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RESUMEN.

Este Trabajo Especial de Grado representa un aporte para la quimica de los
Productos Naturales Marinos, a través del estudio de algunos de los metabolitos
secundarios presentes en el coral blando venezolano Pseudopterogorgia americana,

colectado en el Parque Nacional Morrocoy, Edo. Falcén, Venezuela.

Se realiz6 un estudio bio-dirigido del crudo metandlico del coral
Pseudopterogorgia americana, que condujo a la separacién y purificacion de dos
metabolitos secundarios presentes en el extracto de hexano del mismo. Los
compuestos fueron aislados y purificados empleando técnicas cromatogréaficas
como: cromatografia de columna sobre silica gel y cromatografia de capa fina. Se
caracterizaron usando técnicas espectroscopicas de Resonancia Magnética Nuclear
(RMN *H y 1*C) y espectrometria de masas de baja y alta resolucién. Los metabolitos

encontrados fueron 1y I, no han sido reportados hasta la fecha.
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La mezcla de compuestos | y Il presentd toxicidad moderada (46,4 %) a una
concentracion de 1000 ppm de la mezcla de compuestos, para el ensayo de
mortalidad de Artemia salina.

En el ensayo de difusién en discos de papel se obtuvo que en la especie
Pseudopterogorgia americana no se encuentran componentes con la capacidad de
inhibir el crecimiento bacteriano de las bacterias Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae (bacterias gram negativas) y Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus,

(bacterias gram positivas).

Y en el ensayo de inhibicién de la enzima glucosa-6-fosfatasa (G-6-Pasa) se
obtuvo un porcentaje de inhibicion de la enzima de 65,0 % (0,014 nm Pi/h x mg
proteina) en microsomas intactos y de 13,6 % (0,19 nm Pi/h x mg proteina) en

microsomas rotos, con una latencia del 92,6 %
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CAPITULO I.

I.1. INTRODUCCION.

Historicamente toda la quimica organica fue la quimica de los compuestos del
carbono. Con el pasar de los afios, los quimicos de los productos naturales se
dedicaron a estudiar los metabolitos secundarios. Algunos productos naturales, entre
ellos aminoacidos, carbohidratos, y sus polimeros, fueron conocidos como los
constituyentes universales de la materia viviente y fueron considerados como
metabolitos primarios. Los productos naturales siguen siendo fascinantes, no solo
porque los organismos que pueden biosintetizarlos poseen un poder sintético que
por mucho supera el poder que tiene el hombre, no sélo por su potencial atil al
hombre en su forma natural o como patrébn para sintesis analogas, sino
principalmente porque cada tipo de estructura nueva revela algo sobre la
arquitectura molecular de la naturaleza y posee nuevas interrogantes de cémo y por

qué estos compuestos estan siendo producidos en la naturaleza.™!

La quimica medicinal es una ciencia cuyas raices fundamentales recaen en
todas las ramas de la quimica y la biologia. Entre los propésitos de la quimica
medicinal estan la separacion, caracterizacion, elucidacion de la estructura, y la
sintesis de compuestos que puedan ser usados en medicina para la cura o el
tratamiento de enfermedades. La quimica medicinal est4d relacionada al
entendimiento de los mecanismos quimicos y biolégicos a través de los cuales se
puede explicar la accion de los farmacos. También trata de establecer relaciones
entre la estructura quimica y la actividad biolégica, de manera de plantear un enlace

entre la actividad biolégica y las propiedades fisicas de los farmacos.?

La necesidad practica de farmacos para curar enfermedades, permitira dirigir

todos los esfuerzos a cumplir con esta tarea. La busqueda empirica de nuevos



agentes terapéuticos seguira siendo tan importante por un buen tiempo, como lo ha

sido durante las décadas pasadas.'

La falsa creencia de que las fuentes naturales y sus productos no tienen
vigencia hoy en dia y que solo interesan las sustancias sintetizadas en laboratorios,
estd descartada definitivamente. La sintesis quimica, generalmente se realiza
cuando la conveniencia econ6mica obliga a ello. Muchas veces los costos de la
materia prima y las dificultades para proveerse de ella convenientemente en las
fuentes geogréficas, dan pie para recurrir a la sintesis. Pero hay que tener presente
que muchas moléculas de productos naturales son tan complejas, que duplicarlas
sintéticamente constituye un reto intelectual; entonces es mas ventajoso extraer y
purificar los constituyentes a gran escala y tratar de mejorar la actividad

farmacolégica. !

Los estudios de la quimica de productos naturales de invertebrados marinos
de la clase anthozoa comenzaron a finales del aflo 1960, con el estudio de las
especies caribefias mas comunes. Desde entonces, se han reportado numerosos
estudios de la quimica de los productos naturales de los corales gorgonidos. Los
animales de este grupo son conocidos por producir acetogeninas,
sesquiterpenoides, diterpenoides y en algunos casos esteroides. Estos estudios han

sido reportados por Faulkner.



1.2. REVISION BIBLIOGRAFICA.

[.2.1. Productos naturales.

Los productos naturales son compuestos organicos producidos por microbios,
plantas y organismos marinos. Se piensa que el organismo anfitrion biosintetiza
estos compuestos, de tal manera que, produce una ventaja evolutiva sobre los
competidores, competidores por comida, luz, espacio y asi sucesivamente. Algunos
de estos productos naturales también poseen actividad biolégica util en humanos,
contra enfermedades como cancer (taxol), bacterias (penicilina), hongos e
infecciones virales, dolor e inflamacién (morfina y aspirina), solo por nombrar

algunos.!®

[.2.2. Productos naturales de origen marino.

En el transcurso de los ultimos veinte afios, el mar se ha convertido en la
principal fuente natural de moléculas bioactivas. Ello resulta l6gico si se considera
gue su extension abarca el 70 por ciento del globo y su diversidad biologica, el 95
por ciento de la biosfera. Ademas existe otro factor de interés, el 1,8 por ciento de
los extractos marinos muestran actividad en ensayos in vitro; ese valor baja al 0,4

por ciento en los extractos terrestres.”!

Esta mayor actividad responde a diversos factores. De entrada, uno de
caracter historico. La vida naci6 en el mar; por tanto, lleva mas tiempo
evolucionando en ese medio. Otro factor es la presién evolutiva, hay ecosistemas
marinos con una densidad de especies mayor que la de una selva tropical; por
ejemplo, los arrecifes de coral. En tales ecosistemas la competitividad es muy
intensa, lo que favorece la supervivencia de quien mejora continuamente sus medios

de defensa y de ataque.!”



[.2.2.1. Organismos marinos productores de moléculas bioactivas.

En la bausqueda de organismos marinos productores de moléculas bioactivas,
la atencién se centra en especies de cuerpo blando, sésiles o dotadas de un
movimiento lento y primitivo desde el punto de vista filogenético. Se trata de unas
caracteristicas bastante comunes en el medio marino, sobre todo en aguas calidas.
La supervivencia de los organismos que las poseen no se basa en la velocidad de
natacion ni en defensas fisicas (conchas o espinas) sino en la generacion de
arsenales quimicos depurados, productos de un metabolismo secundario de elevada

complejidad, que se utilizan para el ataque y la defensa frente a otras especies.!”!

Numerosas especies de antafio disponian de caparazoén, lo perdieron durante
su evolucién a favor de una defensa quimica. Las especies sésiles generan toxinas
que impiden el asentamiento de otras. Para las especies que obtienen alimento
mediante la filtraciébn del agua, las toxinas operan como antibiéticos frente a la

multitud de organismos unicelulares con los que entran en contacto constante.!”!

El mecanismo de accion de estas moléculas se dirige principalmente hacia
motivos biol6gicos muy conservados en el curso de la evolucién, por lo que resulta
efectivo incluso contra especies terrestres. Estos compuestos pueden ser
expulsados al agua en respuesta a una amenaza o inoculados mediante inyeccion
con un aguijon. También pueden ser simplemente acumulados en el organismo para
matar al agresor que los ingiere, salvando asi al resto de la colonia y disuadiendo a

futuros atacantes.!”!

[.2.2.2. Desarrollo de un producto marino.

La investigacion de productos naturales de origen marino comenzé en el

Ecuador del siglo pasado, con el trabajo pionero de Werner Bergman, de la



Universidad de Yale. Su auge se alcanz6 decenios mas tarde, merced a los aportes
de John Faulkner, de la Universidad de California, Paul J. Scheuer, de la
Universidad de Hawai, Kenneth L. Rinehart, de la Universidad de lllinois, y Murria H.

G. Munro, de la Universidad neozelandesa de Canterbury.!”!

El estudio de un producto marino consta de varias etapas: recoleccién de
especimenes, determinacion de su taxonomia, aislamiento de extractos o moléculas
susceptibles de mostrar actividad, evaluaciéon de su actividad, determinacion de la
estructura de la molécula (o moléculas) responsable de la actividad y disefio de

procesos quimicos que aseguren el suministro de la molécula en cuestién.!”!

En vista de que se va a realizar un estudio quimico de la especie
Pseudopterogorgia americana con fines de evaluar la posible actividad antibacterial
gue puedan presentar los metabolitos aislados de esta especie, es necesario dar un

breve vistazo a las bacterias y su forma de vida.

1.2.3. Las bacterias.

Las bacterias son seres vivientes microscopicos, unicelulares. Pertenecen al

reino de los protistas.™®

Los protistas estan divididos en dos grandes clases: los protistas superiores o
eucariotes, que comprenden las algas, los protozoarios y los hongos, y los protistas
inferiores o procariotes, que incluyen a los seres vivientes mas rudimentarios y

agrupan a las algas azules y las bacterias.®!

Aunque son microscopicas, las bacterias poseen, sin embargo, una estructura

bastante compleja. Como todo ser viviente, se nutren, respiran y se reproducen.®



[.2.3.1. La célula bacteriana.

En lo referente a su morfologia, se conoce que uno de los caracteres
fundamentales de las bacterias es su pequefio tamafo. Para expresarlo, se utiliza

una unidad de longitud, el micrén, indicado por el simbolo pm.®

El aspecto morfolégico es muy variable y, clasicamente, se distinguen tres
aspectos principales: i) Ciertas bacterias tienen forma redondeada, con un diametro
de aproximadamente 1 um: son los coccidios (pueden estar aislados o agrupados) y
micrococos. Pueden presentarse como bolitas perfectamente esféricas o tener un
aspecto reniforme como los meningococos o los gonococos; o, también tener forma
oblonga u ovoide, como los neumococos. ii) Otras bacterias, mas alargadas, son los
bacilos. Pueden observarse multiples formas: bacilos muy delgados o bacilos
gruesos, formas cortas, largas o curvas; bacilos con extremidades redondeadas,
deshilados en husos, con bordes cuadrados, abultados en forma de masa. El
agrupamiento de estas bacterias también es variable. iii) Por ultimo, algunas

bacterias son curvas (espirilos, espiroquetas y treponemas). (Figura 1).[®!
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Figura 1. Formas y agrupamiento de las bacterias.®!



Las bacterias son seres unicelulares, es decir, constituidos por una sola
célula. Esta posee una estructura compuesta por un citoplasma, que contiene varios
elementos y esta rodeado por una membrana, y contiene un nucleo. El conjunto esta
sostenido por un cascardn rigido. Ademas, la bacteria puede presentar otras

caracteristicas: esporas, capsulas, cilios, entre otras. (Figura 2).!

= Mesosoma
S Membrana
citoplasmatica

= ‘]'HH Citoplazma
. 1 T
" * “Wacuola

Corplzculo

basal
T Flagelo

——

Figura 2. Estructura de una bacteria.®

El citoplasma, es un gel coloidal desprovisto de todo movimiento, compuesto
por un 80 por ciento de agua, sustancias disueltas (sales minerales, proteinas,
glucidos) y por un elemento fundamental el 4cido ribonucleico (ARN), que existe en
forma diluida o granular (ribosoma). EI ARN interviene en la sintesis de proteinas. El
citoplasma encierra también vacuolas (de naturaleza grasa, mineral y glucidica),
inserciones y en ocasiones, pigmentos esparcidos en forma difusa o reunidos en
racimos. Se encuentra rodeado por una delgada membrana citoplasmatica, provista
de invaginaciones intracitoplasmaticas llamadas mesosomas, que asegura los
intercambios de la célula con el medio exterior, especialmente gracias a las enzimas

(osméticas).®!

Dentro del citoplasma se encuentra en estado libre el nucleo, presenta un
aspecto redondeado en los coccidios y oval o filamentoso en los bacilos. Esta

constituido por una larga molécula de acido desoxirribonucleico (ADN), apelotonada



y cerrada sobre si misma. Se trata del unico cromosoma de la bacteria, soporte de

los genes que codifican las propiedades hereditarias de la célula.®

La bacteria estd rodeada por una envoltura rigida, el cascarén, formada por
una enorme molécula denominada glicopéptido, compuesta por largas cadenas
polisacaridicas, en las que se intercalan elementos peptidicos y a veces estructuras
lipidicas (en las bacterias gram-negativas). Debido a su rigidez, el cascarén asegura
la conservacién de la forma propia de la bacteria. Ademas, es el punto de impacto
de los colorantes utilizados para observarla y constituye el soporte de ciertos

elementos antigénicos del microbio.®

Junto a los elementos mencionados, que son constantes, las bacterias
pueden presentar otras formaciones, que son variables, como: la capsula, los cilios o

flagelos (Figura 3), la espora y el Pili o fimbriae.®®
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e
P = Bacteria hidtrica
o O (1 2
(T
/
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Bacteria peritrica

Figura 3. Distribucion de los flagelos.™

Para observar las bacterias con el microscopio y apreciar su morfologia lo
mas simple es colorearlas. Los mas utilizados son los colorantes basicos (violeta de
genciana, tionina, fucsina, azul de metileno) y los colorantes acidos (eosina). Los

colorantes pueden ser utilizados aisladamente, es el caso de una coloracion simple.
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Sin embargo, se utilizan preferiblemente coloraciones dobles, de las cuales las

principales son la de Gram y la de Ziehl.®!

El método de Gram consiste en hacer actuar sobre las bacterias, previamente
fijadas en una ldmina, una solucién fenicada de violeta de genciana cuya accion es
reforzada por un liquido yodo-yodurado, el lugol. Asi tratadas, todas las bacterias se
colorean de violeta. En una segunda etapa, se hace actuar alcohol etilico al 95 por
ciento de pureza durante varios segundos. Algunas bacterias retienen la coloracion
violeta (se las llama gram-positivas) otras se decoloran: para observarlas, se las
somete entonces a la accion de otro colorante, la fucsina, con lo que aparecen
coloreadas de rojo (se las denomina gram-negativas). Descubierta empiricamente,
esta reaccion se basa, como se sabe actualmente, sobre la estructura quimica del
cascaron (el de las bacterias gram-negativas contiene lipidos, contrariamente al de

las bacterias gram-positivas), y es fundamental en bacteriologia.®

El método de Ziehl-Neelsen pone en evidencia la resistencia acidoalcohdlica
de ciertos microbios. Su principio es simple: en una primera etapa, se recubre la
lamina sobre la que han sido extendidos los gérmenes, fijados por calor, con una
solucién concentrada de fucsina fenicada. Después de varios minutos de contacto, la
muestra es volcada, sucesivamente, dentro de una solucion acida (por ejemplo,
acido nitrico diluido) y en alcohol etilico al 95 por ciento. La mayoria de las bacterias,
primitivamente coloreadas de rojo, pierden su coloracion como consecuencia de este
doble tratamiento. Algunas la conservan: son las acido-alcohélico-resistentes. Se ha
establecido que esta propiedad se debe, particularmente, a su composicién quimica
y a su alto contenido de acidos micadlicos y ceras. Las micobacterias (el bacilo de la
tuberculosis y el de la lepra, entre otros) pueden ser reveladas mediante la

coloracién de Ziehl.!®!

Gracias a procedimientos especiales de coloracion es posible hacer aparecer

el nucleo, las esporas, la capsula, los cilios y las granulaciones de las bacterias.'®
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Las bacterias tienen un poder antigénico. Inyectadas en un organismo animal
o humano, provocan la aparicidbn de sustancias nuevas, altamente especificas y
capaces de reaccionar con ellas: son los anticuerpos. Esta propiedad es comun a
todas las bacterias, pero reviste una importancia muy particular cuando se trata de
gérmenes patdgenos. Este poder antigénico se debe a la presencia de sustancias
quimicas en la bacteria (proteinas, glicoproteinas, lipoproteinas, entre otras), que
son los antigenos bacterianos. Estos pueden encontrarse a nivel de flagelos
(antigeno H o flagelario), del cascarén celular (antigeno O o somético) o en la

periferia (antigeno de superficie).’®

[.2.3.2. Fisiologia bacteriana.

Las bacterias son seres vivientes y como todo ser viviente se desarrolla,

respira y se reproduce.®

Para desarrollarse, la bacteria debe elaborar su propia materia prima, realizar
la sintesis de sustancias organicas. Para ello, es necesario que disponga de
elementos basicos, de materiales y de una fuente de energia que le permita efectuar

la sintesis.®!

Todas las bacterias necesitan elementos simples, constitutivos: agua,
carbono, hidrégeno, oxigeno, nitrégeno en gran cantidad; azufre, fésforo, sodio,
potasio, cloro en menor proporcion; algunas en concentraciones mucho mas
reducidas: son los oligoelementos (manganeso, hierro, cobre, cobalto, entre otros).
Ciertas bacterias pueden asegurar su desarrollo a partir de agua y de las sales

minerales que contienen estos elementos.™®

Para la mayoria de las bacterias es indispensable tener a su disposicion

materia organica energética (glucidos y proteinas). A partir de estas sustancias,
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pueden efectuar la sintesis de todas las enzimas y de los metabolitos esenciales,
indispensables a su crecimiento. Algunas bacterias requieren factores de

crecimiento, elementos necesarios cuya sintesis no pueden asegurar por si solas.®

Gracias a su equipamiento enzimatico muy variado, las bacterias pueden, en
primer término, metabolizar los alimentos que les son aportados, descomponerlos y
asimilarlos, mientras que las osmoéticas aseguran la penetracion de sustancias
exdgenas dentro del germen. Otras enzimas son capaces de sintetizar los

constituyentes celulares.®

También es necesario que dispongan de una fuente de energia. Esta puede
ser provista por la luz, puede provenir de una reaccién de oxidacion de sustancias

quimicas.™®

En las bacterias, la respiracion es generadora de energia, que servira para
efectuar las sintesis y para permitir los movimientos de la célula. Conviene distinguir
dos clases de respiracion. Ciertos gérmenes se desarrollan en presencia de
oxigeno: son las bacterias aerobias. El oxigeno que captan permite destruir
completamente la materia organica, estas son oxidaciones celulares a través de
procesos de transferencia de hidrogeno y electrones. En cambio otros gérmenes no
pueden vivir sino en ausencia de oxigeno, siendo téxico para ellos este elemento en
estado gaseoso. Son las bacterias anaerobias estrictas. Llegan a degradar la
materia organica mediante procesos de fermentacion, reacciones de
descomposicion incompletas en las que el oxigeno no interviene. A su vez, existe
una categoria de gérmenes llamados aero-anaerobios variables, que pueden utilizar

uno u otro tipo de respiracién seglin estén en presencia o en ausencia de oxigeno.®!

La escisiparidad es el modo normal de multiplicacion de las bacterias. La

observacion prolongada de un germen permite verificar el estiramiento del cuerpo
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microbiano, la aparicidn de un estrangulamiento que se acentla y termina con la
separacion de dos células hijas. La division celular comienza por el nicleo que se
alarga. La cromatina se reparte segun el gran eje de la bacteria y se escinde en dos
partes rigurosamente iguales, que se alejan una de otra. Se dice que el cromosoma
se repite. Luego de un septum, aparece un tabique transversal a partir de la
membrana citoplasmatica y, como un diafragma, separa las dos células hijas. Asi,
una bacteria da origen a dos nuevos microbios que, a su vez, se dividiran igualmente

dando cada uno dos nuevos descendientes y asi sucesivamente.®!

Ciertas bacterias pueden reproducirse por esporulacion. Situadas en
condiciones de vida desfavorables, estos gérmenes esporulan, producen una
espora, organismo mucho mas resistente que la forma vegetativa de la que surgen.
Cuando la espora encuentra un medio favorable para su desarrollo, germina, dando
nacimiento a una bacteria comparable en todo sentido a la bacteria de origen. Este

proceso, es un modo ocasional de conservacién.®

En vista de que se va a realizar un estudio quimico de la especie
Pseudopterogorgia americana con fines de evaluar la posible actividad
hipoglicemiante que puedan presentar los metabolitos aislados de esta especie, es
necesario dar un breve vistazo al origen del problema, éste es la diabetes y ciertos

aspectos en torno a la misma.

|.2.4. Diabetes.

Las células del cuerpo necesitan energia para mantenerlo activo, mantener
las funciones vitales, la temperatura corporal y los movimientos musculares entre
otras funciones. Esta energia tiene su fuente de origen en la glucosa, la cual entra

en el organismo a través del consumo de alimentos. Luego, con la digestion, a lo
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largo del tubo digestivo se pone en marcha una cadena de transformaciones

quimicas que convierte los alimentos en elementos mas pequefios: !

Pan, arroz, garbanzos... Hidratos de Carbono Glucosa

Los alimentos transitan por el tubo digestivo y, al llegar al intestino delgado, la

glucosa pasa a la sangre. !

Intestino

Figura 4. Absorcién de la glucosa.

Para regular el uso de la glucosa en el organismo, el pancreas produce
insulina, por lo cual es vital que para que el proceso metabdlico se realice
correctamente, el azucar, el almidén y otros alimentos sean transformados en la
energia que el cuerpo necesita para satisfacer los requerimientos de la vida diaria. Si
el organismo no esta en capacidad de generar o utilizar correctamente la insulina, se

desarrolla una enfermedad conocida como diabetes."!
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La diabetes es una enfermedad crdnica que incapacita al organismo de
utilizar los alimentos adecuadamente, es decir, el proceso de metabolizacion de la
glucosa no se realiza de manera eficaz y como consecuencia la glucosa no puede

alojarse en las células.”

Cuando los valores de glucosa en sangre se encuentran por debajo de 55
mg/dL, se denomina hipoglicemia; si estan entre 70 y 110 mg/dL se consideran
valores normales y se conoce como normoglicemia y cuando son mayores a 110
mg/dL, se consideran valores anormalmente altos, conocido como hiperglicemia, la
cual puede causar numerosos problemas de salud tales como enfermedades en los

rifiones, pérdida de la vision y problemas vasculares y cardiacos.

|.2.4.1. Diabetes Mellitus.

La diabetes mellitus (DM), es un trastorno endocrino-metabdlico crénico, que
afecta la funcién de todos los 6rganos y sistemas del cuerpo: el proceso mediante el
cual se dispone del alimento como fuente energética para el organismo
(metabolismo), los vasos sanguineos (arterias, venas y capilares) y la circulacion de
la sangre, el corazdn, los rifiones, y el sistema nervioso (cerebro, retina, sensibilidad

cutanea y profunda, etc).*”

Las células metabolizan la glucosa para convertirla en una forma de energia
atil; por ello el organismo necesita recibir glucosa (a través de los alimentos),
absorberla (durante la digestion) para que circule en la sangre y sea distribuida por
todo el cuerpo, y que finalmente, desde la sangre, entre al interior de las células para
gue pueda ser utilizada. Esto ultimo sélo ocurre bajo los efectos de la insulina. En la
DM el pancreas no produce o produce muy poca insulina ocasionando que las
células del cuerpo no responden normalmente a la insulina que se produce, esto

evita o dificulta la entrada de glucosa en la célula, aumentando sus niveles en la


http://es.wikipedia.org/wiki/Sistema_endocrino
http://es.wikipedia.org/wiki/Metabolismo
http://es.wikipedia.org/wiki/C%C3%A9lula
http://es.wikipedia.org/wiki/Insulina
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sangre (hiperglicemia). La hiperglicemia crénica que se produce en la DM tiene un
"efecto toxico" que deteriora los diferentes 6rganos y sistemas y puede llevar al

coma y la muerte.*”

La DM no es una patologia Unica sino un sindrome, por lo cual esta
denominacion incluye hoy en dia a varios tipos de afecciones diferentes pero con
una caracteristica comuan: la hiperglicemia y sus consecuencias. Hay cuatro clases
de diabetes mellitus: DM tipo | (insulinodependiente o diabetes juvenil); DM tipo Il
(no insulinodependiente, generalmente iniciada en la adultez); DM gestacional (un
tipo desarrollado durante el embarazo); y otros tipos de diabetes (desarrollados en el

contextos de otras enfermedades o trastornos que se asocian a DM).[*”

Existen muchos factores de riesgo para esta enfermedad, como:

e Herencia.

e Obesidad.

o Edad superior a 45 afios.

e Algunos grupos étnicos (particularmente afroamericanos, nativos americanos,
asiaticos, islefios del pacifico e hispanoamericanos).

« Diabetes gestacional o parto de un bebé con un peso mayor a 4 kg.

e Presion arterial alta.

e Niveles altos de triglicéridos en la sangre (un tipo de molécula grasa).

« Nivel alto de colesterol en la sangre.

« Sedentarismo.l”

La Asociaciéon Estadounidense para la Diabetes (American Diabetes
Association) recomienda que todos los adultos mayores de 45 afios se sometan a un
examen para diabetes al menos cada tres afios y con una frecuencia mayor para las

personas que se encuentran en alto riesgo.*!


http://es.wikipedia.org/wiki/S%C3%ADndrome
http://es.wikipedia.org/wiki/Insulinodependencia
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[.2.4.2. Diabetes mellitus tipo I.

A este tipo también se le conoce como diabetes de la juventud o diabetes
dependiente de la insulina y es provocada por una destruccion (inmunoldgica) de las
células productoras de insulina del pancreas. Los pacientes con este tipo de
diabetes deben aplicarse insulina, de no hacerlo, pueden ser propensos a presentar
un coma diabético y por esta razén el tratamiento desde el momento del diagndstico

es con insulina en inyecciones subcutaneas.*?

[.2.4.3. Diabetes Mellitus tipo II.

Conocida como diabetes del adulto o diabetes no dependiente de la insulina,
es la forma mas frecuente de diabetes y se presenta como resultado de una
resistencia a la accién de la insulina con una secrecion insuficiente de la misma por

el pancreas.!*?

Los pacientes con diabetes tipo Il permanecen sin diagnostico entre 5y 10
afos, como consecuencia de que los sintomas que presentan son leves, en otras
palabras, presentan ligera elevacion de la glucosa en sangre y por ello no

manifiestan los sintomas de la enfermedad.*?

El riesgo de presentar diabetes se incrementa con la edad, la obesidad, la
falta de ejercicio fisico, hipertensién arterial (elevacion de la presion arterial),
dislipidemia (elevacion de las grasas en la sangre, como son el colesterol y los

triglicéridos). Esta fuertemente asociada con una predisposicién genética.*?!
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1.2.4.4. Diabetes Mellitus Gestacional.

La diabetes gestacional, es una condicién en la cual el nivel de la glucosa es
elevado y otros sintomas de la diabetes aparecen durante el embarazo en una mujer
gue no ha sido diagnosticada con diabetes previamente. Todos los sintomas de la

diabetes desaparecen después del parto.!**!

A diferencia de la diabetes mellitus de tipo I, la diabetes gestacional no es
causada por la carencia de insulina, sino por los efectos bloqueadores de las otras
hormonas en la insulina producida, una condicion referida como resistencia a la

insulina.*®!

1.2.4.5. Glucdlisis.

La energia quimica almacenada en la glucosa y en otras moléculas
combustibles se libera para realizar trabajo biolégico. El principal combustible de la
mayoria de los organismos es la D-glucosa y juega un papel muy importante en el
metabolismo pues es un precursor extremadamente versatil, capaz de suministrar
una gran cantidad de intermediarios metabdlicos, que son materiales de partida

necesarios para reacciones biosintéticas.!*¥

El destino metabdlico de la glucosa podria abarcar numerosas
transformaciones pero en las plantas y animales superiores tiene tres destinos

principales:

« Puede ser almacenada.
o Oxidada a un compuesto de tres carbonos (piruvato) via glucdlisis.

« Oxidada a pentosas, via ruta de las pentosas fosfato (fosfogluconato).*
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La glucdlisis es una ruta metabdlica en la que se degrada una molécula de
glucosa en una serie de reacciones catalizadas enzimaticamente, dando dos
moléculas de piruvato. Durante la secuencia de reacciones, parte de la energia libre

cedida por la glucosa se conserva en forma de ATP (Figura 5). 4

La rotura de la glucosa, que contiene seis atomos de carbono en dos moléculas
del piruvato formado por tres carbonos tiene lugar en diez pasos, divididos en dos

fases.[*¥

Los cinco primeros pasos constituyen la fase preparatoria; es estas reacciones
la glucosa es fosforilada en primer lugar en el grupo hidroxilo en el carbono 6 (paso
1). La D-glucosa-6-fosfato formada se convierte en D-fructosa-6-fosfato (paso 2) que
vuelve a ser fosforilada pero esta vez en el carbono 1, generando D-fructosa-1,6-

bifosfato (paso 3). El ATP es el dador de fosfato en ambas fosforilaciones.**

La fructosa-1,6-bifosfato se cliva a continuacion dando dos moléculas de tres
carbonos, la dihidroxiacetona fosfato y el gliceraldehido-3-fosfato (paso 4); éste es el
paso de la ruptura. La dihidroxiacetona fosfato se isomeriza a una segunda molécula

de gliceraldehido-3-fosfato (paso 5), o que finaliza la primera fase de la glucdlisis.
[14]

El retorno energético tiene lugar en la fase de beneficios de la glucdlisis. Cada
molécula de gliceraldehido-3-fosfato es oxidada y fosforilada por fosfato inorganico
(no por ATP) formando 1,3-bisfosfoglicerato (paso 6). En la conversion de las dos
moléculas de 1,3-bisfosfoglicerato en dos moléculas de piruvato (pasos 7 a 10) se

libera energia. ¥
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[.2.4.6. Gluconeogénesis.

La gluconeogenésis es la formacion de glucidos o carbohidratos a partir de
precursores no glucidicos, de los cuales los mas importantes son el piruvato, el

lactato, la alanina y el glicerol.l**!

Del mismo modo que la conversion glucolitica (glucélisis) de la glucosa en
piruvato es una ruta central del catabolismo glucidico, la conversion del piruvato en
glucosa es una ruta central en la biosintesis de glucidos. Estas rutas no son
idénticas aunque comparten muchos pasos. Siete de las diez reacciones de la

gluconeogénesis son la inversa de las reacciones glucoliticas.!**!

La gluconeogénesis hepética se encuentra regulada en dos puntos principales
(Figura 5):

1. La carboxilacion del piruvato por la piruvato carboxilasa.
2. La desfosforilacion de la fructosa-1,6-bisfosfato por la fructosa-1,6-

bisfosfatasa. [*4

Glicolisis Gluconeoyénesis

ATP Glucosa Pi
Hexoquinasa Glucosa-6-fosfatasa
ADP Glucosa -6-fosfato H,O

U

ATP Fructosa-6-fosfato Pi
Fructosa-
Fosfofructoquinasa 1,6-bifosfatasa
ADP Fructosa-1,6-bifosfato H,O



— T

Dihidroxiacetofosfato Dihidroxiacetofosfato

AN .

Gliceraldehido-3-fosfato

NAD" NAD"
NADH + H @ @ NADH + H

1,3-Bifosfoglicerato
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Figura 5. Reacciones de Glucdlisis y Gluconeogénesis. **
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1.2.4.7. Sistema glucosa-6-fosfatasa.

La glucosa-6-fosfatasa (G-6-Pasa) es una enzima localizada
predominantemente en el reticulo endoplasmético (RE) del higado y del rifién y
cataliza el paso final tanto de la gluconeogénesis como de la glucdlisis, convirtiendo

la glucosa-6-fosfato (G-6-P) en glucosa (G) y fosfato inorganico (Pi).*!

La enzima G-6-Pasa ha sido descrita por Burchell y col.*®), como un sistema
multicomponente formado por cinco polipéptidos (Figura 6): la subunidad catalitica,
con su sitio dirigido hacia el lumen del RE, una proteina estabilizadora y tres
proteinas transportadoras: T1 que se encarga de transportar la G-6-P hacia el lumen
del RE donde se hidroliza en glucosa y fosfato inorganico; T2 y T3 que se encargan

de transportar los productos formados (G y Pi) hacia el citosol, respectivamente.!*®!

Glucégenolisis

G-6-P

|

Neoglucogénesis

[ Célula Hepatica }

Membrana Plasmética

Figura 6. Diagrama esquematico del metabolismo de la glucosa hepética. ¢
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Segun este modelo, si alguno de los componentes del sistema de la G-6-Pasa
es inhibido, se disminuye la capacidad del higado de producir glucosa por
gluconeogénesis o glucdlisis con la consecuente reduccién de la glicemia. De esta
manera la inhibicién de la enzima G-6-Pasa podria ser utilizada para controlar la

hiperglicemia presente en la diabetes mellitus tipo I1.1**!

Existen algunos inhibidores reportados para la enzima G-6-Pasa como lo son:

acido clorogénico y algunos flavonoides tal y como lo sefialan Estrada y col.™*"]

O
o |
H
ws )P’ 7
OH
OH

Figura 7. Acido Clorogénico.!*”!

Tomando en cuenta que se realizara la evaluacion de la actividad biologica
del material extraido de la especie Pseudopterogorgia americana, se va a revisar de

manera general algunas pruebas de actividad bioldgica encontradas en la literatura.
1.2.5. Pruebas de actividad biol6gica.

La actividad bioldgica se refiere a cualquier efecto que ejerce la muestra
sobre los seres vivos, de modo que existe un gran namero de ensayos utilizados

para monitorear los estudios quimicos.!®!
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Cuando el estudio quimico esta destinado al aislamiento de principios activos
responsables de una determinada actividad se usarédn ensayos especificos. Sin
embargo, McLaughlin ha presentado tres bioensayos simples que pueden ser

aplicados con caracter general, éstos son:

a) Mortalidad de Artemia salina, que tiene una correlacion positiva con ensayos
sobre células 9KB (carcinoma nasofaringeo humano) por lo que puede ser usado

para detectar antitumorales y pesticidas.*® ¥

Al ser colocados los huevos de camaroncitos de salina en agua de mar,
después de 48 horas se produce una cantidad de larvas Utiles para usos
experimentales. Los extractos de productos naturales, las fracciones o los
compuestos puros son evaluados por triplicado en frascos que contienen 5 mL de
agua de mar y diez camaroncitos. Después de 24 horas se cuentan los

sobrevivientes.**!

El ensayo de Artemia salina, es poco costoso y poco laborioso, ademas es
rapido y simple. Se utilizan grandes cantidades de organismos para validaciones

estadisticas.*?!

b) Efectos inhibitorios del crecimiento de tumores sobre discos de papa ("Crown
gall”) causados por una droga. Este es paralelo al efecto observado en ensayos
in vivo contra ceélulas 3PS (leucemia tipo murine), por lo cual el ensayo es util

para detectar compuestos anticancerigenos.*®

Los tumores cancerosos tipo corona (Crown gall) representan una
enfermedad neoplasica de las plantas, inducida por la bacteria Gram negativa,
Agrobacterium tumefaciens. Se demostré que el efecto inhibitorio del crecimiento de

los tumores cancerosos tipo corona en discos de tubérculos de papas, muestra una
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aparente correlacion con el efecto antitumoral de compuestos y extractos de plantas

que son activos en los ensayos in vivo contra células 3PS.[**!

c) Efectos sobre el crecimiento de una planta acuética, Lemna minor, (dockweed)
gue se usa en el despistaje simple de varias actividades, incluyendo antitumoral,

herbicida y estimulante del crecimiento de las plantas.™® **

Lemna minor, es una monocotiledonia acuatica en miniatura. Las plantas de
Lemna tienen una fronda central ovoidal o fronda madre con dos frondas hijas
pegadas a los lados y una raiz con filamentos. Bajo condiciones normales la planta
se reproduce exponencialmente a partir de las frondas hijas a los lados de la fronda
madre. Este ensayo es similar al de la mortalidad de la artemia salina, porque de
igual manera se prepara una serie de soluciones de la sustancia a evaluar. En dicha
solucion se hace crecer la planta y luego de unos dias se cuentan el numero de

frondas y se hace el estudio estadistico.!**’

Se van a aplicar los ensayos de mortalidad de Artemia salina, ensayos de
difusion en discos de papel, técnica de Kirby y Bauer y la determinacion de la
actividad de los productos que se logren aislar en el ensayo de inhibicion de la

enzima G-6-Pasa, descrita por Burchell y Waddel.

Ahora, la revision va a estar enfocada hacia el phylum al que pertenece la
especie Pseudopterogorgia americana, con el objeto de conocer las caracteristicas

generales de los organismos pertenecientes a dicho phylum.
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[.2.6. Phylum Cnidarios.

El filo coelenterata o cnidaria, incluye las hidras, bien conocidas, medusas,
anémonas de mar y corales. Los colores brillantes de muchas especies aunados a
su simetria radial, crean a menudo un indice de belleza sobrepasado por pocos

animales.?”

Los celentéreos o celenterados poseen dos caracteristicas estructurales
propias de los metazoarios. En primer término, un espacio interno para la digestion,
llamada en estos animales cavidad gastrovascular (Figura 8). Esta cavidad se
extiende a lo largo del eje polar del animal y se abre al exterior de un extremo para
formar una boca. La presencia de cavidad digestiva y boca permite a estas especies
utilizar una gama mucho méas amplia, en cuanto se refiere al tamafo de las
particulas alimenticias que la empleada por los protozoarios y las esponjas. Por otra
parte, se observa en los celentéreos un circulo de tentaculos, que representan
prolongaciones en la pared corporal, rodeando la boca, y que constituyen una

importante ayuda en la captura e ingestién del alimento.*”

La pared corporal de los celentéreos consta de tres capas fundamentales
(Figura 8), una externa de epidermis, otra interna integrada por ceélulas de
revestimiento de la cavidad gastrovascular, y entre ambas una tercera capa llamada
mesoglea. Esta Ultima puede variar desde una membrana delgada, no celular, hasta
una estructura mucoide, parecida a gelatina, fibrosa y gruesa, con amibocitos

errantes o sin ellos.?”
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Figura 8. A, Forma corporal polipoide. B, Forma corporal medusoide.?”’

Si bien todos los celentéreos se caracterizan por la presencia de tentaculos y
por su simetria radial, se han observado dos tipos estructurales distintos dentro del
filo. Uno de ellos, sésil, es conocido como polipo, el otro, que nada libremente,
recibe el nombre de medusa. En forma tipica, el cuerpo de un pdlipo es un tallo
cilindrico cuyo extremo oral, portador de la boca y tentaculos, se dirige hacia arriba,
y el extremo opuesto o aboral permanece fijo (Figura 8. A). El cuerpo medusoide
parece una campana o una sombrilla, con la parte convexa hacia arriba y la boca

localizada en el centro de la superficie inferior concava (Figura 8. B).?”

Algunos de estos animales muestran solamente forma polipoide, otros sélo
medusoide, mientras otros pasan por ambas formas durante el curso de su ciclo

vital.[?%

Salvo las hidras y algunos otros hidrozoarios de agua dulce, todos los
celentéreos son marinos. La mayor parte viven en los litorales; las formas sésiles
abundan en las costas rocosas o en formaciones coralinas de aguas tropicales. El
filo estd compuesto de unas 9000 especies vivas Yy los ricos depdésitos fosiles datan

del periodo cambrico.?”
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Como el objeto de estudio de esta investigacion es un invertebrado de forma
polipoide, profundizaremos el estudio de las hidras, para comprender la estructura

de la especie.?”

Las hidras son polipos solitarios, cilindricos, que fluctian de unos pocos
milimetros a 1 cm o mas de longitud, su didmetro rara vez excede de 1 mm. El
extremo aboral del tallo cilindrico que constituye el cuerpo forma un disco basal, que
sirve al animal para fijarse al substrato. El extremo oral contiene una prominencia o

cono llamado hipostoma en cuya parte superior se encuentra la boca.*”

En cuanto a la locomocién, se tiene que el tallo corporal y los tenticulos de la
hidra pueden extenderse, contraerse, o incurvarse a un lado y a otro. El liquido de la
cavidad gastrovascular desempefia un papel importante como esqueleto hidraulico,
absorbiendo agua por la boca, como resultado de la vibracion de los flagelos

gastrodérmicos.?”

Las hidras, como muchos celentéreos, son carnivoras y se alimentan
principalmente de pequefios crustaceos. El contacto con los tentaculos provoca la
descarga de los nematocistos, los cuales primero envuelven y después paralizan la
presa. Los tentaculos llevan el organismo capturado hacia la boca, la cual se abre
para recibirlo. La abertura de la boca quizd obedezca a un reflejo iniciado por
liberacién de glutation reducido por parte de la presa. La secrecion de moco ayuda a
la deglucion, pudiendo la boca distenderse mucho. Por ultimo, la presa llega a la
cavidad gastrovascular. Luego se inicia la digestion de las proteinas y luego la

digestién continda en el interior de las células.®

Estos animales carecen de oOrganos especiales para la respiracion y

excrecion. El intercambio de gases se produce a través de la superficie del cuerpo.
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Los desechos nitrogenados son casi exclusivamente en forma de amoniaco que

también se difunde por la superficie corporal.?”!

Dentro de este filo se agrupan varias clases, entre ellas estan: la clase
Hydrozoa (hidrozoarios), clase Scyphozoa (escifiziarios) y clase Anthozoa

(antozoarios).!?"!

o Excrecencias marinas adheridas a las rocas,
conchas y pilotes de los muelles.
 Los pocos cnidarios de agua dulce conocidos. »  Clase Hydrozoa.

« Algunas medusas dulceacuicolas con etapas

polipoidales reducidas. )
e Medusas. } Clase Scyphozoa.

e Anémonas de mar.
e Gorgonias.
e Corales. Clase Anthozoa.

e Trinitarias marinas.

De las clases mencionadas, la clase anthozoa es la que agrupa a los corales
y por tal motivo es de interés para complementar la informacion bibliogréfica acerca

de la especie Pseudopterogorgia americana.

.2.6.1. Clase Anthozoa.

Los antozoos son celentéreos polipoides solitarios o coloniales en los que no

se observa etapa medusoide. Son miembros de esta clase muchas formas bien
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conocidas como anémonas de mar, gorgonias, corales y trinitarias de mar. Es sin
duda, la clase mas nutrida de los celentéreos, ya que incluye mas de 6000

especies.?”

Aunque los antozoos son polipoides difieren netamente de los pélipos de
hidrozoos. La boca conduce a una faringe tubular que se extiende a mas de la mitad
de camino en la cavidad gastrovascular (Figura 9). La faringe deriva del ectodermo
invaginado. La cavidad gastrovascular esta dividida por tabiqgues o mesenterios
longitudinales, en compartimientos radiados, y los bordes mesentéricos ostentan
nematocistos y éstos no poseen tapa u opérculo. Las génadas son gastrodérmicas.
El nematocisto tiene su extremo superior dividido en tres partes que se pliegan hacia

atras durante la expulsion.'?”!

En esta clase estan incluidos los corales octocoralarios, éstos junto con otras
especies marinas, como plumas de mar, abanicos de mar, pensamientos de mar,
organos de mar y el coral latigo forman la subclase Octocorallia (octocorales) o

Alcyonaria (alcionarios).?”

~Mesenterio

Cavidad
gastrovascular

Figura 9. Estructura de un pélipo antozoario. Seccién longitudinal.*”’
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Los octocorales tienen siempre ocho tentaculos pinados, es decir, poseen

ramas laterales en forma de pluma. En relacion con el nimero de tentaculos, hay

siempre ocho mesenterios completos, y poseen un sélo sifonoglifo.?”!

Los octocorales son cnidarios coloniales, los pélipos (Figura 10) de una

colonia de octocorales estan unidos por masas de tejido que reciben el nombre de

cenénquima y que consisten en porciones de mesoglea perforadas por tubos

gastrodérmicos que se continlan con las cavidades gastrovasculares de los

p6lipos.”!

4 Tertaculo

Meserrterio %

Sifonoglifo

Cavidad i
astrovascular | 2 V ) Filamerto
X g W\ ‘mesentérico
Gonadas

Figura 10. Estructura de un coral gorgénido de la subclase octocorallia de los

antozoarios (Segun R. C. Moore).[?
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Entre las formas mas conocidas de octocorales destacan las gorgonias o
corales corneos (orden Gorgonacea), que incluye las plumas de mar, abanicos de
mar, el coral latigo y el preciado coral rojo (corallium). Los gorgdnidos son miembros

corrientes y conspicuos de las faunas de arrecife.!?”!

[.2.6.3. Orden Gorgonacea.

El cuerpo de la mayor parte de los corales gorgénidos posee un bastoncillo
axial central compuesto de una sustancia organica llamada gorgonina. En torno al

eje hay un cilindro de cenénquima y poélipos (Figura 10).12

El cenénquima posee osiculos o espiculas calcareas enclavadas, de
diferentes formas y colores. Es precisamente el color de las masas calcareas del
esqueleto el que presta su matiz amarillo, anaranjado o el color de espliego de
algunas especies. El color amarillo pardo de muchas especies de arrecife proviene

de la presencia de zooxantellas simbiéticas.?”

Las colonias de la mayoria de los corales gorgdnidos son varas erectas

ramificadas y parecen asi mas bien plantas.”
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1.3. DESCRIPCION TAXONOMICA.

Reino: Animallia.

Phylum: Cnidaria.

Clase: Anthozoa.

Subclase: Alcyonaria.
Orden: Gorgonacea.
Familia: Gorgoniidae.
Género: Pseudopterogorgia.

Especie: P. americana.?"!

Figura 11. Especie Pseudopterogorgia americana.'??!

Esta especie fue clasificada por el naturalista y quimico aleman Johann

Friedrich Gmelin en el afio 1791.12%

Nombre cientifico: Pseudopterogorgia americana (Gmelin, 1791).12%

Nombre comdn: Rama.?*

Descripcion general: Colonia de una altura aproximada de 75 cm, ramificada,
bipinada, flexible, con pinas hasta de 15 cm de longitud. Superficie de la colonia muy
viscosa 0 mucosa. Escleritos corticales escafoides, fuertemente curvados, entre 0,1
y 0,2 mm de longitud y escleritos husiformes de entre 0,08 y 0,210 mm de longitud,;
escleritos de los pdlipos en forma de varillas octorradiadas. Axis cilindrico, corneo,
negro o marron claro y con estrias longitudinales. Cuando se colectan y se extraen
ejemplares fuera del agua, expulsan un mucus viscoso. Al secarse, las ramas se

secan por el mucus secretado, lo que hace a los ejemplares poco atractivos.?* %!
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Habitaculo: Se localiza entre los espacios arenosos de las formaciones de
arrecifes de Punta Charagato y Playa Conejo (Isla de Cubagua) y el Farallén (Isla de
Margarita) hasta unos 5 m de profundidad sobre sustratos duros constituidos por
arenas esqueletales y rocas, sedimentos gravosos y encima de corales pétreos.
También se encuentran en el Parque Nacional Morrocoy y en un arrecife costanero

de Isla Alcatraz.!**

Coloracién en vivo: Amarillo palido.*

Coloracién en seco: Negro.?*

Otros miembros del género Pseudopterogorgia:

. acerosa

. albatrossae
. anceps

. australiensis
. bipinnata

. blaquilenesis
. elisabethae
. formosa

. fredericki

. hummelincki
. hystrix

. kallos

. luzonica

. marcgravii

. havia

. oppositipinna

[ ]
U U U U U U U U U U U U U U U U T

. pinnata
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e P.rigida
e P. rubrotincta
¢ P.thomassini

« P.torresia ?®

Distribucion General: Alaska, Bahamas, Belize, Colombia, Costa Rica, Cuba,
Estados Unidos, Republica Dominicana, Honduras, Martinica, México, Nicaragua,

Panama, Puerto Rico, Trinidad y Tobago, Venezuela.l?®

Distribuciébn en Venezuela: Archipiélago Los Roques, Isla de Margarita,
Romero, Isla de Cubagua, Isla Larga, Islotes Caribe y Los Lobos, Parque Nacional

Morrocoy, Isla Alcatraz.*¥

Leyenda:
. Existencia a nivel de pais.

Ausencia a nivel de pais.

Figura 12. Distribucién General.



36

I. 4. ANTECEDENTES.

El estudio de la especie Pseudopterogorgia americana en la blsqueda de
metabolitos secundarios que posean actividad biolégica ha sido de interés para
muchos investigadores alrededor del mundo. Estos estudios han sido llevados a
cabo desde hace ya varios afos y los resultados que han sido obtenidos se resumen

en estéa investigacion, de manera de dar soporte a la misma.

En el afio 1973, A. J. Weinheimer y col. Aislaron una nueva betaina marina,
esta es la Norzooanemonina (1), fue separada del extracto etandlico de la especie
Pseudopterogorgia americana por intercambio iénico seguido por cromatografia en
columna. Su estructura fue deducida por su composicion elemental conocida en un
espectro de masas y adicionalmente se tomaron espectros de IR y RMN *H, y dicha

estructura ha sido confirmada a través de sintesis.[* 2!

El ejemplar fue colectado en Florida, se tenian 3,5 Kg de la corteza superficial
de Pseudopterogorgia americana, ésta fue extraida con hexano frio y caliente, y con
3 litros de etanol 95 por ciento. El extracto etandlico filtrado fue reducido a la mitad
de su volumen y diluido con un volumen igual de agua destilada. Luego de un
tiempo, el precipitado fue removido por filtracion. Una pequefia alicuota de la
solucion fue evaporada a sequedad, y de la masa del residuo, se estim6 que la
solucion contenia aproximadamente 100 g de soélidos disueltos. La solucion
alcohdlica al 50 por ciento fue pasada a través de una columna de Bio-Rad AG 21 K,
resina de intercambio ionico de grado analitico, la cual habia sido lavada con alcohol

acuoso 50 por ciento.?”!

La solucion del efluente de la columna anterior fue pasada por una segunda
columna de Dowex 50W-XB resina de intercambio i6nico, esta columna fue eluida

primero con alcohol acuoso al 50 por ciento y luego con hidréxido de amonio 5 por
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ciento. La solucién de hidréxido de amonio fue evaporada a sequedad, quedando 10
g de material, el cual fue sometido a cromatografia en columna sobre 400 g de
alimina empleando una mezcla de etanol- hidréxido de amonio (10:1) como eluente.

Se recolectaron 10 fracciones de 25 mL y una fraccién de 500 mL.2"!

Se encontraron 150 mg de Norzooanemonina en las tres Ultimas fracciones
de 25 mL y en la fraccion de 500 mL. Fue recristalizado en una mezcla de metanol-

acetona y se obtuvo como un sélido incoloro de punto de fusién (260- 263) °C.1?")

HaC CH
3 \N{/Jr\\.,\,/ 3

(6{0]0)

(1)

En el afo 1982, Richard R. Izac y col. Examinaron diversas especies marinas
del phylum Cnidaria, entre ellas la especie Pseudopterogorgia americana, Yy
reportaron la separacion e identificacion de un nuevo furano sesquiterpénico de la
clase germacreno, del extracto de cloroformo de esta especie, furanotrieno (2), una
combinacién de informacién espectral de masas y RMN **C indicaron una férmula
molecular de C;5H130 para este metabolito, el cual sugiere un grado inusual de
instauracion de 7. La utilizacién de un sélo atomo de O en un anillo furano o,f,p -
trisustituido, fue indicado por la eliminacion de las demés funcionalidades del O que
se pudieran concebir, a través de informacion obtenida de los espectros de IR y
RMN 13C.[4' 28]

El ejemplar de la pluma marina Pseudopterogorgia americana fue colectado

en Carrie Bow Cay Belice, en abril de 1978. Dicho ejemplar fue colocado en una
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mezcla (2:1) cloroformo- metanol, fue levemente calentada y luego filtrada, luego de
tres repeticiones, los extractos fueron reducidos en vacio. El residuo fue disuelto en
cloroformo, secado con sulfato de magnesio, y luego filtrado, el solvente fue
removido en vacio dando como resultado el extracto crudo final. Seguidamente se
realiz6 cromatografia de columna con silica gel. Finalmente lograron purificar el

moderadamente inestable furano (2), a través de HPLC (isooctano).'?®

(2)

En el afo 1990, Wilfred R. Chan y col. Reportaron la separacion y
caracterizacion de los derivados germacranolidos (3)-(5) y uno ya aislado en el afio
1982 (2) ®® como los metabolitos mayoritarios aislados del extracto de éter de

petréleo de la especie Pseudopterogorgia americana.®

La muestra fue colectada en la Bahia Man-O-War, Tobago, Trinidad y
Tobago, en marzo de 1984. 400 g secos de la muestra fueron cortados y colocados
en 1,5 L de acetona por 24 horas. El extracto de acetona fue sometido a particion
entre 600 mL de éter de petrdleo y 500 mL de metanol acuoso 90 por ciento. El
extracto de éter de petroleo dio 24,9 g de aceite verde oscuro luego de evaporar el
solvente. 1,0 g de extracto crudo fue separado por cromatografia de capa fina
preparativa con éter de petrdleo como eluente. La misma dio, en orden decreciente
de Rf (+)-germacreno-D (3) (69 mg), furanotrieno (2) (46 mg), aislado por primera
vez en 1982, y una mezcla de isofuranotrieno (4) (30 mg) y furanodieno (5) (15 mg),

qgue fue separada por cromatografia de capa fina preparativa usando nitrato de plata
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15 por ciento, silica impregnada con éter de petréleo- acetato de etilo (9:1) como

eluente.

Furanotrieno (2) e isofuranotrieno (4) fueron separados como un aceite

amarillo inestable, por la exposicién al aire se descomponian rapidamente.?*!

L L

CH, CH,4

3) (4)

0]

()

En el afio 1995, Samuel L. Miller y col. Reportaron la separacion y
caracterizacion de 9,11-Seco-24-hidroxidinosterol (6) como un nuevo metabolito de
los extractos de Pseudopterogorgia americana, la separacion del 9,11-seco-24-
hidroxidinosterol representa el primer ejemplo de un secosterol que posee el nucleo
dinostano, mientras que el Unico ejemplo conocido de un esterol polihidroxidinostano

fue recientemente separado de la especie Pseudopterogorgia acerosa. Para la
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caracterizacion de la estructura emplearon las técnicas de EM, IR, RMN *H y RMN
13 [30]

9,11-Seco-24-hidroxidinosterol (6) fue separado como una goma incolora.’®”

(6)

En el afio 1996, Abimael D. Rodriguez y Anna Boulanger, reportaron la
separacién de tres nuevos sesquiterpenos guaianolidos A, B y C, junto con dos
derivados 8B-metoxi, del extracto de cloroformo de la especie Pseudopterogorgia
americana, ellos son: americanolida A (7), americanolida B (8) y americanolida C (9),
metoxiamericanolida A (10) y metoxiamericanolida B (11), los compuestos conocidos
fueron identificados por comparacion espectral con muestras auténticas, y las
estructuras de los nuevos compuestos fueron establecidas por técnicas

espectroscopicas, principalmente IR y RMN *H y RMN 3¢ 3!

La muestra fue colectada en La Parguera, Lajas, Puerto Rico, en diciembre de
1994. El residuo del extracto metanol-cloroformo (1:1) obtenido del espécimen seco
(2,3 Kg) fue extraido con hexano seguido por cloroformo. El residuo obtenido del

extracto de cloroformo, quedé como un residuo aceitoso oscuro (17,7 g), fue pasado
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por cromatografia de absorcion sobre silica gel con cloroformo conteniendo
proporciones crecientes de metanol, dando un grupo de fracciones que contenia una
mezcla compleja de muchos metabolitos. Esta fue separada por cromatografia en
columna y luego se purificaron los compuestos obtenidos mediante la técnica de
HPLC en fase normal, para obtener los cinco nuevos derivados guaianolidos (7)—
(11).4

9) (10)
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H,C

(11)

Luego en el afio 1997, Abimael D. Rodriguez y Anna Boulanger continuaron
los estudios sobre la especie Pseudopterogorgia americana, la mezcla de
sesquiterpenos guaianolidos reportada en 1996 B! por ellos mismos, fue examinada
con mas detalle y se encontré6 que consistia principalmente de seis nuevos
componentes, entonces reportaron la separacion y la elucidacién de estructuras de
metabolitos guaianolidos, éstos fueron separados del extracto de hexano de la
especie, los nuevos metabolitos se citan a continuacion: furanoguaian-4-eno (12),
americanolida D (13), americanolida E (14), metoxiamericanolida E (15),
americanolida F (16) y metoxiamericanolida G (17). La asignacion de sus estructuras
y las estereoquimicas relativas fueron basadas en interpretacion de datos
espectroscopicos, estudio de modelaje molecular y la comparacién con compuestos
conocidos. Se encontré que la mayoria de los nuevos metabolitos se descomponian

lentamente bajo condiciones de medida espectral normales.??

La muestra fue colectada en la estacibn marina La Parguera, Lajas, Puerto
Rico, en diciembre de 1994. Luego de la extracciéon efectuada en 1996 (%
el extracto de hexano (302 g) fue pasado a través de una columna silica gel por
gravedad y eluida en sucesion con: (1) 100 por ciento hexano, (2) 2 por ciento
acetona en hexano, (3) 5 por ciento acetona en hexano, (4) 10 por ciento acetona en
hexano, (5) 20 por ciento acetona en hexano, (6) 30 por ciento acetona en hexano,

(7) 50 por ciento acetona en hexano, (8) 100 por ciento acetona, (9) 30 por ciento
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metanol en acetona y (10) 100 por ciento metanol. Se obtuvieron 10 fracciones, las

cuales fueron sometidas a cromatografia en columna silica gel y HPLC para purificar

los metabolitos aislados.*?

(12)

(16)

(13)

(15)

(17)
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En el afio 1998, Abimael D. Rodriguez y col. Reportaron la separacion y la
determinacién de la estructura de dos nuevos esteroides polihidroxidinostano del
extracto de hexano de la especie Pseudopterogorgia americana, designados:
la,9a,1la-trinidroxidinosterol (18), la-hidroxi-9(11)-secodinosterol (19) y de un

secogorgosterol conocido (20).*

La muestra fue colectada en La Parguera, Puerto Rico. Una vez liofilizada, se
extrajo con una mezcla (1:1) cloroformo- metanol, dicho extracto fue sometido a
particion entre agua y hexano. La fraccion soluble en hexano fue sujeta a filtracién
flash en silica gel (n-hexano, acetona, metanol), seguido de cromatografia en
columna con silica gel y HPLC en fase normal para obtener dos nuevos esteroles
Cs3o polihidroxilados (18) (20,4 mg), (19) (15,3 mg) y un secogorgosterol conocido
(20) (2,5 g).

(18)
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(19)

(20)

En el mismo afio 1998, Abimael D. Rodriguez y col. Reportaron que durante
el curso de su investigacion de los compuestos biolégicamente activos de la especie
gorgoniana Pseudopterogorgia americana, encontraron con seis metabolitos
altamente oxigenados pertenecientes a la clase guaianolida de lactonas
sesquiterpénicas, en el extracto de hexano, reportando asi la separacion y la
elucidacién de las estructuras de estos nuevos compuestos. Las estructuras
10-epimetoxiamericanolide A (22), 10-epiamericanolide C (22),
8-epimetoxiamericanolide A (23), 8-epiamericanolide C (24),
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metoxiamericanolide H (25) y metoxiamericanolide | (26), fueron establecidas por

técnicas espectroscopicas, principalmente EM y RMN.24

Esta muestra es la misma que trabajaron los autores en el afio 1996, la cual

311 se realizé el

fue colectada en La Parguera, Puerto Rico en Diciembre de 1994
tratamiento mostrado en la resefia de ese afio y lo que se hizo después fue pasar las
fracciones obtenidas a través de cromatografia columna y como técnica de

purificacién se usé HPLC.B#

(21) (22)

(23) (24)
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(25) (26)

En el afio 1998, Patricia L. Richardson y col. Lograron aislar un compuesto
perteneciente a la familia de las lactonas sesquiterpénicas, su estructura comprende
un esqueleto guaianolido incorporando dos grupos epdéxido, una lactona y un grupo

éter. Este compuesto, C1sH20Os, es la metoxiamericanolida B (27). 3

HaC
(27)

En el afio 2000, Samina Naz y col. Aislaron dos nuevos 9(11)-
secogorgosteroles con un anillo epdéxido en las posiciones C-5/C-6, del
extracto cloroformo-metanol de la especie Pseudopterogorgia americana, estos
compuestos son 1f,3B-di-hidroxi-5a,60-epoxy-9-0x0-9,11-secogorgostano-11-ol (28),
3p-hidroxi-5a,6a-epoxi-9-o0x0-9,11-secogorgostan-11-ol  (29) y el conocido

3B-hidroxi-9-ox0-9,11-secogorgostan-11-ol (30).1¢!
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La muestra seca (88,9 g) del octocoral fue extraida en metanol, para dar un
extracto crudo de (26,8 g), el cual fue fraccionado por particion de solvente entre
agua y cloroformo: metanol (2:1). La fraccion organica fue sometida a cromatografia
por columna y HPLC en fase reversa para obtener los dos nuevos secosteroles con
un patrén de oxigenacion inusual. (28) (4,2 mg) y (29) (3,6 mg), junto con el

metabolito conocido (30) (5,1 mg).®

Las estructuras fueron elucidadas empleando estudios espectroscopicos
detallados y se encontr6 que el compuesto (28) exhibié actividad contra lineas
celulares de cancer de prostata (LnCap) y en lineas celulares de cancer de pulmén
(Calu-3), con valores observados de ICso de 15,49 pg/mL y 11,10 upg/mL
respectivamente. El compuesto (29) también mostré bioactividad similar contra las
lineas celulares mencionadas anteriormente, con valores observados de ICsy de
18,43 pg/mL y 12,00 pug/mL respectivamente, el compuesto (30) exhibio valores de
ICso de 41,00 pg/mL y 38,12 pg/mL respectivamente B¢

(28)



(29)

(30)

49
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l. 5. JUSTIFICACION.

Con base en la revisidon bibliografica de los antecedentes sobre la especie
Pseudopterogorgia americana, se puede afirmar que la especie objeto de estudio ha
sido colectada en paises como Estados Unidos, Belice, Trinidad y Tobago y Puerto
Rico, notdndose que no ha sido objeto de estudio en Venezuela, aun y cuando en el

pais se cuenta con una gran variedad de arrecifes de coral a lo largo de sus costas.

Al ser esta especie parte de los invertebrados marinos del phylum Cnidaria,
no cuenta con extremidades o medios de defensa fisicos o que involucren la fuerza,
es un organismo sésil. Por ello, y con el fin de sobrevivir a las condiciones del
ecosistema marino en el que habita, muchos cientificos manejan la teoria que la
“defensa quimica” se basa en la biosintesis de componentes que sean dafiinos para
sus depredadores y en algunas ocasiones le sirvan como mecanismo de ataque

para proveerse de alimento.

Dado que estos animales son poco desarrollados, obtienen sus nutrientes del
medio que los rodea, por lo que la ubicacion de la especie afecta la biosintesis de
los metabolitos secundarios, puesto que, segun el sitio donde se colecte se va o0 no
a contar con la presencia de algunos compuestos especificos de ese medio. De esta
manera, resulta importante realizar el estudio quimico de la especie
Pseudopterogorgia americana, de especimenes colectados en costas Venezolanas,

para identificar los principales componentes presentes en la misma.
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CAPITULO II.

I1.1. OBJETIVOS.

[1.1.1. Objetivo General.

Realizar un estudio sistematico de los metabolitos secundarios principales

presentes en el octocoral Pseudopterogorgia americana.

[1.1.2. Objetivos Especificos.

o Preparar el crudo metandlico de la especie Pseudopterogorgia americana.

e Preparar los extractos de hexano, diclorometano y sec-butanol a partir del

material soluble en metanol.

e Realizar la evaluacion de la actividad biolégica del crudo metandlico y de los

extractos obtenidos de este coral blando.

e Analizar la composicion quimica de los extractos y realizar su separacion

mediante técnicas de cromatografia.

o Realizar la identificacién estructural de los componentes que sean aislados a
través de las técnicas Espectroscopicas de Resonancia Magnética Nuclear y
Espectrometria de Masas.

« Realizar la evaluacion de la actividad biolégica de algunos de los metabolitos que

se obtengan a partir del coral blando.
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1.2. METODOLOGIA EXPERIMENTAL.

11.2.1. Reactivos del laboratorio.

« Acido sulftrico. H,SO,.

e Agua destilada. H,0.

e Cloroformo. CHCls.

« Diclorometano. CH,Cl..

« Etanol. CH3CH,OH.

e Hexano. CH3(CH2)4,CHs.

e Metanol. CH3;0H.

e p-anisaldehido.

e Sec-butanol. CH;CH,CHOHCH3s.
« Silica gel marca Riedel-De Hain Seelze-Hannover de (0,2-0,5) mm
o Sulfato de sodio. Na;SOs,.

[1.2.2. Agentes reveladores.

e Solucion de p-anisaldehido en &cido sulftrico: 0,5 mL de p-anisaldehido es
mezclado con 10 mL de acido acético glacial, luego se afiade 85 mL de Metanol
y para finalizar 5 mL de &cido sulfarico concentrado. Rociar y calentar a 80 °C,
para acidos grasos y terpenos se observa una coloracion morado-azul, para
compuestos nitrogenados se observa una coloracién marrén.

e Lampara UV.
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[1.2.3. Materiales y Equipos.

Rotavapor T.W.T. Heidolph Laborata 4000 modelo: 04980063. (UCV).

« Ultrasonido Sonicor. Modelo: SC-300™. (UCV).

e Léampara UV a dos longitudes de onda, A: 254 y 366 nm. MINERALIGHT, modelo
UVGL-25. (UCV).

e Columnas de cromatografia. (UCV).

 Placas de vidrio y alugram Sil G/UV2s4 para cromatografia de capa fina. (UCV).

o Equipo de RMN JEOL, modelo Eclipse 270: campo de aplicacion 270 MHz para
protones y 67,5 MHz para carbono 13. (UCV).

e Equipo de RMN VARIAN, campo de aplicacion 500 MHz para protones y 125
MHz para carbono 13. (FAU).

o Espectrometro de masas Finnigan, modelo LCQ DUO. (IVIC).
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I1.2.4. Coleccion del coral blando.

El ejemplar de la especie Pseudopterogorgia americana se colecté en el
Pargue Nacional Morrocoy, ubicado en el Estado Falcén, Venezuela, en el afio 2007.

Dicho ejemplar se codifico en el Laboratorio de Quimica del Mar, con el serial
07004TPE, fue identificado a nivel de especie por la Prof. Sheila Marquez Pauls, de

la Escuela de Biologia, Facultad de Ciencias, Universidad Central de Venezuela.

[1.2.5. Extraccion y separacion.

A continuacion se describe el tratamiento quimico realizado al octocoral, una
vez fuera de su habitat natural, asi como también la metodologia empleada en la

obtencién del crudo metandlico.

Una vez colectado el ejemplar del coral, se sumergié en una mezcla metanol-
agua de mar (1:1) (esquema 1), esta mezcla se descartd después de ocho horas,
este procedimiento evita la descomposicion de las células del animal y permite el
traslado del organismo al laboratorio. En el laboratorio, el coral himedo (113,7834 g.

Tabla 1) se congeld y se liofiliz6 (97,3428 g. Tabla 1).

Tabla 1. Masa del coral humedo y del coral seco.

Muestra (Masa £+ 0,0001) g
Coral himedo 113,7834
Coral seco 97,3428
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Posteriormente el coral se sumergié en metanol durante un periodo de 24
horas, este procedimiento se realizd tres veces para obtener la mayor cantidad de
material organico presente en el coral. Posteriormente, se unieron las tres porciones
de los lavados con metanol, obteniendo asi el crudo metandlico, esta solucién se
evaporé en vacio hasta sequedad para obtener el crudo metandlico seco CM
(13,3066 g. Tabla 2), dicho crudo metandlico se utiliz6 como material de partida para

realizar la separacién que se muestra en el esquema 1.

CM se disolvié en 200 mL de agua destilada y se extrajo con porciones de 50
mL de hexano, teniendo como resultado una fase acuosa y una fase organica
correspondiente al extracto de hexano EH (6,2459 g. Tabla 2). La fase acuosa
remanente del proceso anterior se extrajo con porciones de 50 mL de diclorometano,
teniendo como resultado la fase acuosa y una fase organica que en este caso se
rotul6 como el extracto de diclorometano ED (1,3680 g. Tabla 2). La fase acuosa
remanente de la extraccion anterior con diclorometano se extrajo con porciones de
50 mL de sec-butanol, obteniendo esta vez una fase acuosa correspondiente al
extracto acuoso EA (3,2775 g. Tabla 2) y una fase organica que se rotul6 como
extracto de sec-butanol ES (0,6737 g. Tabla 2). Cada uno de los extractos obtenidos
EH, ED y ES se secaron con sulfato de sodio y se evaporaron en vacio hasta

sequedad, EA se sec6 por evaporacion del agua que contenia.

Tabla 2. Masa del crudo metanolico y de los extractos obtenidos a partir del mismo.

(Porcentaje de la muestra

respecto a la masa del

Muestra (Masa = 0,0001) g coral seco +0,1) %
Crudo metandlico CM 13,3066 13,7
Extracto de hexano EH 6,2459 6,4

Extracto de diclorometano ED 1,3680 1,4
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Extracto de sec-butanol ES 0,6737 0,7
Extracto acuoso EA 3,2775 3,4

[Especimen Pseudopterogorgia ameticana seco]

Exraccion con metanol.
Evaporacion en vacio.

[Crudo metandlico (CM).]

Disolucién en agua destilada.

[Suspensic’m acuosa del crudo metandlico [CM)_]

Extraccion con hexano.

[Extracto de hexano (EH).]
Capa acuosa.

Extraccion con diclorometano.

[ ] [Extracto de diclorometano (ED].]
Capa acuosa.

Extraccion con sec-hutancl.

[ Extracto de sec-butanol (ES).]

[ Capa acuosa (EA) ]

Esquema 1. Separacion del crudo metanolico CM del espécimen Pseudopterogorgia

americana.

[1.2.6. Metodologia empleada para los ensayos de actividad bioldgica.

[1.2.6.1. Metodologia empleada para el ensayo de mortalidad de Artemia salina.

En grandes dosis los compuestos bioactivos son casi siempre téxicos. Por
ello, la mortalidad in vivo, de un organismo simple de la escala zoologica (por
ejemplo: Artemia salina), puede ser usada como un indicador de toxicidad en el

estudio de productos naturales. !



57

Se colocé una pequefa cantidad de huevos de Artemia salina en agua de mar
fresca, éstos se mantuvieron durante 48 horas bajo luz blanca fluorescente, el
recipiente se tapé con papel parafiim y se mantuvo una corriente de oxigeno en el

agua con el uso de un motor de pecera.

La metodologia que se utiliz6 para realizar el ensayo de mortalidad de
Artemia salina fue la reportada por Meyer y col. ¥, la cual consistié en evaluar por
triplicado a concentraciones de 1000 ppm en extractos crudos sin tratamiento y de 1,

10, 100 y 1000 ppm en compuestos puros, como Se muestra a continuacion:

Soluciéon A: 20 mg de compuesto en 2 mL de solvente.
Solucion 1000 ppm: 500 puL de la solucién A.

Solucion 100 ppm: 50 uL de la soluciéon A.

Solucion 10 ppm: 5 uL de la solucién A.

Solucién 1 ppm: 0, 5 uL de la solucién A.

Luego de evaporarse cada una de las alicuotas, se agrego en cada vial 5 mL
de agua de mar y 10 nauplios. Se preparé un blanco positivo (agregando 5 mL de
etanol en tres viales) y un blanco negativo (agregando 5 mL de agua de mar en tres
viales), a los mismos se le agregd 10 nauplios. Los individuos muertos se contaron
después de 24 horas. Estos datos se procesaron determinandose los resultados de
mortalidad en cada caso, es decir, el porcentaje de mortalidad promedio para cada

concentracion en cada ensayo.
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[1.2.6.2. Metodologia empleada para el ensayo de difusion en discos de papel,

técnica de Kirby y Bauer.

Este ensayo fue realizado por la Lic. Sandra Duque en el Laboratorio de
Bioensayos José Maria Benitez, ubicado en el tercer piso de la Escuela de Quimica,

Facultad de Ciencias, Universidad Central de Venezuela.

Se utilizaron las bacterias: Escherichia coli (CVCM28), Klebsiella pneumoniae
(CVCM375) (bacterias gram negativas) y Bacillus subtilis (CVCM438),
Staphylococcus aureus (CVCM691), (bacterias gram positivas). Las cuales se
adquirieron en el Centro Venezolano de Colecciones de Microorganismos del
Instituto de Biologia Experimental (IBE) de la Facultad de Ciencias, Universidad
Central de Venezuela. Las bacterias se mantuvieron en un medio liquido, Tryptone
Soya Broth (TSB. HiMedia) y en tubos inclinados con un medio soélido de agar,
Tryptone Soya Agar (TSA. HiMedia).

El estudio de la susceptibilidad bacteriana de CM, los extractos EH, ED, ES y
EA y los compuestos puros aislados, se realizo siguiendo el método de difusion en
discos de papel. Para ello se pesé una cantidad de muestra y se disolvié en una
cantidad apropiada de DMSO al 50 por ciento en agua. Obteniéndose asi las
soluciones madres, de las cuales se prepararon las disoluciones correspondientes a
cada una de las concentraciones a evaluar, las cuales fueron de (10-1000) pg/mL,
(1500-2000) pg/mL.

El medio que se utilizd6 para los ensayos de susceptibilidad bacteriana fue
agar Mueller-Hinton (HiMedia), el cual se esteriliz6 en un autoclave a 121 °C y 15
libras de presion durante 15 minutos, después de su esterilizacion se dejo enfriar
hasta 55 °C y se procedid a servir las capsulas de petri debidamente rotuladas.

Todos los ensayos se realizaron con discos de papel de filtro de 6 mm de diametro
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impregnados con las soluciones de los extractos obtenidos a las diferentes
concentraciones. En cada disco se colocaron 25 pL de la fraccion, posteriormente
los discos se colocaron en las capsulas previamente sembradas con las diferentes
especies bacterianas de forma estéril, para evitar cualquier tipo de contaminacion.
Para obtener la suspension de las especies bacterianas, se prepararon fiolas de 25
mL previamente rotuladas en las cuales se colocaron 10 mL de medio TSB
(previamente esterilizado en un autoclave). Posteriormente se sembro cada fiola con
un asa del correspondiente microorganismo, luego se llevaron a una estufa para
incubarse a 37 °C durante 24 horas. Al siguiente dia se procediéo a diluir las
suspensiones de los microorganismos con solucion salina a 0,85 por ciento estéril,
para obtener la densidad de la poblacion ajustada aproximadamente a 10® unidades
formadoras de colonias (UFC/mL) Patron de Mc Farland. Las capsulas se colocaron
por 30 minutos en una camara fria para facilitar la difusibn de los extractos.
Posteriormente se incubaron en una estufa a 37 °C durante 24 horas. Después de
este tiempo se midieron las zonas o halos de inhibicion producidos alrededor de los

discos.

Todos los ensayos se realizaron por duplicado y se repitieron al doble para

cada extracto. En cuanto al control, los andlisis se realizaron también por triplicado.

Célculo del porcentaje de inhibicidn del crecimiento bacteriano:

X diametro halos de inhibicion de la muestra 5

% Inhibicion = 100 [1]

X diametro halos de inhibicion del control

X = La media de todos los valores de los diametros de inhibicion obtenidos a las

concentraciones estudiadas. Tanto para la muestra como para el control.
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11.2.6.3. Metodologia empleada para el ensayo de inhibicién de la enzima Glucosa-6-

fosfatasa.

Este ensayo fue realizado por la Lic. Sandra Duque y dirigido por el Dr.
Freddy Gonzalez-Muijica, en el Laboratorio de Bioquimica, Seccién de Bioquimica
Médica, Instituto de Medicina Experimental, Facultad de Medicina, Universidad

Central de Venezuela.

La enzima Glucosa-6-fosfatasa (G-6-Pasa) cataliza el paso final de los
procesos de gluconeogénesis y glucogendlisis, produciendo glucosa y fosfato
inorganico; la reaccion se puede medir mediante la desaparicion del sustrato

(Glucosa-6-fosfato) o la aparicion de los productos (Glucosa o Pi).

G-6-Pasa
G-6-P + H,O —— Glucosa + Pi [2]

La actividad de la G-6-Pasa se determinéd siguiendo la formacion de fosfato
inorganico (Pi), que en medio acido y en presencia de heptamolibdato de amonio
forma un complejo azul, cuya absorbancia se mide a una longitud de onda de 820
nm. La ventaja del uso de este método es que, ademas de ser econémico y rapido,

el reactivo que se usa para formar el complejo también detiene la reaccion.

Para diferenciar si el inhibidor actla sobre el trasportador T1 o directamente
sobre la subunidad catalitica, se utilizaron microsomas intactos y microsomas rotos;
los primeros son vesiculas en las cuales la membrana limitante actia como una
barrera de permeabilidad selectiva, mientras que los segundos carecen de dicha
selectividad y el sustrato tiene libre acceso a la subunidad catalitica. Los
microsomas rotos se obtuvieron mediante la incorporacién de histonas durante el

ensayo.
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[1.2.6.3.1. Preparacion de microsomas.

Para la preparacion de los microsomas, fuente de la enzima, se siguio el

| [38

procedimiento descrito por Marcucci y col.®®, que se detalla en el esquema 2.

[Ratas Sprague Dawley (180-200) g.]

[ Homogenato de higado en sacarosa 0,32 M© ]

[Centrifuga 20000 g. T: (4-8°C, t zamm]

[Ll’quido sobrenadante. ] Sedimento. |

[ Ultracentrifuga 105000 g. T; (4-8)"C, t 60 min. ]

[ Ligquido sobrenadante. ] [ Sedimento (microsomasj_]

[ Suspender en sacarosa 0,25 W™ ]

[ Repartir en tubos eppendorfy almacenar a -80 ':'C]

*Sacarosa 0,32 M; MgCl, 3 mM.
**Sacarosa 0,25 M; HEPES 5 mM; MgCl, 1 mM pH 6,5.

Esquema 2. Procedimiento para la obtencion de Microsomas.
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[1.2.6.3.2. Ensayo general de la enzima G-6-Pasa.

Se utilizé como sustrato Glucosa-6-fosfato (G-6-P) 5 mM, tanto con histonas
(+H) como sin histonas (-H); en la tabla 3, se presenta la cantidad de los reactivos

necesarios para su preparacion.

Tabla 3. Preparacion de los sustratos.

G-6-P EDTA HEPES Histonas
Sustrato  100mM  0,AM (uL) 1M (uL)  HO (uL) (tipo Il AS) Vi(mL)
(uL) pH pH 6,5 pH 6,5 (uL)
6,5
-H 250 100 80 1570 - 2
+H 250 100 80 1370 200 2

Para determinar la actividad de los extractos y compuestos purificados sobre
la enzima G-6-Pasa se empled la metodologia descrita por Burchell y col.2®, que se

describe en el esquema 3:

A continuacion se resume brevemente la metodologia a seguir para el

ensayo:

e Utilizar cuatro tubos de ensayo para cada compuesto a probar (blanco y
triplicados), tanto con histonas (+H) como sin ellas (-H).

e Para los ensayos Control colocar en cada tubo 40 pL de sustrato mas 40 pL
de agua (o del solvente en que fue disuelto el compuesto a probar). Para los
ensayos con la fraccidn o el compuesto a analizar, se afiade 40 uL de la
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solucion problema o del compuesto problema a la concentracion deseada en

lugar de agua.

¢ Diluir los microsomas hasta una concentracién final de 1 mg de proteina/mL,
en sacarosa 0,25 M; 5 mM HEPES y 1 mM de MgCl, (pH = 6,5).

e Colocar los tubos en un bafio de temperatura controlada a 30°C.

e Colocar 20 pL de los microsomas a los triplicados e incubar por 10 min.

e Detener la reaccion tubo por tubo y en el orden e intervalo de tiempo en que
se colocaron los microsomas, afiadiendo 0,9 mL del reactivo de parada,
incluyendo a los blancos. Por udltimo, afiadir 20 pL de los microsomas a los
blancos.

e Incubar por 20 min, en un bafio de temperatura controlada a 46°C.

e Leer la absorbancia a una longitud de onda de 820 nm.

e La actividad enzimatica se expresa en pmoles de Pi/ mg de proteina.

Para determinar la cantidad de fosfato liberado en la reaccion se realiza una
curva de calibracion con un rango de concentracion de 0,1 a 0,75 mM de Pi tomando
alicuotas correspondientes de una solucién madre de KH,PO4 1mM en un volumen
final de 100 pL.
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[ Sustrato (G-6-P) 5 m {-H, +H). ]

Blanco Zontrol Fraccién
{-H, +H). (-H, +H). {-H, +H}.
Incubacion: l
T:30%C, £ 10 min.

_ Incubacion: Incubacion:
Reactivo de T:30°C, t 10 min. T:30°C, t 10 min.
parada®

Feactivo de Feactivo de

Microsomas. parada® paradar.

Incubacian: e L
_ : . Incubacian: Incubacion:
LT A6°C, ¢ 20 mm} {Tﬁ 46°C t 20 min} [T: 469 t 20 mm_}

Medir

Medir Mledir

Absorbancia a
820 nm.

Absorbancia a
220 nm.

Absorbancia a
820 nm.

-H: sin histonas.

+H: con histonas.
*Reactivo de parada: (NH4)sM07024 0,42% en H,SO, 0,5M: SDS 5%: Acido

Ascorbico 10% en una proporcion de 6:2:1.

Esquema 3. Ensayo general de la enzima G-6-Pasa.
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[1.2.6.3.3. Determinacion de proteinas.

La cantidad de proteinas se determiné siguiendo el procedimiento de Lowry y

col.B¥ modificado por Markwell y col.*%!

que combina la reaccion de Biruet basada
en la reaccion de los enlaces peptidicos de las proteinas con los iones de cobre en
medio alcalino y la reduccion de el reactivo de Folin-Ciocalteu por los residuos de
tirosina y triptéfano de las proteinas, esta reaccion intensifica el color del complejo
cobre-proteinal*. Para determinar la concentracién de proteinas presentes en cada
ensayo se elabord una curva de calibracion con un rango de concentracion entre 25
y 100 pg/mL en un volumen final de 500 pL. Este procedimiento se resume en el

esquema 4.

[Microsomas (20 u L]l]

[48'3 vl de HaO. ]74[’1.5 1L del Reactivo de Loww*.]

[Reposo, t 10 min]

[150 il Folin-Ciocalteus (1 1)_%

[Reposo, t 40 min.]

[ Medir Absorbancia a 660 nm. ]

*Reactivo de Lowry: A+B (100:1)
A= Na,CO3 2 %, NaOH 0,4 %, KNaC4H4O6 0,16 %, SDS 1 %.
B = CuS04.5H,0 4 %.

Esquema 4. Procedimiento para la determinacion de proteinas.
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CAPITULO III.

[11.1. RESULTADOS EXPERIMENTALES.

[11.1.1. Resultados obtenidos en los ensayos de actividad biolégica.

A continuacion se reportan los resultados que se obtuvieron de la aplicacion
de los ensayos de evaluacion de la actividad biol6gica tanto de CM como de los
extractos EH, ED, ES y EA.

[11.1.1.1. Resultados obtenidos para el ensayo de mortalidad de Artemia salina.

Tabla 4. Resultados del ensayo de mortalidad de Artemia salina, aplicado al crudo

metanolico y a los extractos EH, ED, ES y EA.

Muestra Porcentaje de Mortalidad de la Artemia salina (%)
Crudo metanolico CM 67,6
Extracto de hexano EH 60,0
Extracto de diclorometano ED 48,8
Extracto de sec-butanol ES 21,7
Extracto acuoso EA 26,7
Blanco negativo (agua de mar) 3,3

Blanco positivo (etanol) 93,3
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Figura 13. Grafico del porcentaje de mortalidad de Artemia salina en funcion de la
muestra para CM, EH, ED, ES y EA a una concentracion de 1000 ppm.

[11.1.1.2. Resultados obtenidos para el ensayo de difusion en discos de papel,

técnica de Kirby y Bauer.

Las concentraciones preparadas de cada extracto fueron (10, 100, 500, 1000,
1500 y 2000) ppm.

En este ensayo no se observo la presencia de halos de inhibicion para

ninguna concentraciéon, en ninguno de los extractos ensayados.
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[11.1.1.3. Resultados obtenidos para el ensayo de inhibicion de la enzima G-6-Pasa.

Tabla 5. Resultados del ensayo de inhibicién de la enzima G-6-Pasa, aplicado al
crudo metandlico y a los extractos EH, ED, ES y EA.

Porcentaje de inhibicién sobre la
enzima G- 6- Pasa (%)

Muestra v TH
Crudo metandlico CM 50,00 95,50
Crudo metanolico CM iy fostato 25,00 27,30
Extracto de hexano EH 69,10 67,50
Extracto de diclorometano ED 23,41 56,69
Extracto de sec-butanol ES 59,33 60,50
Extracto acuoso EA 59,12 61,42

Se realizé un estudio por cromatografia de capa fina, de los componentes
quimicos presentes en el crudo metandlico y los extractos EH, ED, ES y EA, para
ello se emplearon mezclas de solvente de hexano: diclorometano, hexano:
cloroformo, diclorometano: metanol y cloroformo: metanol. De los cuales se obtuvo
mejores condiciones de separacion con mezclas de hexano: diclorometano y
diclorometano: metanol y el extracto que mostré una mejor particion en estas
mezclas fue el extracto de hexano, para el extracto de diclorometano no se logré
obtener condiciones para una separacion efectiva de sus componentes y para los
extractos de sec-butanol y acuoso no se logré el arrastre de gran parte de la muestra
sembrada, la mayor parte quedd retenida donde se sembro, todo esto bajo las

condiciones empleadas en el laboratorio.
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Figura 14. Gréfico del porcentaje de inhibicion de CM, EH, ED, ES y EA sobre la

enzima G-6-Pasa.

Tomando en cuenta los resultados obtenidos en cada uno de los ensayos
realizados como parte de la evaluacion de la actividad biolégica del coral
Pseudopterogorgia americana, asi como los resultados del estudio por cromatografia
de capa fina y las cantidades obtenidas para cada extracto (Tabla 2), se escogio el
extracto de hexano EH como el material a ser analizado y purificado en este Trabajo
Especial de Grado, para lo cual se realizd la separacion del mismo a través de
técnicas de cromatografia. A continuacion se muestran los resultados de la

separacion del extracto de hexano EH.

[11.1.2. Separacion y purificacion de algunos de los compuestos presentes en el

extracto de hexano EH.

Del extracto de hexano EH (6,2459 g. Tabla 2), se tomaron 3,5873 g y se
sometieron a cromatografia de columna en fase normal con silica gel (215,2057 g),
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el solvente que se empled para montar la columna y sembrar la muestra fue hexano,
posteriormente se aumentd la polaridad del solvente con mezclas de hexano-

diclorometano y diclorometano-metanol (esquema 5).

[ EH(3,5873 q). ]

Columna cromatografica,
215 g silica gel,
mezcla eluyente: 10 hexano- 10 metanol.

[ Se obtuvieron 277 fraccionea.]

Cromatografia de capa fina.

[er- F31(276,3 mg).] [F122- F134 (377.5 mg).] [F2?5- F296 (294,9 mg).]

(Fr2-F77(2654mg).]  (F163-F178(3428mg).]

Esquema 5. Procedimiento de separacion del extracto de hexano EH.

Se recolectaron fracciones de 10 mL aproximadamente, en tubos de ensayo
segun se eluyo6 la columna, cada fraccion se sometié a un estudio por cromatografia
de capa fina, lo que permitié la union de fracciones segun la composicion mostrada
en las placas. Se obtuvo de esta manera la union de las 337 fracciones en un grupo
de 32, el balance de masas del material eluido de la columna se reporta en

la tabla 6.
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Tabla 6. Masas de las fracciones obtenidas a partir de la separacion cromatografica

del extracto de hexano EH.

Muestra (Masa = 0,1) mg
F1- F9 2,0
F10- F13 99,0
Fl14- F15 87,5
F16- F21 40,2
F22- F25 106,6
F26- F31 276,3
F32- F40 116,4
F41- F49 3,0
F50- F58 122,0
F59- F65 106,9
F66- F71 13,2
F72- F77 265,4
F78- F85 4,1
F86- F91 13,7
F92- F99 10,4
F100- F111 110,6
F112- F115 36,7
F116- F121 22,1
F122- F134 377,5
F135- F148 51,3
F149- F162 44,8
F163- F178 342,8
F179- F191 58,5

F192- F196 15,7
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F197- F209 19,4
F210- F224 13,0
F225- F248 23,6
F249- F274 55,3
F275- F296 2949
F297- F309 7,5

F310- F344 12,7
F345- F377 29,3

La fraccion F26- F31, se sometid a cromatografia en columna para lograr la
separaciéon de mezclas simples de dos y hasta tres componentes que formaban
parte de la misma, esto se observo en el estudio de cromatografia de capa fina que
se realiz6 para unificar las fracciones que tuvieran los mismos componentes. La

purificacion se realiz6 como se muestra en el esquema 6.

Para la fraccion F26- F31 (esquema 6), se tomaron 16 g de silica gel para
montar la columna, se sembraron 276,3 g y se utiliz6 como eluyente, una mezcla 6
hexano: 4 diclorometano. Se encontré la fraccion EH1, entre las subfracciones f22-
f38, obteniéndose 159,4 mg de la misma, la union de dichas subfracciones fue
posible a través del estudio por cromatografia de capa fina de las fracciones eluidas
de la columna. En la tabla 7, se resume el balance de masa del material eluido de la

columna.

Tabla 7. Masas de las subfracciones obtenidas a partir de la purificacion de la

fraccion F26- F31 del extracto de hexano EH.

Muestra (Masa = 0,1) mg

f1- f12 2,7
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f13- f21 13,6
f22- £38 159,4
f39- f41 26,1

(F26-F31(276,3mg) )

Columna cromatografica,
16 g silica gel,
mezcla eluyente: 6 hexano: 4 diclorometano.

[Se obtuvieron 411 fracciones.]

Cromatografia de capa fina.

ﬁw-ﬂz (2,7 mg)] [ﬂg- £21(13.6 mg)_] [fzz- 38 (159.4 mg).] [fag- £41(26 1 mg)_]

ERT.

Esquema 6. Procedimiento de purificacion de la fraccion F26- F31.

[11.1.3. Resultados de los analisis espectroscopicos.

Tabla 8. Datos espectroscépicos de *H-RMN (270 MHz) y **C-RMN (67,5 MHz) para
EH1 en CDCls.

& 'H (ppm); mult; (J (Hz)) 8 3C (ppm); mult
0,86; t; (6,18; 6,94) 14,20; s
1,24; pd; (11,85) 22,77; s

1,68; t; (6,67; 6,70) 25,11; s
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1,99; d; (5,43) 26,02; s
2,27;t; (7,43; 7,67) 27,27;d
4,04, t; (6,70; 6,67) 28,73; s

5,67; m (29,24- 29,77); m
32,00; s
34,49; s
64,49; s
129,94; d
174,08; s

Tabla 9. Datos espectroscépicos de *C-RMN-DEPT (400 MHz) para EH1 en CDCls.

8 °C (ppm), mult DEPT
14,20; s -CH3
22,77;s -CH,-
25,11; s -CH,-
26,02; s -CH>-
27,27;d -CH»-
28,73; s -CH,-

(29,24- 29,77): m ~CH,-
32,00; s -CH>-
34,49; s -CH,-
64,49; s -CH,-

129,94; d CH-
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Tabla 10. Datos espectroscopicos de RMN-TOCSY (400 MHz) para EH1 en CDCls.

8"H (ppm) 8'H (ppm)
0,86 1,24
1,24 0,86; 1,68; 1,99; 2,27; 4,04; 5,67
1,68 1,24; 1,99; 2,27; 4,04
1,99 1,24; 1,68; 5,67
2,27 1,24; 1,68
4,04 1,24; 1,68
5,67 1,24; 1,99

Tabla 11. Datos espectroscopicos de RMN-HSQC (400 MHz) para EH1 en CDCls.

8'H (ppm) 8°C (ppm)
0,86 14,20
1,24 32,00
1,68 34,49; (29,24- 29,77)
1,99 27,27 ; (29,24- 29,77)
2,27 34,49; (29,24- 29,77)
4,04 64,49
5,67 129,94

Tabla 12. Datos espectroscopicos de RMN-HMBC (400 MHz) para EH1 en CDCls.

§'H (ppm) §°C (ppm)
0.86 22 77: 32,00
1,24 (29,24~ 29,77)
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1,99
2,27

4,04

5,67
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26,02; 27,27; 28,73; (29,24-
29,77): 64,49; 174,08
(29,24- 29,77); 129,94

25,11; (29,24- 29,77); 174,08

26,02; (29,24- 29,77); 32,00;

174,08
27,27 (29,24- 29,77); 129,94

[11.1.4. Resultados obtenidos para los ensayos de actividad biologica aplicados a la

fraccion EH1, del extracto de hexano EH.

[11.1.4.1. Resultados obtenidos para el ensayo de mortalidad de Artemia salina.

Tabla 13. Resultados del ensayo de mortalidad de Artemia salina aplicado a la

fraccion EH1.

Muestra Concentracion (ppm)

Porcentaje de Mortalidad de la Artemia

salina (%)
Blanco (agua de mar) 0,0
1 0,0
10 0,0
EH1 100 11,8
1000 46,4
Blanco (agua de mar) 0,0

En la figura 15, se muestra la tendencia de los resultados del ensayo de

mortalidad de Artemia salina dependiente de la concentracion de la muestra. En ésta
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se observa una tendencia creciente de la mortalidad de la Artemia salina con el

aumento de la concentracion de la fraccién EH1.

120

100 > 4

80 /

60

: A/

20

. . /

1 10 100 1000 B- B+

Porcentaje de mortalidad de Artemia salina (%).

Concentracién (ppm).

Figura 15. Gréfico del porcentaje de mortalidad de Artemia salina en funcién de la
concentracion de EH1.

[11.1.4.2. Resultados obtenidos para el ensayo de difusion en discos de papel,

técnica de Kirby y Bauer.

Las concentraciones preparadas de cada extracto fueron (10, 100, 500, 1000,
1500 y 2000) ppm.

En este ensayo no se observo la presencia de halos de inhibicion para

ninguna concentracion, en EH1. Lo que indica que en la fraccion EH1 no se
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encuentran componentes capaces de inhibir el crecimiento bacteriano de las

especies estudiadas.

[11.1.4.3. Resultados obtenidos para el ensayo de inhibicion de la enzima G-6-Pasa.

Tabla 14. Resultados del ensayo de inhibicion de la enzima G-6-Pasa aplicado a la

fraccion EH1.

Porcentaje de

inhibicién sobre la

: . A
Muestra nm Pi/h x mg proteina Latencia (%) enzima G-6-Pasa (%)
(nm/h x mg)
-H +H -H +H

EH1 0,014 0,19 92,6 65,0 13,6
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CAPITULO IV.

IV.1. DISCUSION DE RESULTADOS.

IV.1.1. Discusion de resultados de los andlisis espectroscopicos.

De la separacion cromatografica del extracto de hexano, se obtuvieron 159,4
mg de una fraccidon rotulada EH1. Esta fraccion se aisl6 como un semisélido
incoloro, soluble en diclorometano y cloroformo. EH1 se someti6 a analisis de
espectrometria de masas y a andlisis espectroscopicos de RMN, los datos obtenidos
de los espectros de protones y carbono asi como los de los experimentos en dos

dimensiones se reportaron en las tablas 8, 9, 10, 11y 12.

Del espectro 1, de RMN- *H, se obtuvo la siguiente informacion:

Una sefial a un desplazamiento quimico (8) de 0,86 ppm en forma de triplete
correspondiente a protones metilicos, también se observa en un 6 de 1,24 ppm una
sefial muy intensa que se puede asignar a protones metilénicos de cadenas
carbonadas largas, luego se tiene una sefial a un 6 de 1,68 ppm en forma de triplete
asignables a protones ubicados en una posicidon o a un carbono oxigenado y B con
respecto a un grupo carbonilo, la sefial que aparece a un 6 de 1,99 ppm en forma de
doblete se asocia a los protones de un carbono en posicién o a una olefina, la sefal
que aparece a un ¢ de 2,27 ppm en forma de triplete posee un valor caracteristico de
protones metilénicos de un carbono enlazado a un grupo carbonilo, una sefial a un &
de 4,04 ppm en forma de triplete correspondiente a los protones metilénicos
adyacentes a un heteroatomo, y la sefal ubicada a un 6 de 5,67 ppm corresponde a
los protones de una olefina. Las asignaciones de cada una de las sefales
mencionadas anteriormente aparecen en el espectro 2. (Las ampliaciones de RMN-

'H aparecen en los espectros 3, 4, 5. Anexos).
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Espectro 1. Espectro de RMN *H para EH1.
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Del espectro 6, de RMN- **C, se obtuvo la siguiente informacion:

Una sefial a un desplazamiento quimico (8) de 14,20 ppm que se asocia a
carbonos metilicos, otra sefial a un 6 de 22,77 ppm, que corresponde a carbonos
metilénicos enlazados a un carbono metilico, luego se tiene un grupo de sefiales con
unos valores de 6 desde 25,11 ppm hasta 34,49 ppm asignables a carbonos
metilénicos ubicados en distintos entornos quimicos, desde carbonos en una
posicion a a un carbono oxigenado o 3 a un grupo carbonilo, carbonos en posicion o
al doble enlace de una olefina, carbonos enlazados a un grupo carbonilo y los
carbonos conectados en una cadena saturada de longitud amplia (13, 14 o 15
atomos de carbono). La sefal que aparece a un 8 de 64,49 ppm se puede asignar a
los carbonos metilénicos enlazados a un &tomo de oxigeno, las sefiales alrededor de
130 ppm pertenecen a los carbonos involucrados en un enlace de una olefina y por
altimo la sefal que aparece a un 6 de 174,08 ppm se asocia a un carbono de un
grupo carbonilo. Las asignaciones de cada una de las sefiales mencionadas
anteriormente aparecen en el espectro 7. (La ampliacion de RMN- **C aparece en el

espectro 8. Anexos).

Con base en el espectro 9, de RMN DEPT-135, se confirman las sefales
pertenecientes a carbonos metilicos, metilénicos y metinicos presentes en EH1, la
sefal que aparece en 6= 14,20 ppm es la Unica sefial asociada a carbonos metilicos,
las sefales que aparecen desde 6=22,77 ppm hasta 6=64,49 ppm son las
asociadas a carbonos metilénicos y la sefial que aparece en 6=129,9 ppm es la
Unica sefial asociada a carbonos metinicos. (La ampliacion de RMN DEPT-135

aparece en el espectro 10. Anexos).
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Espectro 6. Espectro de RMN B¢ para EH1.
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El espectro 11, de masas LRMS ESI (+) para EH1, tomado en cloroformo,
muestra dos picos, uno correspondiente a m/z 550 y otro a m/z 522, estos valores
proporcionan los pesos moleculares de los componentes mayoritarios de EH1, y la

diferencia entre ellos es de 28 uma.

La formula molecular que se propone para el pico de ion molecular de 550
uma es CssHgsO4, para esta férmula se tiene un grado de insaturacion de 3 y para el
pico de ion molecular de 522 uma la férmula molecular que se propone es C33Hg204
gue presenta un grado de insaturaciéon de 3. A los picos de ion molecular de 550
y 522 uma, se les realiz6 un experimento de MS-MS ESI (+) (espectros 12 y 13)
para ambos se observé un pico comdn en m/z 298, esto podria decir que ambos
compuestos cuentan con un fragmento comun de 298 uma, este fragmento es

mostrado en los espectros 12 y 13 respectivamente.

Adicionalmente se realizé un andlisis de cromatografia de gases acoplado a
espectrometria de masas GC-MS. El cromatograma de gases es mostrado en el
espectro 14, donde se confirmé la presencia de dos compuestos mayoritarios en
EH1, son los correspondientes a los picos 11 y 14 del cromatograma, que aparecen

a 28,070 y 29,079 minutos respectivamente.

De manera de contar con herramientas para justificar los picos observados en
los espectros 15 y 16 se proponen las siguientes estructuras para los compuestos |y

Il que forman parte de la fraccién EH1.

9 H
H3CVVWWOMOM/WCH3
o H

| (C35He604)
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CT H
H3C\/\/\/\/\/\/\/\0)\/\/\‘/O\/\/\)\(\/\/CH3
L .

[l (C33H6204)

Los espectros 15 y 16, son los espectros de masas donde se muestra la
fragmentacion de los compuestos correspondientes a los picos 11 y 14 (28,070 y
29,081 minutos) del cromatograma que aparece en el espectro 14. En ambos, se
observan pérdidas de fragmentos catorce uma las cuales se pueden asociar a
fragmentos de -CH,- de la cadena lineal. Se observan fragmentos comunes a ambos
espectros a valores de m/z: 43, este pico se puede asociar a la fragmentacion de
una cadena lineal en CsH;". Los fragmentos de las pérdidas siguientes se
encuentran sumando fragmentos de CH, al fragmento del ion propilo, éstos picos
aparecen a m/z 57, 71, 85, 99, 113 y 127. El fragmento de 127 uma es CgH1o", luego
se puede justificar el pico a m/z 354 (espectro 16) de las estructuras que se

proponen con la siguiente fragmentacién, primero para m/z 550:

550 uma

o H
Hﬁ%wwm

354 uma



88

En el caso de m/z 522:

[+]
WMWMW”
522 uma
+]
a +
”’“Mau)l\/v\ﬂ/xw=“=
354 uma

Con ambas estructuras de los posibles compuestos presentes en la fraccion
EH1, se logra justificar la mayoria de los picos que se observan en los espectros 15
y 16, muchos de ellos son comunes para ambos. En el espectro 16 se puede
justificar el pico a m/z 368, para ambas estructuras propuestas, de la siguiente
manera, primero para m/z 550:

220 uma

368 uma
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En el caso de m/z 522:

522 uma3

Hald "\/\“\/\\Wﬁﬁh )|V\/\“/u S N N Y
'

+

d68 uma

Con base en toda la informacién analizada, se proponen las siguientes

estructuras para los compuestos presentes en la mezcla de compuestos EH1:

Compuesto | (m/z 550 uma, C35HgsO4):

0 H
18 32a

Il
HC 1 12 10 8 6 4 2 17 2 2 0 2% 2 2 k) % 3% CH,§
N1 N Ny N NN N \o/ N1 Ny Ny N Ny Ny \314 N N Ny %
1

H
39 3la

Compuesto Il (m/z 522 uma, C33Hg204):

0] H
18 30a

Il |
HaC 14 12 10 8 6 4 2 17 20 22 0 26 28 30 32 34 CH,
NPT S W N \o/ N1 N0 NN N N e gy N5 %
1

H
37 3la
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Tabla 15. Asignaciones de 'H-RMN (270 MHz) y *C-RMN (67,5 MHz), para las
estructuras de los compuestos | y Il propuestos.

Posicion I (m/z: 550 uma) Il (m/z: 522 uma)
&'H (ppm) §°C (ppm)  &'H(ppm)  &%C(ppm)
2,25 4,04 64,49 4,04 64,49
3,26 1,68 (29,24- 29,77) 1,68 (29,24- 29,77)
4, 27 1,24 28,73 1,24 28,73
56,7,8,9 1,24 27,27 1,24 27,27
10, 11, 12, 1,24 26,02 1,24 26,02

13, 14

15 1,24 22,77 1,24 22,77

16 0,86 14,20 0,86 14,20
17, 23 174,08 174,08
19, 22 2,27 34,49 2,27 34,49
20,21 1,68 25,11 1,68 25,11

28 1,24 28,73 1,24 (29,24- 29,77)

29 1,24 (29,24- 29,77) 1,99 32,00

30 1,99 32,00 a. 5,67 129,94

31 a. 5,67 129,94 a. 5,67 129,94

32 a. 5,67 129,94 1,99 32,00

33 1,99 32,00 1,24 (29,24- 29,77)

34 1,24 (29,24- 29,77) 1,24 27,27

35 1,24 28,73 1,24 22,77

36 1,24 27,27 0,86 14,10

37 1,24 22,77

38 0,86 14,10
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Los espectros en dos dimensiones permitieron establecer las correlaciones

mas relevantes para las estructuras propuestas.

Las asignaciones reportadas en la tabla 15 se obtuvieron de las correlaciones
observadas en el espectro 17, del experimento de RMN HSQC, que muestra las
correlaciones entre protones y carbonos hasta un enlace. Las correlaciones se
encuentran siguiendo la linea que va de la coordenada del espectro protones hasta
el punto donde intersecta la linea que va a la coordenada del espectro de carbonos,

(La ampliacién del espectro RMN HSQC se encuentra en el espectro 18. Anexos).

Adicionalmente se realizaron experimentos de RMN TOCSY (de donde se
obtuvieron las correlaciones proton- proton a uno y hasta dos enlaces) y RMN
HMBC (de donde se obtuvieron las correlaciones entre protones y carbonos hasta
dos y tres enlaces), las correlaciones se hicieron en los espectros 19 y 22. (Las
ampliaciones del espectro RMN TOCSY se encuentran en los espectros 20 y 21, las

del espectro RMN HMBC se encuentran en los espectros 23, 24 y 25. Anexos).

En el caso de los espectros de RMN TOCSY, como las dos coordenadas son
del espectro de protones, las correlaciones se encuentran partiendo del eje de las
ordenadas hasta llegar al extremo de la linea que une los protones que se estan
correlacionando, se sigue la linea y luego se vuelve en el camino de regreso al eje
de las ordenadas, los valores en el eje de las ordenadas son los valores de los
desplazamientos quimicos que se asocian a los protones que se estan

correlacionando.

En el caso de los espectros de RMN HMBC, Las correlaciones se encuentran
siguiendo la linea que va de la coordenada del espectro protones hasta el punto
donde intersecta la linea que va a la coordenada del espectro de carbonos.
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En las figuras 16, 17, 18, 19, 20 y 21, se muestran las correlaciones mas
relevantes que se hicieron en las moléculas de las estructuras propuestas como | y
Il

En el espectro 26 se muestra el espectro de protones, con las asignaciones

de protones para las moléculas propuestas como |y Il.

En el espectro 27 se muestra el espectro de carbono, con las asignaciones de

carbono para las moléculas propuestas como | y Il.
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IV.1.2. Discusion de resultados obtenidos para el ensayo de mortalidad de Artemia

salina.

Las sustancias que producen toxicidad se califican como toxicas. Se habla de
toxicidad cronica cuando la exposicion prolongada a una sustancia, en dosis
normalmente moderadas causa un dafio organico mensurable pero no provoca la
muerte del organismo. Se habla de toxicidad aguda cuando una exposicion Unica al
agente toxico causa un dafio organico mensurable que puede provocar la muerte.
Los agentes toxicos pueden ser de naturaleza organica o inorganica, a aquellos de

origen organico se les denomina toxinas y algunos son de caracter proteico. [

El ensayo de mortalidad de los camarones de Artemia salina proporciona un
indicio del nivel de toxicidad del material que es ensayado. Este ensayo se aplico al
crudo metandlico CM y a los extractos EH, ED, ES y EA, en los resultados
mostrados en la tabla 4, se observa un indice de toxicidad alto para CM y para EH,
exhibiendo valores en ambos casos mayores o iguales a 60,00 %. En el caso de ED
se observa un indice de toxicidad moderado con un valor de 48,79 % y para los
extractos ES y EA se observa un indice de toxicidad bajo, exhibiendo valores en
ambos casos menores a 30,00 %. Estos resultados pueden indicar que el indice de
toxicidad obtenido para el crudo metanélico CM es en gran parte debido a la
presencia de los componentes presentes en el extracto de hexano, aunque de igual
manera no se puede desligar la influencia de los extractos de diclorometano, sec-
butanol y del extracto acuoso, que pueden también ejercer un efecto aditivo a la

toxicidad observada para CM.

A la fraccion EH1 también se le realizé el ensayo de Artemia salina. Para esta
mezcla, se observo que a concentraciones de 1 y 10 ppm no hubo efecto toxico,
mientras que a 100 ppm se evindencié un efecto téxico bajo alcanzando un valor de
11,8 %, a una concentracion de 1000 ppm se encontr6 una moderada toxicidad

(46,4 %), estos datos se reportaron en la tabla 14 y en la figura 15 se observa el
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comportamiento no lineal del crecimiento de la toxicidad de la fracciéon EH1 con la

concentracion.

IV.1.3. Discusion de resultados obtenidos para el ensayo de difusion en discos de

papel, técnica de Kirby y Bauer.

Se realiz6 el analisis del crudo metandlico CM, y de los extractos EH, ED, ES
y EA en bacterias gram positivas y gram negativas, con el propésito de analizar si
los componentes presentes en cada uno de ellos posee actividad antibacterial. En
este ensayo no se observo la presencia de halos de inhibicion para CM, EH, ED, ES
ni para EA. Estos resultados indican que en la especie Pseudopterogorgia
americana que se colectd en costas venezolanas, no se encuentran componentes
con capacidad de inhibir el crecimiento bacteriano de Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae y Bacillus subtilis y Staphylococcus aureus, éstos resultados se
obtuvieron empleando concentraciones de los extractos y de CM de 10, 100, 500,
1000, 1500 y 2000 ppm.

IV.1.4. Discusién de resultados obtenidos para el ensayo de inhibicion de la enzima
G-6-Pasa.

La glucosa-6-fosfatasa (G-6-Pasa) es una enzima localizada
predominantemente en el reticulo endoplasmatico (RE) del higado y del rifién y
cataliza el paso final tanto de la gluconeogénesis como de la glucdlisis, convirtiendo

la glucosa-6-fosfato (G-6-P) en glucosa (G) y fosfato inorganico (Pi).[**

El proceso de inhibicion se puede llevar a cabo principalmente en dos sitos,
en el transportador T1 (proteina transportadora de sustrato glucosa-6-fosfato), esto
va a ocurrir en el caso donde se tienen microsomas intactos, donde no se han

colocado histonas al medio de reaccion. Otro sitio donde se puede llevar a cabo la
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inhibicion es directamente sobre la sub- unidad catalitica (SUC), esto va a ocurrir en
el caso donde se tienen microsomas rotos, donde se han colocado histonas al medio

de reaccion con el fin de obtenerlos.

Glucégenolisis

G-6-P

|

Neoglucogénesis

[ Célula Hepatica }

Membrana Plasmética

Figura 6. Diagrama esquematico del metabolismo de la glucosa hepatica. **

CM, EH, ED, ES y EA, fueron evaluados en el ensayo de inhibicion de la
enzima G-6-Pasa, obteniendo los valores que se reportan en la tabla 5, la inhibicién
de CM arrojo valores altos, de 50,00 % en microsomas intactos y de 95,50 % en
microsomas rotos, en la fase inicial. Para descartar la posibilidad que el fosfato
inorganico (Pi) pudiera estar ejerciendo inhibicion tanto sobre el trasportador T1
como en la subunidad catalitica (Figura. 6), se removio todo posible Pi que pudiera
estar contenido en CM a través de una columna de intercambio i6nico y se le repitio
el ensayo al material eluido de columna, este material se rotul6 como crudo

metandlico CM i, fostato- Al Observar los porcentajes de inhibicién para CM ahora sin
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fosfato, (25,00 % en microsomas intactos y 27,30 % en microsomas rotos), se
observa una disminucion notable en comparaciéon a los valores de CM inicial, esto
indicé que efectivamente habia presencia de fosfato en CM y los valores de los
porcentajes de inhibicidbn del mismo eran muy altos debido a que el Pi por tener
cierta similitud estructural con el sustrato (glucosa-6- fosfato) estaba actuando como
inhibidor de la enzima tanto en el transportador T1 como en la sub- unidad catalitica.
Con respecto a los valores obtenidos para CM gin fostato, S€ tienen resultados similares
tanto en microsomas rotos como en microsomas intactos, lo que sugiere, que la
inhibicion de la enzima se lleva a cabo tanto en el trasportador T1 como en la

subunidad catalitica.

Al observar los valores de porcentaje de inhibicion obtenidos para EH, ED, ES
y EA, se tiene que el valor mas alto de inhibicion se obtuvo para EH tanto con
microsomas rotos (69,10 %) como con microsomas intactos (67,50 %),. El valor mas
bajo de inhibicion se obtuvo para ED tanto con microsomas rotos 23,41 % como con
microsomas intactos (56,69 %). Los valores de porcentaje de inhibicion obtenidos
para ES y EA estuvieron entre (59,12 y 61,42) %, siendo éste un grado de inhibicién
significativo ya que en cualquier caso es mayor al 50,00 %. Para el caso de los
extractos EH, ES y EA, los valores correspondientes a la inhibicibn en microsomas
intactos se asemejan a los valores encontrados para la inhibicion en microsomas
rotos, implicando que la actividad se pudiera estar produciendo en el mismo grado
en el transportador T1 y en la subunidad catalitica. Los resultados discutidos se

encuentran graficados en la figura 14.

En la tabla 14 se reportan los resultados obtenidos para la fraccion EH1,
donde esta presente la mezcla de compuestos | y I, en funcién de nm Pi/h x mg de
proteina, para el experimento con microsomas intactos el valor que se obtuvo fue
0,014 nm/h x mg y para el experimento con microsomas rotos el valor que se obtuvo
fue 0,19 nm/h x mg, este resultado muestra que en el caso en que se emplearon

microsomas intactos hubo menor cantidad de Pi producido (0,014 nm/h x mg) en la
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reaccion y por tanto hubo mayor inhibicion de la enzima (65,0 %), en comparacion
con el caso en que se emplearon microsomas rotos donde se observdO mayor
cantidad de Pi producido (0,19 nm/h x mg), que conlleva consigo un menor
porcentaje de inhibicion de la enzima (13,6 %). Para la mezcla de compuestos 1y II,

la inhibicién de la enzima se da de manera efectiva sélo en el transportador T1.

Otro factor considerado fue la latencia, ésta se considera como una
caracteristica comun de las enzimas asociadas a membrana y se define como el
porcentaje de la actividad presente en vesiculas membranosas totalmente rotas que
no se expresa en las no tratadas. Las fracciones microsomales y de envoltura
nuclear estan constituidas por una mezcla de vesiculas con membranas intactas y
otras con membranas rotas y se denominan preparaciones no tratadas. Cuando a
las preparaciones se les adiciona histonas la integridad de la vesicula se pierde, el
sustrato tiene libre acceso a la subunidad catalitica y la preparacién se denomina
rota. La actividad de la enzima en vesiculas intactas se puede estimar substrayendo

la actividad del componente roto de la actividad de las vesiculas no tratadas.™**!

El valor obtenido para la latencia de la enzima fue del 92,6 %, en
concordancia con los valores observados en la actividad inhibitoria sobre la enzima,
la cual fue mayor cuando se emplearon microsomas intactos en comparacion a

microsomas rotos,

Con base en los resultados obtenidos, se considera que los compuestos
presentes en EH1 pudieran tener cierta relevancia en el tratamiento de la

hiperglicemia que presentan los pacientes que padecen diabetes mellitus tipo II.
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CAPITULO V.
V.1. CONCLUSIONES.

Se reportan dos nuevos metabolitos secundarios del extracto de hexano del
coral blando Venezolano Pseudopterogorgia americana, los compuestos | y I,
presentes en la fraccibn EH1. Las estructuras se proponen con base en los datos
espectroscopicos y espectrométricos obtenidos, las cuales se muestran a

continuacion:

o H
H3C\/\/\/\/\/\/\/\ l (o] )\/\/\/CH3
o \/\/\/\(
[} H

| (Cs5Hs604)
0| y
BN VS T e NN OM et
o)\/\/j( \HM
[l (C33He6204)

Debido a que los compuestos | y Il son estructuralmente muy similares La
separacion efectiva de los mismos no se pudo hacer a través de la técnica de
cromatografia en columna. Sin embargo, se pudo realizar un andlisis efectivo de los
mismos a traves de la técnica de cromatografia de gases acoplada a espectrometria

de masas.
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La caracterizacion de los compuestos | y Il se realizé a través del analisis de
los datos obtenidos de los espectros de masas y de resonancia magnética nuclear

en unay dos dimensiones.

La mezcla de dichos compuestos resultdé ser moderadamente téxica en el
ensayo de mortalidad de Artemia salina para una concentracion de 1000 ppm
(46,4 %).

En la especie Pseudopterogorgia americana colectada en costas
Venezolanas no se encontraron componentes capaces de inhibir el crecimiento
bacteriano de las bacterias Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y Bacillus subtilis
y Staphylococcus aureus, para concentraciones de la muestra de 10, 100, 500,
1000, 1500 y 2000 ppm.

La mezcla de compuestos | y Il, presento actividad en la inhibicién sobre la
enzima G-6-Pasa, blogueando la entrada de la glucosa-6-fostato a la sub- unidad
catalitica a través del transportador T1 con un valor de 65,0 %. Este valor es
significativo en el ensayo realizado por lo que pudiera tener aplicabilidad en la
disminucién de los niveles de glicemia, para tratar la diabetes mellitus tipo Il.
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V.2. RECOMENDACIONES.

En este trabajo especial de grado se analizaron algunas fracciones del
extracto de hexano del coral blando venezolano Pseudopterogorgia americana, se

sugiere:

o Realizar el andlisis de las fracciones restantes.

e Realizar la evaluacion de los compuestos encontrados en otros ensayos
biol6gicos, de manera de aportar informacion sobre la actividad biolégica de la
especie coralina Pseudopterogorgia americana colectada en costas

Venezolanas.



118

V.3. GLOSARIO.

Acetogenina: Cada uno de los compuestos organicos construidos con unidades
repetidas de dos carbonos derivadas del &cido acético. En sentido estricto, sélo se
habla de acetogeninas en el caso de los policétidos, en los que se pueden reconocer
con bastante claridad las unidades de acido acético. En sentido amplio, el grupo
incluye también los terpenoides, esteroides y acidos grasos. La sintesis de las
acetogeninas tiene lugar por condensaciones sucesivas cabeza-cola de moléculas
de acido acético, activado como acetil-CoA. El policétido formado puede ciclarse por
condensaciones alddlicas o0 por condensaciones de Claisen, dando un gran

variedad de productos naturales, generalmente fenoles aroméaticos.

Amibocitos: Células con seuddpodos localizadas en el mesohilo de las esponjas.

Antibidticos: Dicese de los agentes que destruyen o inhiben el crecimiento y
desarrollo de determinados microorganismos. En medicina, se concibe como la
sustancia quimica producto de una biosintesis especifica de determinados
microorganismos (mohos, hongos, bacterias, etc.), cuya accion sobre otros
microorganismos conduce a la destruccién o a la inhibicién de su desarrollo. Los
antibioticos actuan por inhibicidon de la sintesis de la pared celular de las bacterias,
de la sintesis de proteinas al actuar sobre los ribosomas, y también por su

intervencién sobre el metabolismo intermediario.

Antigeno: Término general para designar toda sustancia que introducida en el
organismo animal, provoca la formacion de anticuerpos. Generalmente son de

naturaleza proteica.

Axis: Segunda vértebra del cuello, sobre la cual se verifica el movimiento de rotacion

de la cabeza.
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Biosintesis: Sintesis de los componentes moleculares de las células por los
organismos vivos. La energia necesaria para ello proviene generalmente de la
hidrolisis del ATP.

Bipinada: Hoja cuyos foliolos, en vez de simples, son pinnados, es decir que se

articulan en un tallo central formando angulo recto y en numerosas ramificaciones.

Cenénquima: Estructura calcérea de mesoglea extendido entre los poélipos de una

colonia de antozoos.

Citoplasma: Parte del protoplasma de la célula que rodea el nucleo, limitada por una
membrana celular, llamada también membrana plasmatica. Est4 formado por una
sustancia fundamental semifluida en la que se encuentran dispersos en gran nimero

los diferentes organulos celulares.

Coccidios: Grupo de esporozoos que viven generalmente en el interior de las
células, como parasitos. Muchas especies son agentes causantes de enfermedades

en los animales domésticos y (raras veces) en el hombre (coccidiosis).

Cromatina: Nombre que recibe el material cromosomico en estado de interfase. Esta
constituida por proteinas y acidos nucleicos y tiene caracter basofilo, por lo que se la

puede tefiir con colorantes basicos

Diterpeno: Molécula que contiene 20 atomos de carbono, se pueden tener varios

arreglos, lineales, biciclicos y triciclicos, entre otros.

Ectodermo: Hoja blastodérmica o germinada externa, del embrion de los animales,

de la que derivan los tejidos epidérmico y nervioso.
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Escindir: Cortar, dividir, separar.

Escisiparidad: Forma de reproduccion asexual por la cual el individuo se segmenta

longitudinal o transversalmente en dos.

Espiculas: Cuerpo diminuto, a veces microscopico, de naturaleza calcarea o silicea,

gue constituye el tejido de sostén (esqueleto) de muchos invertebrados.

Esporulacién: Forma de reproduccion asexual de los vegetales pluricelulares, en la
que células no sexuales (esporas) se multiplican para dar lugar a nuevos seres

pluricelulares, los cuales, a su vez, originan otros similares a la primera generacion.

Esteroide: Cada uno de los compuestos quimicos cuya caracteristica comdn es
poseer el sistema tetraciclico del perhidrociclopentanofenantreno. Los esteroides se
encuentran en todos los organismos vivientes, en los que desempeiian importantes
funciones bioldgicas. Farmaco: Es toda sustancia quimica purificada utilizada en el
tratamiento, cura, prevencion o el diagnéstico de una enfermedad, o para evitar la

aparicion de un proceso fisioldgico no deseado.

Filogenia: Origen y desarrollo evolutivo de las especies, y en general, de las estirpes

de seres vivos.

Glicoproteina: También llamadas glucoproteinas, son moléculas compuestas por
una proteina unida a uno o varios hidratos de carbono, simples o compuestos.
Tienen entre otras funciones el reconocimiento celular cuando estan presentes en la

superficie de la membrana plasmatica.


http://es.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna
http://es.wikipedia.org/wiki/Hidrato_de_carbono
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Glutatién: Tripéptido natural constituido por acido glutaminico, cisteina y glicina;
puede obtenerse sintéticamente. Actia como sistema redox biolégico en el
metabolismo. Su biosintesis, en el hombre y los animales, tiene lugar en el higado.

Gonada: Organos gametogénicos (productores de gametos) de los animales

pluricelulares.

Histonas: Son proteinas basicas que rompen la integridad de las estructuras

microsomales.

Hipostoma: Elevacion conica del apice de un pélipo donde se localiza la boca.

Huso: Estructura fusiforme compuesta de fibras musculares estriadas, incluidas en

una vaina de tejido conjuntivo.

ICs0: Concentracion que inhibe el crecimiento del 50 % de la poblaciéon que esta

siendo probada.

Lipoproteina: Son complejos macromoleculares esféricos, estan formadas por un
nacleo que contiene lipidos apolares (colesterol esterificado y triglicéridos) y una
capa externa polar formada por fosfolipidos, colesterol libre y proteinas
(apolipoproteinas). Estas lipoproteinas se clasifican en diferentes grupos segun su

densidad, a mayor densidad menor contenido en lipidos.

Lugol: Solucion acuosa Yodoyodurada.

Mesenterio: Cualquiera de los pliegues peritoneales que encubren diversos 6rganos

internos y los mantienen fijos en su posicion.


http://es.wikipedia.org/wiki/L%C3%ADpido
http://es.wikipedia.org/wiki/Mol%C3%A9cula_polar
http://es.wikipedia.org/wiki/Colesterol
http://es.wikipedia.org/wiki/%C3%89ster
http://es.wikipedia.org/wiki/Triglic%C3%A9rido
http://es.wikipedia.org/wiki/Mol%C3%A9cula_polar
http://es.wikipedia.org/wiki/Fosfol%C3%ADpido
http://es.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna
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Mesoglea: Sustancia gelatinosa que se halla entre el ectodermo y endodermo en el
cuerpo de los celentéreos o cnidarios. En la forma polipo representa el mesodermo y
en la forma medusa sufre modificaciones hasta llegar casi a desaparecer.

Metabolitos primarios: Son productos bioquimicos que presentan una utilidad
definida y que son comunes a todos los seres vivos: carbohidratos, lipidos y

proteinas, entre otros.

Metabolitos secundarios: Se define como aquel compuesto que es propio de una
especie, se le conoce también como producto quimico y en la mayoria de los casos

no tiene utilidad aparente para el ser que lo sintetiza.

Metazoario: Animal que posee como los vertebrados, organos celulares
diferenciados.

Morfologia: Estudio de las formas o estructuras de los seres vivos, ya sea

atendiendo a su proceso evolutivo o0 a los tipos existentes.

Nematocisto: Cada una de las vesiculas urticantes de los celentéreos, consistente
en una pequefia capsula intracelular, que contiene un filamento punzante por el que

se destila un liquido irritante.

Opérculo: Pieza generalmente redondeada que cierra determinadas aberturas de los

seres Vivos.

Osiculo: Estructura dura con forma de hueso que tiene funciones de fijacion vy

sostén.

Periodo Cambrico: Comenzo hace alrededor de 542 millones de afios, es la primera

de seis etapas de la Era Primaria, llamada también Era Paleozoica. Termind hace


http://es.wikipedia.org/wiki/Era_Paleozoica
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unos 488 millones de afos, para dar paso al Ordovicico. El Cambrico constituye una
de las grandes divisiones de la geologia histdrica (la rama de la geologia que estudia
las transformaciones que ha sufrido la Tierra desde su formacion).

Pétreo: De la calidad de la piedra.

Pdlipo: Animal de estructura simple que puede vivir solitario o formando colonias.

Protozoarios: Son organismos microscopicos, unicelulares eucarioticos; heteroétrofos,
que viven en ambientes hiumedos o directamente en medios acuaticos, ya sean

salobres o de aguas dulces.

Sésil: Dicese de aquel animal fijado sobre el sustrato, sedentario.

Sesquiterpeno: Molécula que contiene 15 atomos de carbono, presentan una gran
diversidad esqueletal como resultado de la gran facilidad de rearreglarse que poseen

estas estructuras.

Sifonoglifo: Serie de células flageladas dispuestas en la faringe de varios grupos de
celentéreos, cuya misibn en mantener una corriente de agua hacia la cavidad

gastrovascular y facilitar de esta manera la respiracion.

Taxonomia: Ciencia que estudia la clasificacion de los organismos segun sus

semejanzas Yy diferencias.

Toxina: Tipo de sustancia deletérea que tiene un importante papel en la produccion

de enfermedades por microorganismos.


http://es.wikipedia.org/wiki/Ordov%C3%ADcico
http://es.wikipedia.org/wiki/Geolog%C3%ADa_hist%C3%B3rica
http://es.wikipedia.org/wiki/Eukaryota
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Zooxantella: Célula animal con algas simbioticas amarillas en el citoplasma, como en

algunos radiolarios, corales y actinas.
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V.5. ANEXOS.
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Espectro 4. Espectro de RMN *H ampliado (3,9- 5,4) ppm, para EH1.
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Espectro 5. Espectro de RMN *H ampliado (0,8- 5,4) ppm, para EH1.
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Espectro 8. Espectro de RMN **C ampliado (12.0- 37.4) ppm, para EH1.
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Espectro 18. Espectro de RMN HSQC ampliado ((18- 54), (0.3- 2.5)) ppm, para EH1.
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