
Anpmoianthells popeae lanthellidae Dongera, Western Australia
DICTYOCERATIDA
Thorectandran. sp. Thorectidae Dongera, Western Australia
HAPLOSCLERIDA
Callyspongia diffusa Callyspongiidae Castor Bay, Auckland, New Zealand
Callyspongia latituba Gt. Barmier Is., New Zealand
Adocig venustina Adociidae Castor Bay, Auckland, New Zealand
Adocia parietaloides Castor Bay, Auckland, New Zealand
NEPHLEIOSPONGIDA

Xestospongian, sp.

Nepheliospongiidae

Camnarvon, Western Australia

Xestospongia exigua twayama Bay, Palau Island
POECILOSCLERIDA
Clathria sp. Clathriidae Carnarvon, Western Australia
Isocielia sp. Camarvon, Western Australia
Crella incrustans Crellidae Muriwai, Auckland, New Zealand N
lophon minor Myxillidae Kawau Island, New Zealand
lophon proximum Hen & Chickens Island, New Zealand
Desmacella dendyi Biemnidae Hen & Chickens Isiand, New Zeatand
HALICHONDRIDA
Hymeniaciton hauraki Hymeniacidonidae Takatu Peninsula, Auckland, N.Z.
TETRACTINOMORPHA
AXINELLIDA
Phakellian. sp. Axinellidag Great Aust. Bight, South Australia
Axinella australiensis Hen & Chickens Island, New Zealand
Echinodictyum cancellstum Great Aust. Bight, South Australia
HADROMERIDA
Chondrilla sp. Chondrosiidae Camarvon, Western Australia
Polymastia n. sp. Polymastiidae Takatu Peninsula, Auckland, N. Z.
CHORISTIDA
Penares tylotaster Stellettidae Hen & Chickens Island, New Zealand
Ancoring stalagmoides Hen & Chickens Isfand, New Zealand
Stelletta maori Takatu Peninsula, Auckland, N.Z.
CALCAREA
CALCINEA
Clathrina sp. Hen & Chickens Island, New Zealand
Ascandra sp. Hen & Chickens Island, New Zealand
. CALCARONEA
Syconsp. 1 Hen & Chickens Island, New Zealand
Syconsp. 2 Hen & Chickens Island, New Zealand




Algunos de sus resultados y conclusiones fueron gue:

a) La fam. verongidae (orden Verongida) tiene el tipo de
esteroles caracteristico de las especies pertenecientes a

estas familias, ya Qque contienen un 67 a 79% de aplisteroles.

b) La fam. lanthellidae (orden Verongida), carece de
aplisteroles, existiendo asi una clara separacién de las fam.

dentro del orden Verongida.

c) Se comprobé que el unico representante ode DictYoceratida
contenia baja cantidad de esteroles, caracteristico de otras

especies de este orden.

d) El tipo de esteroles para las especies del orden
Haplosclerida fueron similares a 1los obtenidos en el estudio

anterior.

e) Las especies del género Xestospongia f(orden Nepheliospongida)
presentaron una alta cantidad de esteroles C-29 del tipo A®; no
se encontraron compuestos con anillos ciclopropanos (enos) en la
cadena lateral, atribuyéndose esta caracteristica a otras

especies de este orden.
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§) En el orden Poecilosclerida no &€ encontraron esteroles
nuevos, enfatizando la presencia de compuestos C-27 y C-28 del
tipo . 8in embargo, hay que hacer dos consideraciones

importantes en la fam. Clathriidae:

- Clathria spp. tiene un patrén de esteroles diferente a las
Poeciloscleridas normales, ya Que contiene compuestos C-27, AC ¥
también A7 y A7==, Morfolégicamente se asemeja a la fam.
Axinellidae (orden Axinellida), gque 6 caracteriza por tener

compuestos del tipo A7 vy A®,

- La especie Isociella sp (orden Poecilosclerida, fam.
Clathriidae), morfolégicamente se parece mas a las

Poeciloscleridas tipicas, y Su composicion esteroidal es también

similar a la de este orden.
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111 CARACTERISTICAS GENERALES DE LA ESPECTROMETRIA DE

MASA DE LOB ESTERQLES

Los conocimientos de gspectrometria de masa de esteroles, se
han desarrollado de tal manera, gue han lleggadoc a constituir una
herramienta Gtil vy muchas veces suficiente para una exacta
jdentificacién de estos compuestos.

El Esquema B presanta la fragmentacion general de esteroles,
mediante el espectro de masas del colesterol (81), donde &8
indica la ralacion m/z de 1ps iones generados Y Su
correspondiente ruta de formacidn.

La sefral m/z 386 corresponde al ion molecular (M*) y el resto
de los Ffragmentos son rupturas posteriores de este ion, loB
cuales dan informacién sobre la longitud de la cadena lateral vy
las posibles insaturaciones gue &8 presentan en ella o en sl
sistema anular.

Los ionss de mayor importancia son:

1) de de m/z 255, correspondiente a la pérdida de agua Yy de 1la
cadena lateral a partir del ion molecular (M™).

2) Del ion 250 se Driginé posteriocrmente e= de m/z 213, por la
ruptura de los enlaces c13-c17 y Cl4-Cl5 del .anillo Dy
formacién de un enlace doble (A*®)- Es posible que este
fragmento se forme tambign a partir del ion fe de m/z 231,

mediante la pérdida de una molécula de agua. E1 ion Be da
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informacién sobre la cadena lateral al igual gue el fragmento
gm, Mm/2z 273.

3) La sefral le a m/z 253 se origina por pérdida de la cadena
lateral con transferencia de dos a&tomos de hidrégeno a partir
del ion da.

4) El ién fe, de m/z 231 se origina por la pérdida de la cadena
lateral y 3 &tomos de carbono del anillo D.

59 La semal ge de m/z 273 se debe a la pérdida de la cadena
lateral saturada (CeHiz) unida al C-17.

6) El1 fragmento he de m/z 2735 merece especial atencién, debido
a gue indica la presencia de un enlace doble en el C-B, gue se
origina a partir del ion molecular mediante ruptura de los
enlaces C 1-c10, C5-C10 y C7-C 8, formandose un enlace doble en el
c-8.

7y E1 ion e @ m/z 271 se origina a partir del ion molecular
con pérdida de dos &tomos de hidrégeno Yde le czdene lateral.

8) La presencia del ion ks, m/z 120 se ha senalado como
caracteristico de los compuestos =, el cual se formaria por
la pérdida de agua a partir del ion molecular (M* -H=0) o (M"-

AcOH) en el caso de los esteroles acetilados.
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ESQUEMA 8:
Fregmentacién del colesterol.

e

38, m/z 271
.:;}/'

Ba» :m/z 273 fg, m/z 231 Cg» m/z 353
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, m/z 386 b&' m/z 368
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iB' m/z 301 3. m/z 371 d8' m/z 255

M hg, w/z 275
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1. Insaturaciones en la cadena lateral

La presencia del doble enlace en la cadena lateral da nuevas
serales no encontradas en el espectro de masa de sus analogos
saturados, los cuales son muy Gtiles en el estudio estructural
de los esteroles provenientes de organismos marinos. Estas

insaturaciones (81,82) se describen a continuacioén:

1.1 go=

La presencia de una insaturacién en el C-22, induce la
formacién del ion gs y Jj«, siendo eguivalente a m/z 273 para el
caso del coiesterol, cuyo origen radica en la ruptura entre el
C-17 y el C-20, es decir, salida de la cadena lateral con vy sin
pérdida de hidrégeno, observéndose asi dos pares de senales (259

y 257) separadas por dos u.m.a. como Se ilustra en el Esguema 9.

ESTEROL X
8g . m/z =259 j, ,Miz = 257

ESQUEMA 9
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Dtra sefal importante es el ion mio (m/z 286) gque se forma
por una ruptura entre el C-20 y el ©C-22, con pérdida de un

hidrégenc desdes el fragmento cargado (ver Esquema 10).

ESTEROL X ™/ z =286

ESOUEMA 10

1 -’2 A 2:5
Una insaturacién poco Ffrecuente es en el C-23, que se
caracteriza por una ruptura entre el C-20 y el C-22, apareciendo

mi1 a m/z 287, como se ve en el Esquema 11.

También da una sefal intensa a m/z 257 (j=).

—-83

T b Ed
ESTEROL X Dy, miz =287

B3
£ -

ESBUEMA 11
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1.3 A22

Los compuestos gque tienen un enlace doble en el C-24 se

caracterizan por presentar tres sefales de baja intensidad a m/z
285, 2B6 y 287 (77), las cuales se forman por la ruptura del

enlace 020 C22 con v sin transferencia de hidrégeno, como se

ilustra en el Esguema 12.

R

in miz =287
12

ESQUEMA 12

Otro fragmento importante en compuestos 4%% es el m/z 314
{nix=}, producto del reordenamiento de Mc Lafferty, gue implica

la ruptura del C-22 vy del €-23 con pérdida de un hidrdgeno del

C-20, como se muestra en el Esguema 13.

,]
et

R=H, R=CH, ig,m/z 314

-

ESQUEMA 13
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Un ion de baja intensidad es el j:s equivalente a m/z 271 en
el Esquema B8, pagina Sg8; el cual se origina por perdida de la

cadena lateral con la migracidén de un metilo y eliminacidén de

dos &tomos de hidrdégeno (Esguema 1ﬂ).

1 .+
= H Gt

H
Joygomlz 257

ESQUEMA 14

La presencia de los sustituyentes en el C-24 se puede
determinar por el ion fai= (M™ -H=20 -43). La existencia de un
sustituyente en el ©C-25, C-26 o €C-27, =€ evidencia por un

incremento de la masa del fragmento que se pierde (Esquema 15).

W
HO

m/z 398

+l

ﬁ'lts,_, n/z 354

ESQUEMA 15
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1.4 Aﬁs
En este caso se forman dos senales importantes gue se
muestran en el Esguema 16. El ion a m/z 329 se origina por

ruptura del enlace alilico C23-C-24, y m/z 314 se forma a partir

del fragmento mencionado, mds la pérdida de un grupo metilo.

/ *
o f ‘ ,
e 2t .
L ] .
‘ I CM2
HO HO
m;z =412 04 Iz =329 Pig - M2= 314
F —‘:U )
ESQUEMA 16

1-5 A:?tzcn

Esta olefina se caracteriza por dar wuna intensa seRal a m/z
317, gue se origina por la ruptura del enlace c20-C22, como se

jlustra en el Esquema 17.

*
L '.H
- ”
H__ H: HO :
H H |
OH

Y

miz=s 317
ml?’

ESQUEMA 17




1.6 AZD{ZZ)
ta presencia de este enlace doble puede determinarse por un
fragmento importante a m/z 138 y 95, para el ejemploc analizado

sn el Esquema 18.

/ -
%/Y 2
—t N — A
HO 1Y qu.mfzztsa ria.m.fz:%

ESQUEMA 18

2. Hidroxilo en la cadena lateral

Cuando existe un grupo OH en la cadena 1lateral, los
fragmentos caracteristicos son producto de la ruptura «, como se

muastra en el Esquema 19.

a A T\I‘/ L Y\j"

R
519_1. miz=73 519_2 .miz =3;*_"L

ESQUEMA 19
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3. Carbonilo en la cadena lateral

£1 principal +fragmento involucra la ruptura de la cadena
lateral en el G20-C.82 con pérdida de seis &tomos de carbono,
como se indica en el Esquema 20. E1 fragmento de la cadsna
lateral con m/z 98 es el pico base en el espectro, vy la

fragmentacidn pcurre aparentemente en el ion molecular (B3).

+ H;,P

tzo,m/z =98

ESQUEMA 20

4, Insaturaciones en 81 anillo

4.1 A=

£1 enlace doble ubicado en el C-5 da un ien caracterisiioco
{j=), originado por la pérdida de la cadena lateral, como se ve
en el Esquema B,pagina 58 .

Dtras sefales +tipicas son m/z 246 y m/z 120 (kel). La primera
se genera por ruptura entre el enlace del C-16 y ©GC-17 mas la

cadena lateral; la segunda corresponde a la pérdida del anillo
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C v D. Ver Esquema 21 y Esgquema 8B, pdgina 58 respectivamente.

Otra sefal caracteristica es a m/z 275 (hs).

+
gdg?
———————— .
H H N>

- -—.{ wzs P miz = 246

o

ESHUEMA 21

Un fragmento importante de los esteroles 7-8B insaturados, es
el m/z 94 (v=z=) generado por una reaccién retro-bDiels Alder,

como se ilustra en el Esquema 22.

LX J

(X J

Ac -
vzz,mlz.. 94

ESQUEMA 22
Los iones a m/z 246 y 271 (uyy Yy ja) son de mayor intensidad

gue los esteroles ,%; ademds gue en el espectro de los 7 no
aparecen las sefiales a m/z 120 y M+ —120, caracteristicas de los

compuestos AS,

i-;.*.I . e s
AL L R e A L N
R A s T LR AN
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4.3 A¥-7 dienos

Los derivados del colestano A°+7 tienen senales importantes a

m/z 143 (muy intensa) y un pico a m/z 128 de menor intensidad.

El ion m/z 128 s tambieén caracteristica de este tipo de

compuestos, como se ilustra en el Esquema 23.

oC Hz

w23,.mlz=158 X919 ,mfz-1’03 y23,mlz =128
ESQUEMA 23

4.4 A%, 21

Una insaturacién bastante rara se presenta en el C9-11, cuya

sefal clave es a m/z 234, correspondiendo a la ruptura del

anillo D, descartando asi una posible insaturacidn en este

naicleo. Esqguema 24.

AP S

mlz 234

HO
g Z94>

ESQUEMA 24
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4.5 AZ-2¢t)

Este tipo de dienos son bastante raros (84), y la sefal base
es m/z 269, tipica de compuestos diinsaturados. Este ion se
gensra por pérdida de la cadena lateral y transferenciaa de dos

hidr6genos, COmo Se muestra en el Esquema 25.

HO H . . [
3 miz= 269

ESQUENA 25

La insaturacién en el C-24, da una sefal caracteristica del
reordenamiento de Mc Lafferty a m/z 314 gque se ve desplazada a
m/z 312, como se demusstra en el Esgquema 26.

&+ .,
1 4
]
CHR
v ]

HO HO

R=H, R=ClH, . nzé;m/z 312 =

ESQUEMA 25

1
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5. CETDESTERDIDES
S.1 A *-3I-cetpestercides

En el Esgquema 27 se ven las fragmentaciones caracteristicas
de los HN-x,BR~insaturados.
- La seRal correspondiente a m/2z 124 se origina por la ruptura
de los enlaces alilicos de los carbonos 6 vy 7 del enlace alilico
del G-9,10, con transferencia de dos hidrégenos al fragmento
cargado.
-~ El1 fragmento a m/z 149 se ha formado también por la fisién
del enlace del C—6,7 y del £-9,10 como en &1 caso anterior, pero
con la carga localizada en el fragmento que contiene el anillo
Cc vy D.
- E1 ion a m/z 230 se origina por la pérdida de una molécula de
cetena.
~ La pliminacién de los carbonos 1, 2, 3, 10 y Me—-1%, genera el
fragmento a m/z 187, con pérdida de 8 &tomos de hidrégeno y

probablemente con eliminacitén del hidrégeno del C-14.
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0

ézy,mlz 229

+*
(MCHy)

*
]‘ i . /'f' ,miz =257

: 27
=] N
+

0 -
dyyrmiz =230 miz= 272 \ [ | 7
\ ,miz =124

027,171’2:1[.? ‘b27’ miz =187

q "
Esouema 27. Fragmentacifmr A-3-cetoesteroidss.




71

5.2 A S-cetoesteroides

8e ha visto gue los ceto-esteroles AT también presentan el
fragmento a=», aungue en pequefa cantidad gebido a una
isomerizacién en la camara de ionizacién.

ODtro ion caracteristico es a m/z 275 (ha), gue se ve en el

Esquema B, pagina 58 .

9.3 Z-cetoesterpides

Aguellos compugstos que contienen la funcidén carbonilo en el
c-7, pueden determinarse por algunos iones caracteristicos, como
s ve en el Esguema 28.

Las principales fragmentaciones provienen de una ruptura B
entre:

- E1 C-B,14 y el C-11,12, dando una sefal a m/z 178 (czs).

- El ion a=z=s (m/z 191) se origina por ruptura entre el C—-12,13
el C-8,14.

- La sefal a m/z 165 (b=e) proviene de la ruptura entre los
£-3,11 y C-8,14.

En la otra posicién B, también ocurre el mismo tipo de
ruptura que da un fragmento a m/z 290 (e==), coOn formacién de un
anillio de cuatro miembros. Ver Esguema 28.

Fl1 ion molecular sufre otra ruptura B, la cual genera 1a

cefdal a m/z 135 y gue va acompafiada de la pérdida de dos atomos
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de hidrégeno.
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OBJETIVOB

La presente Tesis forma parte de un Proyecto desarrollado en
el laboratorioc de Productos Naturales {Facultad de Ciencias,
Universidad de Chile), Qque comprende el estudio guimico de

pyganismos marinos chilenos.

Los ohjetivos formulados en esta Memoria son:
1. Analizar la composicion guimica de tres especies de esponjas

Tedania excavata, Reniesra macropora vy Haliclona aglutinatta.

— i

?. Comparar 1los resultados obtenidos de este analisis, con
aguellos descritos en la literatura para especies de los mismos
géneros, con el fin de establecer similitudes O discrepancias

dentro de ellos.

El enorme interés en el estudico quimico de jas esponljas,
radica en parte, en tratar de colaborar a la quimiotaxunomia del
Phyllum, cCOMO también en 1a busqueda de compuestos con

estructuras nuevas con o sin actividad biolégica importante.

fctualmente s6 considera muy dificil precisar la distribucién

mundial de las familias y géneros de las esponjas, COmO tambien
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gl namero de especies clasificadas hasta ahora. S5in embargo,
cefalaremos algunos lugares geograficos, donde se han encontrado

especies pertenecientes a l1los géneros estudiados en esta Tesis.

Genero Iedania: se caracteriza por tensr un esqueleto
coanosémico reticulado y compuesto de megascleres monoactinados;
ia mayoria con acantostilos vy el esgueleto ectosdmico de
espiculas diactinadas. Los microscleres son de oniquetes. Las

Fig. 26 y 27, representan dos especies del geénsro Tedania.

De este genero se han identificado 21 especies distribuidas
en la Costa Este de Sud-America (Caboc de Hornos vy Costa de
Chile), Mediterréaneo, Oceano Aptldntico (Costa Atlantica de

Jierra del Fuego), Antértica, el Caribe y Australia.

Fig.26 » Tedania mucosa
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Fiq,.
e 27, Tedania laminariae




76

- Tedania excavata (B5), es una especie endémica del litoral

chileno, distribuida entre 42° y 44° de latitud Bur. BSu estudio
es interesante desde el punto de vista guimico debido gue hasta
ahora no ha sido informado ningun estudio guimico de especies
pertenecientes a este género en nuestro pais. Sin embargo,
existen algunas investigaciones realizadas en el extranjero

entre las cuales estan: el andalisis esteroidal de Tedania ignis

(56,60), y otros dos estudios de la misma especie de donde se
han extraido diterpenos (B86) vy un macrolido (B7) de biogénesis
mixta con actividad anticancerigena (86,87). Existen ademas dos

analisis de la especie Tedania digitata (88,50), de donde se

aislé un nucleésido derivado de purina con actividad hipotensora

y un caroteno.

Las Ffamilias Haliclonidae vy Renieridae seran analizadas en
conjunto, dada su complejidad dentro del orden Haplosclerida.

Las esponjas de la familia Haliclonidae son las mas dificiles
de clasificar de todas las Haploscleridas (B9). Los taxonomos 58
enfrentan con grandes variaciones morfolégicas dentro de las
especies, Yy ellas tienen pocos caracteres macroscépicos para
trabajar. Los megascleres generalmente son oOxeas Y su tamafo
puede variar considerablmente dentro de las especies, 5in

embargo, su forma puede dar a veces un criterio taxonémico
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estable. Carecen de esqueleto dé}mico y el esgueleto que
presentan puede variar desde uno simple, a un ssqgueleto
reticular mas reforzado.

En la literatura actual existen opiniones muy diversas, tanto

para el género Haliclona comp para Reniera. Asi, algunos

gxpertos afirman gque se trata de un sélo género. En cambio
ptros, sostienen gue sOnN dos géneros distintos. La confusidon
tigne su origen en el diferente uso histérico de los nombres
genéricos, los cuales persisten hoy dia, debido al inadecuado
criterio para separar el esgueleto simple representativo de cada
género. o -

[Reniera ha sido corrientemente usade en la literatura de
esponjas, mientras que el nombre de Haliclona ha llegado s0lo a
un usp general, desde que Burton en 1932 lo reutilizé.

Un detalle precisc de la validez histérica de 1los dos
nombres, fusron resumidos por Wiedenmayer en el ado 1977(591,

Se piensa gque no seria dificil distinguir los dus géneros, &i
en las especies existiese un esqueleto reforzado, ya sea por un
aumento en el desarrocllo de las espiculas en el caso del género
Reniera, O por un aumento en el desarrolloc de espongina en el

caso del género Haliclona.

El problema es decidir gque sucederia con aguellas especies

gue tienen esqueletos simples reforzados. Tales formas fueron
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descritas originalmente como Reniera.

Posteriormente en el afo 1863, Bowerbanck definid como genero
Chalina, a especies con esqueletos reforzados de espongina. Sin
embargo, en los ultimos afios, muchas esponjas con un esquelsto
reticular simple, fueron descritas como especies del geénero
Haliclona., Parece ser una buena solucién, considerar gque l1as
wspecies gue tienen todo el esgueleto reforzado o simple, se
describieran como pertenecientes al género Reniera y reservar el

género Haliclona para aguellas especies gque poseen un esgueleto

reforzado con espongina.

Desafortunadamente esta solucidn se considero simplista, no
pudiendo ser aplicada porgue muchas especies del género
Haliclona, tisnen un esqueleto gue forman parte del espectro de
las especies del género Reniera.

Por mllo Griwssinger en 1971, intento distinguir entre las

especies del género Reniera Y Haliclgna, las cuales possen

wsgueletos reticulares simples, mediante el uso de otros
criterios, tales como el tamano de la espicula y la distribucidn
duel sistema acuifero. E1 concluyé, que las especies del género
Haliclona tienen espiculas peguedas, esgueletos mds regulares y
textura mas elastica, que las especies pertenecientes al género
Reniera, las cuales se caracterizan por tener espiculas grandes

y esguelstos irregulares, o con muchas espiculas. En las Fig.
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28, 29, 30 y 31 se observan algunas especies de los geéneros

Reniera vy Haliclona.

Esto corrobora wuna vez mas, la importancia del estudio

guimico de las especies con el fin de ayudar a su clasificacidn.

Fig. 28. Reniera cibriformis

Fig. 29. Reniera pulvinar
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Fig, 30. Haliclone sBbuloSE M. SPe

Fig. 31, Heliclona cratera
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De las espscies clasificadas como género Reniera, 13 de ellas
se han encontrado en Indonesia, Italia, Tierra del Fuego vy en la
Costa chilena.

- Reniera macropora estudiada en este trabaio, también es una
especie endemica del litoral chileno, distribuida entre 39° y
41° de latitud Bur, incluyendo el prchipiélago de Juan
Fernandez. Su andlisis es interesante ya que ademas de los
analisis esteroidales realizados en Reniera cratera (60},
Reniera sarai (90) y Reniera sb {115) se han hecho otros
sstudios gue indican la presencia de compuestos cCoOmo

arilcarotenos &n Reniera japénica {57); acetilenos @en Reniera

fulva (92); isoindoles en Reniera sp {(93), el compuesto 2-
aminoimidazol en Reniera cratera (94 vy tres alcaloides

pentaciclicos sn Reniera sarai {(95).

De las especies jdentificadas coOmD pertenecientes al género
Haliclona, 47 s8 han encontrado en distintos lugares cComo: Nueva
Zelandia, Tierra del Fuego, Antartica, Indonesia, Mediterraneo,.
Francia, Océano Atlantico, Jamaica, Canadd y Chile.

- Haliclopa aglutinatta. Esta ®©8 una especie descrita por
primera vez por Ruth Desgueyroux Faﬂndéz del Museo de Historia
Natural, Ginebra, Suiza. Fue recolectada en Isla de Pascua y BU

clasificacién aun no ha sido publicada. Por elloc no se conpce 5u
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trabajo guimico ©O biolégico (taxonémico), gue Se realiza en

algunas Poriferas de Isla de Pascua.

Del género Haliclona se han hecho algunos estudios previos de
esteroles (56,60,80,96,97,98,99,100), ademas de otro estudio
guimico de las especies Haliclona rubens, H. viridis y H. erina,
donde se describe un polimero formado por varias unidades de
piridinium, 1lamado halitoxina, que presentd actividad
ictiotéxica, hemolitica vy anticancerigena (101).

Dtras dos revisiones bibliograficas de H. 5B, mencionan el
aislamiento de 2 nuevos alcaloides, el cloruro de manzamina A
(102), gue posee actividad antitumoral y haliclonadiamina (103),
gque presenta actividad antimicrobiana.

En H. permollis se han descrito carotenoides (57).
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MATERIALES Y METODOS

Las Poriferas fueron jdentificadas y / o clasificadas por la
profesora Ruth Desqueyroux Faundez del Museo de Historia Natural
de Ginebra, Suiza.

Los espectros de infrarrojo (IR) fueron tomados en pastillas
de KBr anhidro, en un espectrofotdimetro Perkin-Elmer modelo 700.

Los espectros de RMN-*H se registraron en un equipo Bruker de
360 MHz. En la realizacion de estos espectros se usé cloroformo
deuterade (CDClx) como disolvente, y tetrametilsilano {TM3) como
referencia interna.

Las cromatografias en fase gaseosa (CB) se hicieron Ben un
cromatégrafo Perkin-Elmer, Sigma 3B, con una columna capilar de
metilsilicona, marca Perkin Elmer, de 25 metros de largo, Yy los
cromatogramas se realizaron jsotérmicamente a 270° G, conun
Fflujo de nitrégeno de 0,85 ml/min y un detector de ionizacidn de
l1lama de hidrégeno.

El analisis CG-EM se realizé en un espectrometro de masas
Varian Mat Ch-7A acoplado a un cromatégrafo de gases VYarian
1440, usando una columna de vidrio 3% Ov-17 GCQ (1,Bmm x 2,0 mm)
y un computador Varian Mat Data System 166.

E1 fraccionamiento de los extractos se realizé por particion

con distintos disolventes y el aislamiento de los productos se




l1ievé a cabo mediante técnicas cromatograficas en capa fina
(ccf) y de columna (cc).

La ccf se efectud en cromatoplacas de gel de gilice G (tipo
50) F254 Merck de 0,25 mm de espesor. Se usaron placas de ccf-
argéntica {ccf—-AgND=) preparadas de acuerdo al siguiente
procedimiento: se sumergen las placas en una solucién acuosa de
nitrato de plata al 104 vy posteriormente se secan en una estufa
a 80° C durante 3 minutos.

Se observaron las placas con radiacion ultravioleta (UV) a
las longitudes de onda de 254 y 36C nm; luego &e revelaron con
reactivo de Liebermann—-Burchard Y pnsteriormente se calentaron
a 100= C durante tres minutos.

Las columnas cromatograficas Se efectuaron en columnas de
vidrio de media presién (cmp) y en columnas réapidas (cr) (105).
Se usd como material de soporte gel de silice 6 (tipo Merck) O
gel de silice impregnada con AgNO= al 10%, preparada de la
siguiente forma: se disuelve la sal de plata en una mezcla de
ptanol:zagua (9:1) y una vez disuelta, se impregna el gel de
silice en esta disolucién manteniendo 1a relacion de 1lg de gel
de silice por 2 ml de solucidény Ppovr altimo se evapora el
disolvente.

Todos los disolventes usados se eliminaron €n evaporador

rotatorio al vacio de la trompa de agua y & 1a temperatura de
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40= C.

Los disclventes empleados en cc y procesos extractives fueron

de grado técnico y purificados por destilacién fraccionada.

Con sl pbieto de separar las mezclas de esteroles de Tedania
excavata, Reniera macropora vy Haliclona aglutinatta 58
acetilaron , realizando este procedimiento con anhidrido acético
y piridipa, de acuerdo al siguiente método: se disuslve la
muestra en el minimo volumen de piridina y se adiciona el doble
de anhidrido acetico como agente acetilante; se sigus el curso
de la reaccién por medioc de ccf. Una vez finalizada, se agrega
MeDH, se evapora y luego HCl al 24 y hielo picadoc. Be extras con
una mezcle de éter de petréleo (40-60°C)-acetato de etilo (1:1),
posteriormente se lava la fase organica con una disolucidn
acuosa de NaHCOx al 3% (p/v), se seca con sulfato de magnesio
anhidro, se filtra y se evapora el disolvente, para obtener la
mezcla de esteroles.

La hidrélisis de los acetatos se efectus segan el
siguiente procedimiento: se disuelve la muastra en acetona y
agregandols una disolucidén de NaOH/MeOH al S%; se mantiene a
reflujo durante media hora y se controla la hidrélisis por cc¥.
Posteriormente se agrega agua destilada y gotas de HC1 &M; se
extrae varias veces con CH=Cl=. Las fracciones de esteroles

hidrolizados de H.aglutipatta Fueron posteriormente sililadas
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1 RECOLECCION

Las ©B5pOnRjas Tedania excavata VY Reniera macropora fueron
recolectadas por buceo auténomo en la Igla de Chiloé (X Regidn),
en Febrero de 1984 vy Junio de 1983, respectivamente.

Haliclona anlutinatta e recolectd en la zona iptermarsal de

Isla de Pascua en Septiembre del afo 1985.

11 PROCEDIMIENTOS GENERALES DE EXTRACCION

E1 método de extraccidén general (Esguema 29) para las tres
especies fue el siguiente: 1as esponjas frescas fueron cortadas
en trozos y luego extraidas con acetona a temperatura ambisnte;
asta se efectud gstrujando el material Ffresco Y destilando el
disolvente, pbteniéndose una displucién acupsa Qque se extrajo
con mezcla de é&ter de petrdleo (40-60= C) Y acetato de etilo
{1:1). Este procedimiento sSe repitié tres VverCes. Luego &6
desecho 1la disolucién acuosa Y ia fase orgénica restante se
l1levo a seguedad, de donde se obtuvo el extracto orgénico final.

Los extractos organicos de las esponjag se sometieron a un
fraccionamiento primaric en una columna rapida. El sluyants
usado fue éter de petréleo de 40-60° C vy mezclas de éter de
petréleo/ acetato de etilo de polaridad creciente.

De esta columna se-eobtuvieron. sub-extractos gque fueron

fraccionadas a8 través de sucesivas columnas rapidas Yy columnas
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tag fracciones aqui resultantes se analizaron

de media presion.

por ccf v RMN-*H, no encontrandocse productos de interés guimico,

excepto la fraccidn de estercles y cetoesteroides, base

i\
fundamental para el desarrolo de esta Tesis. Los compuestos como

ceras, acidos

Qrasos,

pigmentos,

fueron desechados en este estudio.

Datos generales sobre

el

peso de:

prganico y esteroles, se dan en la Tabla 6.

esponja

y otros de mayor polaridad,

seca,

TABLA 6
Nombre especie |Peso esponia |Peso gxtracto Peso esteroles
seca {g) organico (@) libres (g}
T. excavata 103 34 3,02
R. macropoora 1200 57 4,02
H. agolutinattd 454 25 0,720
4: l i :

extracto




ESQUEMA 29

ESRUEMA DE EXTRACCION GENERAL

Esponja fresca

1)acetona
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F
Extracto
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1)Fraccionamiento primario
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2)cc vy cmp
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4) RMN-H

]

Esteroles Cetoesteroides
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et

DisolGéion
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I11 FRACCIONAMIENTO Y ESTUDID DE LOS ESTEROLES

Una vez aislados los esteroles de cada esponja, se procedié a
acetilarlos siguiendo el curso de la reaccién mediante ccf-AgND=
(eluyente: EP 40-60° C:Tolueno = 1:4). Los esteroles acetilados
se adsorbieron en gel de silice Y fueron fraccionados a traves
de una cc—AgND=x (muestra:adsorbente = 1:70), protegida de la luz

y eluyendo con una mezcla de EP (40-60° C)-AcDEt al 0,2%.

IV ESTUDIO DE LOS ESTEROLES ACETILADOS

Una vez que los esteroles se fraccionaron & través de la cc-—
AgNO=, se analizaron por ccf-AgND=, CG y andlisis combinado de
CG-EM.
a) De la especie Tedania excavata se reunieron 7 sub—-fracciones
en las cuales se identificaron un total de 15 compuestos
acetilados denominados Ti, T2, cuey Tas. (Ver Esquema 30).
by En Reniera macropora se agruparon 5 sub-fracciones
identificandose 14 esteroles denominados Ri, R=z; ..y Ria.
(Esgquema 31).
c) Las 5 sub—fracciones de esteroles acetilados Yy posteriormente

hidrolizados de la especie Haliclona aglutinatta fueron

sililadas y también analizados por CG-EM, identificandose 10

compuestos designados como Hi, Hz, «s..y Hio- (Ver Esguema 32)
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Esquema 31. Extracto de Reniera macropora.

Mezcla acetilada

B c D E F
R> R= R:= Re —
Ria R= Rai=

Rio Ra Ria

Re R= Re

R= Ra

R Re

Ra

Esquema 32. Extracto de Haliclona aglutinatta.

Mezcla acetilada
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H= Ha He Hz

Hea Hio He
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Los espectros de masa Yy tiempos de retencién relativos (Trr)

al colesterol, de los compuestos encontrados en las tres

esponjas fueron:

Ta: m/z: 414 (34,1%), 399 (20,3%), 354 (100,0%), 273
(18,4%), 255 (22,5%), 253  (12%),229 (34,5%), 213 (22,0%), 94

(63,8%) .

Trr: 0,93

T=: m/z: 366 (100,0 %), 351 (3,4%), 28B2 (68,7%), 255
(79,0%), 253 (55,2%), 228 (10,1%), 213 (18,0%), 120 (33%4).

Trr: 0,96

Ts: m/z: 368 (100,0 %), 353  (24,0%), 275 (32,5%), 260
(15,0%), 255 (33,9%), 247 (18,3%), 228 (5,0%), 213 (11,0%4), 120

(28,8%) .

Trr; 1,00
Ta: m/z: 370 (83,0%), 355 (22,74, 328 (1,2%), 257 (42,0%),
247 (12,7%), 215 (100).

Trr: 1,01

T=: m/z: 380 (100,0%), 365 (9,2%4), 337 (15,4%), 282 (68,1%),




255 ({79,0%), 253 (55,2%), 213 (13,9%), 228 (10,2%), 120

Trr: 1,03

Te: m/z: 366 (19,2%), 351 (12,04), 323 (10,3%), 253
511 (12,8%), 143 (100%), 128 (20%).

Trr: 1,03

To: m/z: 366 (75,7%), 351 (5,1%), 281 (15,3%), 282
283 (14,8%), 255 (70,5%), 253 (15,7%), 228 (11,9%), 213
211 (2,9%), 120 (100%).

Trr: 1,05

Ta: m/z: 382 (100,0%), 367 (3,9%), 289 (2,0%), 274

sS4

{56,0%)

{35,0%),

(19,5%),

(80,1%),

(15,0%),

261 (1,2%), 255 (33,8%), 253 (11,3), 228 (53,0%), 213 (59,04

Trr: 1,07

Te: m/z: 3BO (100,04, 365 (17,04, 296 (51,9%), 281

(22,4%), 282 (25,2%), 2B3 (23%4), 255 {28,4%), 233 (12,6%), 228

(7,1%), 213 (17,7%), 81 (45,0%)

Trr: 1,07

Tio: Trr: 1,09
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Tias m/z: 394 (100,0%), 379 (B,1%), 351 (13,6%), 296 (3,5%),
-82 (31,9%), 255 (65,6%), 253 (14,6), 228 (12,1%), 213 (16,3%),

211 (7,9%).

Trr: 1,13

Tiz: m/z: 456 (2,8%), 413 (19,8), 396 (25,0 %), 353 (3,1%),
344 (1,2%), 315 (2,9%), 282 (29,7), 237 (40,0%), 215 (10,0%)

Trr: 1,14

Ti=: m/z: 396 (100,0%), 381 (70,4%), 303 (1,8%), 288 (&5,2%),
275 (57,7%), 2355 (63,1%), 253 (31,4), 228 (14,7%), 213 (&60,6%)

Trr: 1,16

Tim: m/z: 45B (29,04), 398 (56,7%), 383 (13,0%), 290 (1,6%),
057 (57,7%), 255 (12,1%), 230 (2,1%), 213 (100%)

Trr: 1,17

Tas: m/z: 400 (100%4), 382 (13,8%), 367 (10,3%), 287 (27,9%),
269 (33,B%), 213 (3,9%4), 187 (12,4%), 174 (11,6%), 161 (57,3%)

Trr: 1,32

R.: m/z: 352 (30,5%), 337 (7,0%), 300 (10,0%), 282 (23,4%),

271 (2,5%), 255 (50,2%), 213 (12,0%), 120 (100%).




Trr:

R=z: m/z:
255 (15,0%),

Trre:

Rs: Trrs:

Rse: m/z:
253 (15,2%),

Trr:

R=: Trr:

Ra: m/z:
255 (31,0%),

120 (15,0%)

Trr:

Rv: m/z:
247 (10,0%),

Trrs

96

0,85

354 (85,2%), 282 (30,5%), 275 (8,04, 257 (35,0%),
215 (100%).

0,91

0,94

366 (100,0%), 351 (1,0%), 282 (30,0%), 255 (30,0%),
228 (5,0%), 213 (13,0%), 120 (21,2%).

368 ¢100,0%), 353 (8,04, 275 (3,6%), 260 (3,1%),

253 (22,0%), 247 (8,5%), 228 (12,04), 213 (4,0%),

1,00

370 (30,0%), 355 (5,0%), 328 (12,0%), 257 (30,0%),
215 (100,0%).

1,02
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Re: m/z: 380 (100,0%), 363 (9,0%), 337 (6,04), 282 (25,0%),
055 (51,0%), 253 (10,3%), 213 (8,0%), 228 (4,0%4), 120 (53,0%)

Trr: 1,02

Re: m/z: 382 (100,0%), 367 (9,5%), 289 (3,0%), 274 (12,0%),
261 (3,5%), 255 (32,5%), 253 (21,2%), 228 (37,04), 213 (30,0%)

Trr: 1,060

R:io: m/z: 380 (100,0%), 3IH65 (B,5%), 296 (57,04, 281 (15,0%),
282 (18,3%), 283 (16%), 255 (30,0%), 233 (22,0%), 228 (15,0%),
213 (12,0%).

Trr: 1,07

iR®* max (cm—*): 1650, 1740.

RMN-*H, &(360 MHz,CDCl=): 0,65 (3H,s), 0,93 (3H, d,
3=6.5 Hz), 0,98 (3H,d,J=4,8 Hz) 0,98 (3H,s), 1,00 (3H,d, J=6, 1
Hz), 1,99 (3H,s8), 4,55-4,58 (1H,m), 4,62 (1H,s), 4,68 (iH,s),

5,33 (iH,da, J=4,9 Hz).

Rsiz: m/z: 304 (78,6%), 369 (15,0%), 257 (55,04), 255 (23,2%),
215 (100,0%).

Trr: 1,08




Raiz: m/2:
255 (43,0%),

Trr:

Raxz m/z:

281 (7,6%).

Trr:

Rza: m/z:

282 (12,04

Trr:

Haiz m/z:
213 (2,74

Trr:z

Hz: m/z:
(65,7%4%), 253

Trr:

Hx: m/2z:
255 (25,0%),

Trrsa

g8

594 (100,0%), 379 (7,0%), 296 (3,0%), 282 (10,4%),
253 (10,7%), 228 (10,0%), 213 (5,B%), 211 (3,0%)

1,12

394 (100,0%), 379 (7,0%4), 296 (28,0%4), 282 (4,0%),

1,14

394 (100,0%), 379 (6,5%), 296 (19,0%), 282 (3,04),

1,15

442 (100,0%), 352 (10,5%), 337 (6,0%), 255 (30,0%),

0,85

352  (100,0%), 337 (20,0%), 282 (23,04), 255
(42,5%), 229 (28,9), 213 (11,3%), 94 (43.1%).

0,90

456 (20,0%), 366 (100,0%), 351 (4,2%), 282 (20,0%),
253 (12,0%), 228 (4,0%), 213 (4,5%)

0,97
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Ha: m/z: 458 (52,0%), 368 (18,3%), 353 (14,0%), 275 (2,8%),
260 (1,3%), 255 (12,7%), 253 (10,3%), 247 (4,0%), 228 (10,0%),
213 (9,9%), 120 (100,0%)

Trr: 1,00

H=: m/z: 445 (5,3%), 370 (2,6%), 355 (7,9%), 263 (3,8%), 57
(25,0%), 247 (10,0%), 75 (100,0%)

Trrz 1,02
Hea: Trr: 1,03

Hz: m/z: 382 (100,0%), 367 (2,9%), 289 (2,0%), 274 (11,3%),
261 (1,2%), 255 (39,8%), 228 (23,0%), 213 (25,0%)

Trr: 1,045

He: m/z: 380 (100,0%), 365 (2,7%), 296 (53,0%), 281 (12,0%),
282 (15,3%), 283 (13,8%), 255 (23,0%), 253 (8,5%), 228 (5,0%),
i
213 (11,5%)

Trir: 1,07‘

Me: Trr: 1,09
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Hio: m/z: 396 (100,0%), 381 (3,9%), 303 (20,0%), 288 (53,2%),
275 (19,5%), 255 (49,0%), 253 (23,8%), 228 (3,0%), 213 (30,0%)

Trr: 1,16
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V Fraccionamiento v estudio de los cetoesterpides de Haliclona

aglutinatta

E1 extracto correspondiente al 5% EP (40-60° C)/Ac.DEt. de H.
aglutinatta, cuyo peso era de 202 mg, fue separado por c.c.
eluyendo con EP (40-60 °C) y mezcla de EP}ACDEt al 2%,
obteniéndose una fraccién de ceto-esteroides designada como M=.

T
Esta fue analizada por c.c.f., RMN:;H C6 y CG-EM, demostrédndose
que era una mezcla de dos compusstos (Mz-1 y M=-=).

Los datos del espectro de IR y para la fraccién M= fueron:

IR: / max {em~*): B60, 1220, 1370, 1660, 286C, 29435,3400.

- los espectros de masa para los compuestos Mz-i1 y Mz—= sE

describen a continuacidén:

Mz—2: m/z: 3852 (4,2%), 337 (7,2%), 299 (11,1%), 271 (4,27,
269 (13,9%),229 (22,2%), 213 (12,5%), 149 (38,9%4),124 (100,0%},

21 (84,74, 79 (79,9%),30 (84,74).

Mz-2: m/z: 3IBO0 {(5,0%4), 365 (10,0%), 337 (11,775, 299 (23,77,
271 (10,0%), 2&9 (51,7%), 229 (20,0%)- 149 (70,8%), 124 (94,24),

1 (9B,3%), 79 (100%), &7 (78,3%).
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IBCUSION DE RESULTADBOS

Con el analisis de CG-EM y Trr fue posible identificar

los esteroles de las esponjas Tedania excavata, Reniera

macropora y Haliclona aglutinatta.

las Fig. 32, 33 vy 34 representan los cromatogramas de
gases de las mezclas de esteroles acetilados de cada
ssponja, indicadndose con nomeros los distintos esteroles

encontrados en la mezcla.
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Figura 3o

Crometogrema de gases de esteroles -acetilados de

Tedania excavata

" Temparatura

2
+or de ionizacién de llama de

1]

- 270°C: fluje de N_=0,85 ml/mim; detec-

2
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Figura 33..

J——

Crometongrema de gases de esteroles acetilados de
Reniere macropors

Temperatura= 2700°C; flujo de N_=.g,85 ml/min; detec- i
tor de ionizagg,, e liema de H, .

T
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H10 . H? 1
. “4

H
H q\/}lJ

."==

Figure 34. Cromatograma de (Gases de esteroles acetilados de

Haliclona aglutinatia.

Tempesratura = 2709C; flujo de N_= 0,85 ml/min; detec-
tor de ionizacifin de llama de H_..
' 2
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Para simplificar la discusién se analizardan separadamente
los S5 tipos de niacleos de las 12 cadenas laterales, gue
presentan los 21 compuestos diferentes identificados en las
tres esponjas estudiadas, (ver Esguema 33). Algunos de ellos
se e8ncontraron en mas de un animal. La composicion
esteroidal de las poriferas estudiadas, Jjunto con los
porcentajes en Qgue &e encuentran los esteroides en cada
espon je con el tiempo de retencidn relativo vy 1las
referencias correspondientes, se encuentran resumidas en la

Tabla 7.
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/@ AcO )
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Fig.35 o' Fig.36 & Vie. 374
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ESQUEMA 33 . Representacién de los micleos y cadenas laterales de los

esteroles encontrados en esponjas




TABLA 7°

Composicion quimica de las Poriferas y Trr de los acetatos de

esteroles.

108

NOMBRE COMPUESTO
(referencia)

" % DEL COMPUESTO

Ter

Tedania
excavata

“Reniera
macropora

Haliclona
aglutinatta

a

b

lit.

24-nor-5d=colestan
7-en-3 -0l

T, 3% (106).

3,99

0.16 0,92

lo,96 0,97

0,97

0,96

22-trans-colesta-
5,22—dien—3 ~01
Ty, 36b 09 )

0,11

0,93

L
o

0,93

colesta-5-en-38-01
T3;R6:H4, 3b¢ (99)

55,66

5,49 | 587

1,00

1,00

1,00

1,00

hd-colestan-3p-o01
T4 ,HS ,R7 s 33C @9')

0,67

12,94 6,43

1,01

1,02

1,02

1,01

22-trans~-24-metil-
colesta-5,22-dien-
3p-o1 ]

T5,R8,H6,36d ,(991

7,04

0,82 3.43

1,03

1,02

1,03

1,03

colesta-5,7-dien-
3g-ol
Tes 38¢ (107,,108)

0,92

1,03

1,02

colesta,5,24-djen-
3g-0l
Tys 36e (99)

1,85

1,05

11,05

24-metil-colesta-
5-en-3g-01
Tg :Rg ’Hy : 36T (99' )

19,57

3,80 -

1,07

61,06

1,07

24—etil-5¢-coles
..|tan-24(28)-en-3g-
ol .

TygoHgs 37h (99,109

M

2,59

5,54,

11.09

1,09

1,09
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24-metil-colesta-
5,24(28)-dien-38-
ol

1,03

50,77

8.7

1,07

1,07

1,07

1,07

22-traﬁg-24eet11-
colesta-5,22-djen-
3g8-01 .

2,88

1,57

1,13

1,12

1,13

22-trans-24-etil-
colesta-22-en-3p-
ol L

0,18

1,14

1,14

24-etil-colesta-5-
en-38-01
T13 ’H].U’ :ﬁ J (99')

0,39

9.2

1,16

1,16

1,16

24-etil-colesta-

38-01
T14, 375 (99}

3,10

1,19

1,17

colesta-5-en-7-
ceto-3g-01

1.32

22-trans-24-nor-
colesta-5,22-dien-
-38-01

Ry sHy» 36k (99)

0,39

0,85

0,85

0,85

24-nor-5ho-colestand
22-en-3p-01
Ro, 37k (99)

2,16

0,91

22-trans-24.-metil~
27-nor-colesta-
5,22-djen-38~01
Ry» 3681 (99)

3,59

0,94

0,94

22-trans-ba-coles
tan~22-en-3g-0l

Rg» 3%b (110)

7,32

-

-

0,98

0,97
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24-metil-5a~coles - 0,52 - --11,08 ~-]1,08
tan-BB—‘o'l
Ryp» 35F (99) 1

.- 6,27 - —~ 11,18 -} --
Ri3 ’

- 5,26 ~ 1,18 = | --
R14 »
22-trans-24-nor- - - 1,29 --| --10,9C¢ 0,90
colesta-7,22~dien-
3g8-01
Ho, 35% (99 )

* para identificar los compuestos de las mezclas de esteroles, se rea

1iz5 una comparacidén de los Trr eerrimenta1es con los ya descritos
en la literatura, tomandp como patrdn el colesterol.

Las figuras de cada esterol se representan en el Esquema 33.

Los compuestos obtenidos fueron designados como:
'Tl’ T2....T1 para el caso de Tedania excavata.
-Rl, R2"'R14 para Reniera macropora.

'Hl’ Hz...H10 en el caso de HalicTona aglutinatta.

La primera columna,sefiala el nombre cientifico de 1los esteroles de
cada esponja.

La segunda columna,sefiala el % en que se encuentra cada esterol en
las esponjas.

La tercera columna,indica el Tiempo de retencion relativo de los es-
teroles presentes en cada esponja.

La siguiente notacidon 38a, significa: Fiqura 35, con una cadena late-
ral tipo a (Esquema 33, pdqina 107).

Las referencias respectivas van indicadas entre paréntesis.
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I ANALISIS DE LOSB NUDLéBS ESTERCIDALES
L2

8e caracteriza por presentar una sefial importante a m/z
257, equivalente a de en el caso del colesterol, (Esguemna 8,
pagina 58, indicando la presencia de un sistema anular
totalmente saturado, el cual proviene de 1la pérdida de la
cadena lateral y del acido acético.

Se observa una sefal intensa a m/z 215, correspondiente a
la pérdida de acido acético, cadena lateral y anillo D.

Se ve tambien un ién a m/z 255 (l=, pag. 58 Y de menor
intensidad.

Los diferentes compuestos gue presentaron este tipo de

nacleo fueron: Ta, Tio, Taz, Tia, Rz, Raz.

2.A5
Exte micleo da sefales tipicas a m/z 255 y m/z 213,las

cuales corresponden a de y ea 2n el Esquema 8 del colesterol
{(pdg 58 . Otra sedal caracteristica es mfz 120 (ke)
originada por una pérdida de &cido acético y una posterior
reaccitn retro-Diels—Alder.

El fragmento a m/z 275 (h=s, pép. 358), proviene de la
pérdida parcial el anillo A.

Los distintos esteroles gque presentaron este tipo de




112

nacleo fueron: Tz, Tz, T=s, T7, Ta, T=, Tia, Tis, Ri, R .

3. -7

El compuesto T. presenta este tipo de nficleo, el cual
se caracteriza por presentar una senal intensala m/z 143
(Esgquema 23, p&g.67) y un pico de menor intensidad a m/z 253
(de, pag. 58). Ademds los iones a m/z 128 y 211 (ea, Ppag.
Sg), corroboran la presencia de dos insaturaciones en el

sistema anular.

4. N7

Los compuestos en los cuales se’' encuentra este nacleo

fueron Ti1 y H=.

Una sefal importante a m/z 94, caracteriza este tipo de
enlace doble. (Ver Esquema 22, pag. 66). Otros fragmentos
gque presentaron estos compuestos fueron a m/z 255 vy 213,
descarténdose la insaturacién en A= por no encontrarse los

iones a m/z 120 (ke, Esquema B8, p&gina 58 y m/z 275.

5. AS—7-cetp
El compuesto Ti.= no se encontraba acetilado y presenté

este tipo de nacleo. Los iones gue llevaron a suU
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determinacion fueron: %/z 187 (b»), formado por la ruptura B
entre el C12-C13 y CO-C14. '

La sefal a m/z 287 originada por 1la formacién de un
apillo de cuatro miembros a través de una ruptura # entre
los ©£5-C6 y ©£9-10 (pérdida parcial del anillo A,
caracteristica de los 7-cetoesteroides, (ver Esguema 28,

pagina 72).

I1 ANALISIS DE { AS CADENAS LATERALES

1)'CE'A22

Por difersncia entre los iones be y da (Esquema B,pdagina
58), se deduce que la cadena lateral se encuentra formada
por CeHis.

El enlace doble de esta cadena se visualiza por una senal
importante a m/z 282, correspondiente a una ruptura vinilica
con pérdida de CaH,x y transferencia de un hidrégeno desde

el ién bse. -

El compussto Tz presentd esta cadena lateral.

2) Cz=A2

Por diferencia de iones (be, d=, Esquema B, pégina Sg),
se deduce gque la cadena lateral estd constituida por 7
dtomos de carbono y 15 &tomos de hidrégeno, por lo tanto no

tiene insaturaciones. E£E1 compuesto gue presenta esta cadena



114

B85 T1.

3) Ca-A®

Los esteroles que presentan esta cadena son: T, Ta, Te ¥
Ti=. Se determindéd por diferencia de los iones bs Yy dae,
deduciéndose gue se trataba de una cadena lateral normal del

tipo colesterol,sin insaturaciones. (Esquema B, paginagg).

4) Cofi==

El compuesto T= fue el Gnico gue presenté esta cadena
lateral, la cual se asigné de 1la siguiente manera: por la
diferencia gue existia entre los iones be y de (Esgquema 8,
pdg. 58), se deduce su largo y la presencia de una
insaturacién. CeHiz.

Se presenté un ién a m/z 282, tipico de los esteroles
Az2  gue corresponde a la ruptura vinilica del enlace C20-
C2# con pérdida de CrHix y transferencia de un hidrdégeno.

El fragmento a m/z M-43 sugiere la existencia de un

sustituyente en el C-24, correspondiente a un metilo.

5) Ce—p=%
lLas sefales a m/ 281, 282 vy 283 (Esquema 12, pag. 61),

correspondiente a una ruptura B del enlace doble presente en
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la cadena lateral, caracteristico de 1los esteroles #2 ',
unida a un sistema anular insaturado.

El Gnico compuesto que presenta esta cadena es T>.

6) Com A2

Los esteroles Te y Ri: presentaron este tipo de cadena
lateral, la que se asigné por diferencia de iones entre be Yy
de (Esquema 8, pag. 58), deduciéndose que no presentaba

insaturaciones.

7) Cq_'ﬂ'j;“A-. (za)

Esta cadena se determind por una intensa seral a m/z 296,
gue corresponde a la pérdida del sustituyente del C-3 y un
reordenamiento de Mc Lafferty con eliminacién de & atomos de
carbono de la cadena lateral, lo que implica la presencia de
un enlace doble en el C-24.

El esterol Rio acetilado, equivalente a Te y He, fue el
unico gue presenté este tipo de cadena lateral, ademas se
obtuvo puro, lo gue permitidé determinar su estructura en
base a otras técnicas espectroscépicas, como espectro de IR

y RMN-1H.
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14 .
- 8l eepectro de IR (Fig. 40.), presentd absorciones en 1740

y 1650 cm™*, caracteristicas de un grupo carbonilo del

acetato y de un enlace doble respectivamente.
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-E1 espectro de RMN-'H (Fig. 41 ) presenté dos singletes a &
0,65y 0,99 ppm, correspondiente a 1los metilos de los
carbonos 18 y 19 respectivamente.

Se observan tres dobletes a 6§ 0,93 ppm con una constante
de acoplamiento de 6,5 Hz, 0,98 ppm con un J=4,8 Hz y otro a
§ 1,00 ppm con wun J=6,1 Hz. Todos integran para tres
protones asignables a los metilos en posicidén 21, 26 y 27.

Entre § 4,55 y 4,58 ppm se presenta un multiplete que
integra para un protdén correspondiente al protdén geminal al
acetato, vale decir del C-3.

En & 4,62 v 4,68 ppm se encuentran dos singletes anchos
gue integran para un protdn cada uno y son atribuibles a los
protones de un enlace doble terminal presente en el C-2B.
Finalmente en & 5,33 ppm, se presenta un doblete ancho
(J=4,9 Hz) gue integra para un protdn asignable a un protén

olefinico (98).
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B) Cio—-p="

El compuesto Tio tiene esia cadena pero no se analiza

su espectro de masa, ya que se determiné sélo por Trr.

?) Cio—=p=Z

Por diferencia de iones se deduce que la cadena lateral
es CioHies. Se observa una sermal importante a m/z 282, que
caracteriza a los compuestos con enlace doble en el C-22.
(Ver Equema 10, pag. 60).

Otro fragmento a través del cual se determind esta
cadena, fue el M+ -43, correspondiente a la pérdida de CzH»,
con lo gue se deduce gue existe un grupo etilo.

Los diferentes esteroles gue presentaban esta cadens

fueron Ti1 v Tiz.

10) Cio-A°

Los compuestos Tiz= y Tia presentaron este tipo de cadena
lateral, la cual fue determinada por diferencia de iones gue
did 1la constitucidén de CiocH=i, sin insaturaciones.

La sefal M+ —-43 corresponde a la pérdida de C=sH-, lo que

sugiere la presencia de un etilo en el C-24. (Ver Esquema B8,

pag. 58B).
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11) Cx—p==

Mediante la diferencia de 1los iones be Yy de (Esquema B,
padg. 58'), se deduce gue la cadena lateral se encuentra
formada por 7 &tomos de carbono y una insaturacién, lo que
se corrobora con el fragmento a m/z 282, que indica la
presencia de un enlace doble en el C-22.

Ri, Rz y H= presentaron esta cadena.

12) Cep =%
R= tenia este tipo de cadena lateral, pero no se analiza

su espectro de masa ya gue fue determinado sélo por Trr.

Considerando el andlisis de los nucleos y de las cadenas
laterales, podemos citar como ejemplo gue para el compuesto
T:, se sugiere el acetato de 22-trans—-colesta-5,22-dien-38-

ol.
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11 ANALIBIS DE 105 CETOESTERDIDES

M=
. El espectro de infrarrojo (Figtﬁé‘& de la mezcla de ceto-

r —_— i -

esteroides M=z, muestra una sefal a 1660 cm-i, tipica de

cetonas «,B-no saturadas.
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El cromatograma de gases (Fig. 43) representa la mezcla

mayoritaria de dos cetoesteroides.

LY L
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A S

AN S, . PR

-

~

o by o S bty by BT bW

s SRR P Sudand g Vot

Fig. 43. Cromatograma de gases de cetoesteroides (M ). ~
2

Temperatura= 270°C; flujo de N_= 0,85 ml/min; detec-
tor de ionizacidn de llama de
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Los espectros de masa de los compuestos Mz-: y M=z-= (Fig.
44 y 45), presentan rasgos generales muy semejantes,
diferencidndose s6lo en los iones de mayor peso molecular.
Desde el ion m/z 299 hacia masas menores los espectros son
practicamente idénticos, por ello serdn analizados en
conjunto.

Los iones moleculares estdn a m/z 352 y m/z 380 para M=-2
y Mz-= respectivamente. Se observa tambien una sefal intensa
a m/z 124 (a=»), caracteristica de 1los compuestosA“-—S-
cetoesteroides. Ello se confirma con los fragmentos a m/z
149 (¢=v) y m/z 229 (e=»), (ver Esguema 27, pag. 70 ).

Los espectros muestran la pérdida de la cadena lateral,
guedando un fragmento a m/z 271 y m/z 269, indicando gue R
debe estar formado por CeHix= y CaeHe en Mz—=z= y M=-a1, por 1o
tanto deben exiétir dos insaturaciones en la cadena lateral.

Una de 1las insaturaciones se confirma a través del
fragmento a m/z 299, que se origina de 1la ruptura alilica
del C-20,22, con una perdida parcial de R, sin
reordenamiento ni migraciones de &tomos de hidrdgeno. Ello
gugiere entonces 1la presencia de al menos una insaturacion
en el C-23.

La diferencia entre los dos compuestos,es gque M=z-= pierde

4% unidades. En cambio M=z=—1 pierde sélo 15 u.m.a. gue puede
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o no ser de la cadena lateral. 1 fragmento restante de
M=-=, debe ser necesariamente de la cadena lateral con dos

insaturaciones.

Considerando la semejanza de los espectros de masa se
supone gue se trata de cetoesteroides de la misma familia.
Tomando en cuenta que en este género se han encontrado
compuestos del tipo aplistano (56,99) y en esponjas de otros
géneros han sido identificados estercles con ciclopropanos en
las cadenas laterales (111,112,113,114), se puede postular gue
Me-= s el 24—isopr0pil-23,24—eti1iden—colesta—4,23—dien—3—
ona, (Fig. 46m) y M=z=-1 es el 24-metil-23,24-etiliden—-colesta-
4,23-dien-3-ona, (Fig. 46n). Para confirmar esta suposicidén,
es indispensable disponer de otras técnicas espectroscdépicas
ma&s completas vy tratar de separar ambos productos, lo gque no

fue posible en esta Tesis.
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28 X

n (Mz—l)

T

m (M2-2)

Figur® gdg, posibles estructuras propuestas
para cetoesteroides.
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CONSIDERACIONES QUIMIOTAXONOMICAS.

Incluyendo los resultados de la presente Tesis, hasta el
momento se han estudiado guimicamente tres especies del geénero

Tedania. En ellas se han encontrado:

Un macrolido vy diterpenos como compuestos minoritarios,
pero con alta actividad anticancerigena, aislados desde

Tedania ignis (B2, B3). Asi como tambien esteroles AT del tipo

c-27, C-28, C-29 y C-26. Todos con cadenas laterales
caturadas e insaturadas, (56,60). Los esteroles C-26 estaban

en cantidades trazas.

En Tedania digitata se aislé un nucledésido derivado de
purina (1-metilisoguanosina)l, con actividad hipotensora,
antinflamatoria, antialérgica, relajante muscular en ratas

(84), y un caroteno (50).

De la especie Tedania excavata (81) se identificaron en
mayor cantidad esteroles A® del tipo C-27, C-28, C-29 y C-26.
Estos ultimos estaban en un porcentaje muy bajo. Ademas se

detectaron un derivado A®*7, un A7 y un 7-cetoesteroide.
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La presencia de esteroles A=7, A7, un 7—cgtdéﬁerivado Y
esteroles C-26 en ?n un bajo “porcentaje en T. e;favata, =1

cres que &Ban de D%igen plancténico, ya gue se han%%ncontrado
en forma abundanteﬁ este tipo de metabolitos eé gl medio
mar ino.

El compuesto 7-ceto-derivado ha sido descrito
anteriormente en gastrépodos, pero no ha sido aislado de otras
esponjas. 1

Existen pocos estudios esterpidales en este genero, por
lo tanto las conclusiones gue se pueden obtener en relaciones
guimiotaxondémicas, pueden ser modificadas en el futuro, sin
embargo, se puede decir gue en £1 geénero predominan los
esteroles A® del tipo C-27, siendo colesta-5S-en-3fi-ol el

esterol mas abundante en los tres estudios.

Los datos de esteroles identificados en este género, se

resumen en las Tablas 8,9 vy 10.




TABLA B. % de la composicién de la mezcla de esteroles en
pecies pertenecientes al género Tedania.

ES-

Cerbonos T §
1.10M1E -1 ;
== i I.ianis T.excavata
- ’:\1-_'_. s
. e 0, i 1
)
¢
A O . 0,867
C 2o{Ac"7_ g
poie 22 . * 0,92
= A .
aTe24 2. 99
_ 1,85
wt
Al 4
aS 22 o ) 19,57
E:B F_’E" "":}- {28 l: :'3'-) ?. ",:)4
3 T § &
thku_ﬁj N 1,03
- 2499
E_i
[ - - 4
. F‘::I i, i . .:.q_iri_)
29 {a-s22 7 S g
P : 2.88
0,
C QS~EEf7?) -
b)) +
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TABLA 9. Contenido esteroidal del género Tedania.
E specie C-2¢€ C-27 C-28 C-29 C-=30
T. ignis + 59 16 18 -
T. ignis + 63 20 16 +
T. excavata 0,11 63,09 30,23 6,55 -

+= trazas

TABLA 10. % de los tipos

de nlcleos,en especies del género Tedania.

5 7
Especie AD A A

J. ignis - 100 -
I- ignis + +4++ -
T. excavata 3,77 96,1 0,11

+ = trazas

+++ = muy abundante
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Hasta ahora se han estudiado quimicamente 7 especies

pertenecientes al género Reniera, de donde se han aislado:

Arilcarotenos de 1la esponja Reniera japdénica (91),

probablemente con alguna actividad bioclégica relacionada con

la Vit. A.

De 1la especie Reniera fulva (92), se identificaron

compuestos acetilénicos.

Isoindoles de una Reniera sp (93).

Desde Reniera cratera se obtuvo el Z-aminoimidasol (94).

En 1la especie R. sarai (95), =se han encontrado tres

alcaloides pentaciclicos.

Be ha determinado la composicién esteroidal de: R.
cratera (60), R. sarai (90), R. " sp (113) y R. macropora
estudiada en esta Tesis. Los resultados de estos estudios se

describen en las Tablas 11,12 y 13.




TABLA 11. % de la composicién de la mezcla de esteroles en es-

pecies del género Reniera.
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e =4 C2E)

D0

et e
n

D0, 77

Carbonos R.cratera R.zarai R.macropora R. sp
o
- A 2,16
Cag a7 22 2, 0,60 0,39 2,00
£ s e = e
Ae 42,00 L&y PR 46,00
f e i 0, S0 ta 49 '
Dag Y AL &y 46 2,00 3,75
- ALy 260 . - = e
G2 240 F
wta o
a
i ] 7= -
Fio 1.80 0,52 37.00
-t -, - - o 4
AC e 0,50 2.74 !
Cr e 57 5,10 0,8

o
1,20
1,26

217)

PRras

g 40
=
.-‘\—'n. i .:_,‘ =
l--‘.iu1 1 P = L i q el
x3 14
- ot o= P
L L= S a1

14,00
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TABLA 12. "Gontenido esteroidal del génerc Renigra.

-

Especie G-26 ™| €-27 C-28 C~23 G-30
R. cratera 2,00 46,00 37,00 14,00 -
R. sarai 0,60 46,90 9,80 41,20 0,90
R. macropora| 2,55 29,50 54,85 13410 -
B. &0 aa0 | 29,80 | 58,1 8,70 -

TABLA 13. % de los tipos de ndcleos, en especies del génerc Re-

niera.

. G 5 LE=2 ]
Especies & Ja) d.e
A. cratera 4 +H =
R. sarai 48,80 | 50,60 | =
R. macropora{ 22,94 65,53 3';]_,53'
R. sp - 100,0 -

+++ = prasentes en forma abundante.,

Nota:ia espéacie B. cratera présenta principalmente esteroles del
tipo Ay NS
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De R. cratera, R. sarai y se aislararon esteroles C-27,
C-28 y C-29 del tipo A y A®, ademds de pequenas cantidades

de C-26, con cadenas laterales saturadas e insaturadas.

El principal compuesto de R. macropora fue 24-metil-
colesta-5,24(28)-dien-3R-ol, igual gue en R. cratera (S0,77%)
y R. sp (46,5%), en cambio en R. sarai el S-ax—-colestan-3f3-ol

(42%) fue el esterol mas abundante.

Reniera sarai presenté tambien esteroles C-30, Zk’ Yy OS=a=

estanoles.

En Reniera macropora al igual gue en sus congéneres, se

aislaron metabolitos del tipo A®, $6-27, C-28, C-29, con
cadenas laterales saturadas e 1insaturadas, y un baijo
porcentaje de esteroles C-26. Tambien estan presentes

compuestos del tipo Sx- estanoles en esta especie.

Los datos obtenidos en R. macropora son coincidentes con
los de dos estudios del mismo géenero.
Los estudios realizados en especies de este género,

revelan un predominio de esteroles A° y A®.
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En cuanto al namero de atomos de carbono, no se puede
generalizar, ya que en R. cratera, R. macropora vy R. sp, son
abundantes los esteroles C-27 (46%, 29,5% y 29,8%
respectivamente) y C-28 (37%, 54,85% y 58,1 respectivamente!},
en cambio, en R. sarai, los esteroles C-27 (46,9%) y C-29

(41,2%), son los predominantes.

Desde el punto de vista quimico, se han estudiado B
especies pertenecientes al género Haliclona cuyos resultados

se describen a continuacidn:

De las especies H. rubens, H. viridis y H. erina, se
aislé un polimero formado por varias unidades de piridinium
con actividad actibiotica, ictiotéxica, hemolitica y

anticancerigena (101).

Be han descrito andlisis esteroidales de las siguientes

esponjas: H. permollis, H. simulans, H. rubens, H. oculata,
H. chilensis, H. flavescens, H. aglutinatta y dos especies de

Haliclona no identificadas.
Los datos de la composicion esteroidal de estas

esponjas, se resumen en las Tablas 14, 15 y 16.




TABLA 14, 9% de 1a

pecies del género Haliclona.
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composicidn de la mezcla de esteroles en es-

vhowos H.sisulans | H.persollis H.sp ﬁ.rubens'; AH.so | H.flavescens | H.oculatals H.chilensis | H.aolutinatta
| (5,22 . . )

A7 2 + 0,50 2,00 + - 0,15 2,30 1,37 .38
208, - - . - - 1,00 - 0,54 1,29
A - - - - - 1,50 - 0,42 -

A ; 3000 |st,00 | 20,88 | 35.00 ' ’ 21,00 58,70
& 79 63,00 ;
h' - - 3,64 6,00 0,40 82,00 5,88 0,92
A 2 - + 1,00 - - 32,20 - 1,83 6,43
N\’ - - - - - 3,00 - - -
A:’EZ . . - - - 7,90 - 2 -
n;-' - - - - - 22,00 - 2,20 -
AL - - - - - 7.20 - - -
19,00 - - 3,80 7,00 - - 1,05 3,80
26,00 20,00 - 8,00 1,20 2.4 37,02 8,7¢
- 21,00 4,00 | 17,60 | 11,00 - - 16,41 3,43
- - - - - 17,10 - - -
- - - E - 3,20 - 0,9 -
- - - - - 0,15 - - -
- - - - - 7,30 - 2,64 -
- - - - - 10,00 - 0,82 -
- - - - - 0,80 - 0,37 -
- - - - - - - 0,10 -
3 6,38 | 5,00 - . 02 9,20
s §| o o[ % it 0
| %o, 24 2) i SA L ) - Pl
s, 24(28) ] i ) ] ) i ) ) it
WA - 17,00 2,00 - 4,00 - 2,9 2,30 -
| A, - - . - . 0,60 - 0,32 .
A o - - - n.e. - 4,10 - - -
a7 - . - - - 2,00 - - -
1-. “g’h - - - . - < - 0,22 -
I8 - E - - - - - 0,12 -

isladp aplistanos;
H.sp respectivamente.

0,10 y 16% pa-



TA . .
wABLA D Contenido esteroidzl del género Haliclon=.

Especie C-26 C-27 C-28 C-23 C-30
H. simulans - 63,00 19,00 15,00 -
H. permollis 0,50 30,00 47,00 1,00 -
H. sp 2,00 52,00 34,00 3,00 -
H. rubens + 24,48 21,40 15,68 _
y N.e.
H. sp + 45,00 26,00 28,00 -
H. Flavescens 2,65 50,70 39,75 6,70 | -
H. oculata 2,30 85,00 2,40 2,90 -
H. chilensis 2,35 30,91 59,57 4,76 | 0,12
H. aglutinatta 3,27 66,05 15,93 14,74 | -

n.e.= no especificado

+ = cantidades trazas
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TABLA 16. % de los tipos de nicleos

en especies del género

Haliclona.

e A° AS A7 A7,9(11]
H. simulans - 97,00 - -
H. permollis + 95,50 - -
H. sp 1,00 90,00 - -
H. rubens 29,14 65,59 - -
H. sp + 92,00 - -
H. flavescens 60,30 1,75 37,60 0,15
H. oculata - 92,60 - -
H. chilensis 6,82 89,27 1,52 -
H. eglutinatta 11,57 86,73 1,29 -

141




142

Haliclona permollis y Haliclona simulans presentaban

esteroles del tipo A%, C-27, C-2B,y C-29, con cadenas

laterales saturadas e insaturadas.

En las especies Haliclona rubens (97), Haliclona pculata

(98) y Haliclona chilensis (100), se encontraron compuestos

del tipo AT con cadenas laterales funcionalizadas con
hidroxilos, grupos carbonilos, o simplemente con enlaces

dobles.

Haliclona chilensis (99) presenté ademds esteroles AW,

principalmente C-27, C-28, €C-29, C-30 y pequeras cantidades de

A° v A7:;todos con cadenas laterales saturadas e insaturadas.

Existe un estudio gue revela la presencia de carotenos,

en la especie Haliclona permollis (57).

El1 metabolito mé&s abundante en H. aglutinatta Ffue
colesta-5-en-3R-o0l (58,7%), el cual Ffue tambien abundante en
la especie H.chilensis, H. rubens, H. permollis, H. simulans vy
en otras dos especies del genero Haliclona, no identificadas.

De todos 1los estudios estercidales realizados hasta

ahora, incluyendo H. aglutinatta, se deduce gue hay una
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tendencia al predominio de nd&leos Lf del tipo C-27 y C-28.
Sin embargo, en el sentido mas estricto, es decir,
considerando las variadas insaturaciones gue presentan las
' cadenas laterales de las especies del género Haliclona, se
nota una clara dispersié% en H. chilensis, H. flavescens (B84)

y H. rubens del resto de las especies estudiadas.
H. rubens presenta wuna composicién quimica similar al

genero Reniera.

H. aglutinatta, H. flavescens y H. chilensis tienen

rasgos semejantes, ya que en ellas se han detectado esterocles
K v A7 aungue en proporciones muy variadas (entre un 6,82% a
60,3% para el caso de Jf'y entre 1,52% vy 37,6% para esteroles
AP: (Ver pag.142). Esta clase de esteroles no fueron descritos
en el estudio de las otras especies del género Haliclona.

Es necesario sernalar que la presencia de esteroles [f en
en cantidad moderada en H. flavescens vy A® en bajo porcentaje,
hace gque esta esponja sea diferente a ambos géneros, Reniera vy

Haliclona.

En H. chilensis y H. sp (56,93), se aislaron peqguenas
cantidades de compuestos del tipo aplistano, los cuales
‘ constituyen 1los principales componentes de las Verédngidas,

(grupo anémalo dentro de las Ceractinomorfas).
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Considerando esta diferencia se deduce que algunas
especies del genero Haliclona tienen la capacidad de
sintetizar aplisteroles, siendo un rasgo ancestral que

conservan algunas Haploscléeridas.

Tomando en cuenta el debate histérico que ha tenido la
clasificacién de especies dentro del género Reniera y/o
Haliclona, con este estudio esteroidal y los datos descritos
en la literatura, se corrobora la existencia de dos géneros
diferentes, ya gque en las Renieras hay una abundancia de
esteroles C-27, C-28 y C-29 del tipo ﬂ? Yy A®, en cambio para
especies pertenecientes al género Haliclona, abundan los
esteroles C-27 y C-28 del tipo A" preferentemente. Ademas
algunas Haliclonas presentan grupos ceto ya sea en el nicleo O
en 1la cadena lateral, los cuales no han sido descritos en
especies del género Reniera. En estas ultimas se han aislado
tambien mayor cantidad de metabolitos secundarios con

actividad biolégica gue en el caso de las Haliclonas.
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CONCLUSIONES
I. Del analisis combinado de E.M. y C.G. de la esponija Ts
excavata, se identificaron catorce esteroles previamente

acetilados y uno sin acetilar; todos ellos descritos en la
literatura.

24-nor-Sx-colestan-7-en-33-0l1
22—trans—cnlesta~5,22*dien—3ﬂ—ol
colesta-5-en-3R-0l
22-trans—24—metil—colestaﬂs,22—dien—33—01
colesta-5,7-dien-3-ol
colesta-5,24-dien-3R3-0l
24-metil-colesta-5-en-3(-ol
24-metil-colesta-5,24(28)-dien-3R-ol
24-egtil-S5R-colestan-24(28)-en-3R-0l
22—trans—24-eti1—colesta—5,22—dien—3B—ol
22-trans-24-etil-Sa-colestan-22-en-3f#-ol
24-etil-colesta-5-en-3R-0l
24-etil-Sa-colestan-33-ol

colesta-5-en—-7-ceto-3R-o0l

11. Del estudio esterocidal de 1la esponja R. macropora se

identificaron los siguientes esteroles:




146

22-trans—colesta—5,22—dien—3B—ol
colesta-5S-en-3R-0l

Sa-colestan-3R-01
22—trans-24—metil—colesta—S,22—dien—38—01
24-metil—colesta—5,24(28)—dien-38-ol
24-metil-colesta-5-en-3#-0l
22—trans—24—nor—colesta—S,22-dien—3B—ol
24~n0r—5a-c01estan-ZZ—en—3B—ol
22—trans—24—meti1—27—nor-colesta—5,22—dien—33—ol

22—trans—5a—c01estan—22—en—38-ol

I11. El estudio de la composiciodn estercidal de la esponja H.

aglutinatta, arroi6 la presencia de los siguientes esteroles:

22-trans-colesta-5,22-dien-3R-0l
colesta-5-en-3R-0l

Sa-colestan-33-o0l
22—tran5—24—metil-colesta—S,22—dien—3B-Dl
24-metil-colesta-5-en-3B3-ol
24—metil—colesta-5,24(28)—dien—38—01
24—eti1-5a—culestan—24(28)—en—38—01
24-etil-colesta-5-en-383-0l

22—trans—24—nor-colesta—5,22—dien—33—ol
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22—trans—24—nor—5q—co1estan—7,22-dien-38-01.

V. Se aislaron don nuevos ceto-esteroides del tipo 3-ceto-

A®, de 1la especie Haliclona aglutinatta, cuyas estructuras

propuestas fueron:
EZ-mEti1—23,24-etiliden-colesta-4,23—dien-3—0na
24—isopropil-23,24—eti1iden—colesta-Q,23—dien-3—ona.

Estos compuestos se describen por primera vez en la
literatura; el anillo ciclopropeno refleja una vez mas, el

caracter ancestral gque conservan algunas Haploscléridas.

V. Se realizaron consideraciones guimiosistematicas, en las
tres especiles estudiadas, comprob&ndose que los datos
obtenidos en esta Tesis son concordantes con estudios

similares realizados en el género Tedania y Reniera. Para los 9

casos del género Haliclona, los resultados son consistentes
solo con algunas especies de Haliclona, presentandose

discrepancias con otras especies del mismo género.

VI, Considerando la composicién esteroidal de los generos
Reniera y Haliclona, se vratifica 1la validez de separar

taxondmicamente ambos geéneros.
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