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Pseudopterogorgia elisabethae una interesante pluma de mar que crece en las islas de San
Andrés y Providencia (Caribe Colombiano nor-ocidental), ha sido sujeto de estudios bioprospectivos
por nosotros durante los ultimos 7 afios. En la primera etapa de la investigacion se recolectaron
fragmentos de colonias individuales en varios sitios y a diferentes profundidades alrededor de las
Islas de San Andrés y Providencia. Luego de preparar extractos con CH,Cl,/MeOH y de someterlos
a Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia acoplada a Espectrometria de Masas se establecieron
segun la composicion mostrada por el perfil cromatografico dos quimiotipos diferentes para
Pseudopterogorgia elisabethae, el quimiotipo 1 para especimenes provenientes de la Isla de Provi-
dencia y el quimiotipo 2 para colonias establecidas en la Isla de San Andrés. El quimotipo 1 fué
caracteristico y exclusivo de los animales recolectados en Providencia, pero el quimotipo 2 aunque
muy abundante en los animales recolectados en San Andrés, ocasionalmente fue encontrado en
animales de la Isla de Providencia.

Aplicando métodos cromatograficos, espectroscopicos y de transformaciones quimicas a los dos
conjuntos de extractos reunidos de cada quimiotipo, se logro establecer que el quimiotipo 1 presentd
como constituyentes mayoritarios una mezcla compleja (4-16%) de aproximadamente trece com-
puestos tipo pseudopterosinas, seco-pseudopterosinas y amfilectosinas. Estos compuestos se
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aislaron e identificaron como sigue: ocho con estructura no reportada anteriormente, las
pseudopterosinas P-S, glicosidadas en el C-10 con L-fucosa libre y acetiladas en los C-4’, C-3" y
C-2’ respectivamente, las pseudopterosinas T-V glicosidadas en el C-10 con D-arabinosa libre y
acetiladas en los C-4” y C-3’, respectivamente y la seco-pseudopterosina K, glicosidada en el C-7
con L-fucosa libre, y cinco de estructura conocida las pseudopterosinas G y K, la seco-
pseudopterosina J y las amfilectosinas A y B.

El quimiotipo 2 se caracterizd por tener bajas concentraciones (2-4%) de las mismas
pseudopterosinas y seco-pseudopterosinas mencionadas anteriormente, pero en contraste sus
constituyentes mayoritarios fueron una mezcla en equilibrio de diterpenos no glicosidados
(MEDNG) tipo amfilectano denominados 10-acetoxi-9-hidroxi—amfilecta-8,10,12,14 tetraeno y
9-acetoxi-10-hidroxi-amfilecta-8,10,12,14 tetraeno, junto con dos componentes minoritarios el
elisabetatrienol y la amfilecta-8(13),11,14-trieno-9,10-diona.

Paso seguido los extractos crudos de los dos quimiotipos fueron sometidos a evaluacion de sus
propiedades antiinflamatorias en bioensayos in vivo usando el modelo clasico de inflamacion
aguda (edema en oreja de ratén) y la inhibicion del mediador de inhibicion MPO liberado en el
edema formado. Los resultados mostraron para los extractos, bajos niveles de inhibicion de la
inflamacién en el edema auricular comparados con el estandar de indometacina utilizado, en con-
traste los dos extractos mostraron una marcada inhibicion del mediador de inflamaciéon MPO,
inclusive superior a la indometacina. Adicionalmente, en el ensayo de inhibiciéon de MPO in vitro,
los compuestos MEDNG, PsQ, PsS, PsT y PsU mostraron niveles mas altos de inhibicién de la
inflamacién que los exhibidos por los estandares dexametasona e indometacina. En los ensayos de
liberacion de NO in vitro, los tratamientos mas potentes fueron los compuestos MEDNG, la PsP
y la PsT. Por otro lado las PsQ, PsS y PsU fueron potentes agentes captadores de NO, y como las
PsG, PsP y seco-PsK no tuvieron actividad captadora de NO, suponemos que ellos deben estar
inhibiendo la sintasa de NO (iNOS) u otras rutas que influencien la produccion de esta enzima.

En los estudios de citotoxicidad usando el ensayo de MTT con cinco lineas tumorales: HEp-2
(carcinoma de laringe), MKN-45 (carcinoma de estomago), HT-29 (adenocarcinoma de colon),
MCF-7 (adenocarcinoma de mama) y HeLa (carcinoma de cervix) y dos cultivos de fibroblastos
normales Fib 04 (epitelio bucal humano) y Fib 05 (tejido de corddén umbilical humano), los resul-
tados mostraron que ambos extractos tanto el del quimiotipo 1 como el del quimiotipo 2, presen-
taron una actividad citotoxica promisoria sobre las lineas tumorales empleadas, observandose una
reduccién de la supervivencia en todas las lineas celulares usadas. Sin embargo, el extracto del
quimiotipo 1 fue mas potente en citotoxicidad que el del quimiotipo 2.

En los ensayos de actividad antimicrobiana, los resultados demostraron que todas las
pseudopterosinas, seco-pseudopterosinas y MEDGN aislados de P. elisabethae, tienen actividad
selectiva contra bacterias marinas gram positivas y contra bacterias terrestres patogenas gram
positivas (con valores de IC entre 1.4 y 17 pg/ml), pero no tienen actividad contra el hongo
evaluado.

Finalmente, en los ensayos antifouling realizados (usando organismos representantes del
microfouling y del macrofouling) los resultados mostraron que el quimiotipo 1 (fracciones que
contienen pseudopterosinas) y las PsQ y U (las demas pseudopterosinas y seco-pseudopterosians
aisladas de los ejemplares de Providencia y San Andrés, estan aun en fase de valoracion) tienen
propiedades antifouling en concentraciones promedio de 1 mg/ml contra los organismos ensaya-
dos, lo que hace estos compuestos muy atractivos para posteriores valoraciones en campo como
agentes ambientalmente amigables.

En conclusién los resultados aqui presentados demuestran que los compuestos aislados de
esta pluma de mar P. elisabethae de San Andrés y Providencia son moléculas promisorias con un
perfil de actividad antiinflamatoria, citotdxica, antibacteriana y antifouling muy interesante, lo
cual hace de este recurso una fuente muy atractiva de compuestos que pueden ser utilizados
industrialmente.
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Abstract

Pseudopterogorgia elisabethae an interesting sea feather found in the islands of San Andres
and Providencia (SW Colombian Caribbean), has been the subject of our research studies for the
last 7 years. In the first step of the studies here presented we collected fragments of individual
colonies at various sites and depth ranges around the islands. Collected samples were extracted
with CH,CL,/MeOH and then subjected to HPLC-MS. Chromatographic profiles of the extracts,
allowed us to recognize two different chemotypes for P. elisabethae. Chemotype 1 characterized
samples from Providencia whereas chemotype 2 characterized samples from San Andres. Chemotype
1 was characteristic and exclusive of samples collected at Providencia. Chemotype 2 was
characteristic but not exclusive to samples collected at San Andres, occasionally was found in
samples from Providencia.

Each extract from the both chemotypes was fractionated by chromatographic means and the
pure isolated compounds thus obtained were carefully identified by spectroscopic and chemical
methods. A complex mixture (4-16%) of 13 compounds (pseudopterosins, seco-pseudopterosins
and amphilectosins) characterized chemotype 1. Those were identified as follows: eight new
compounds in nature, PsP, Q, R, and S glycosylated at C-10 with free and acetylated at C-4’, C-
3’ and C-2’ L-fucose, respectively, PsT, U and V glycosylated with D-arabinose free and acetylated
at C-4” and C-3’, respectively and the seco-PsK, glycosylated at C-7 with free L-fucose and five
known compounds, PsG, K, seco-PsJ and amphilectosins A and B.

Chemotype 2 contained lesser amounts (2-4%) of the compounds mentioned above. In contrast
it showed as major constituents an interconverting 1:1 mixture of non glycosylated amphilectane
type diterpenes (IMNGD) (10-acetoxi-9-hydroxy-amphilecta-8,10,12,14 tetraene and 9-acetoxy-
10-hydroxy-amphilecta-8,10,12,14 tetraene) and minor amounts of elisabethatrienol and amphilecta-
8(13),11,14-triene-9,10-dione.

7

Subsequently, the evaluation of the anti-inflamatory properties in vivo of extracts (chemotype 1
and chemotype 2) was carried out by using the TPA-induced ear oedema model, classical experiment of
acute inflammation and by inhibiting the MPA mediator released to the oedema tissues. The results
showed relatively low levels of inflammation inhibition, when compared to the activity showed by the
anti-inflammatory commercial drug indomethacin. In contrast, we found marked inhibition of MPO
levels by both extracts, even superior to the inhibition shown by indomethacin. Additionally, in the in
vitro MPO assay IMNGD, PsQ, PsS, PsT and PsU exhibited higher levels of inhibition compared with
indomethacin and dexamethasone. In the NO release in vitro, IMNGD, PsP and PsT were the most
potent treatments. On the other hand, PsQ, PsS and PsU did show NO scavenger activity but PsG, PsP
and seco-PsK did not exhibit any scavenger activity. The latter compounds should inhibit the inducible
Nitric Oxide Synthase (iNOS) or other routes that influence this enzyme.

The cytotoxicity activity of the compounds isolated from P. elisabethae was studied by the
MTT assay, using the following cell lines: HEp-2 (carcinoma of the larynx), MKN-45 (stomach
cancer), HT-29 (adenocarcinoma of the colon), MCF-7 (breast cancer) y HeLa (cervix cancer) and
two fibroblast culture of normal cells. The results showed that both the chemotype 1 as the
chemotype 2 presented promising activity against all cancer cell lines used. However, the extract
of chemotype 1 was more potent that of the chemotype 2.

In the antimicrobial assays all pseudopterosins, seco-pseudopterosins and the IMNGD isolated
from P. elisabethae exhibited selective activity against marine and pathogenic terrestrial gram
positive bacteria (IC,, values between 1.4-17 pg/ml) but they did not show any activity against
Candida albicans.
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Finally, in regard to the marine antifouling laboratory bioassays used to evaluate the antifouling
properties of the compounds isolated during this work from the chemotype 1 of P. elisabethae,
against marine organisms representative of micro- and macrofouling, the results showed that the
crude extract, fractions containing pseudopterosins, seco-pseudopterosins and amphilectosins,
and PsQ and PsU had promising antifouling power in concentrations about 1 pg/ml. The research

in this direction still continues in our laboratory.

In conclusion, all results presented here contribute to demonstrate that the compounds isolated
from the sea P. elisabethae are promising molecules having an interesting anti-inflamatory, cytotoxyc,
antibacterial and antifouling activity profile. This fact makes this marine organism an attractive
source of compounds which could be used in the industry.

Key words: marine biodiversity, bioprospection, sea feathers, Pseudopterogorgia elisabethae,
pseudopterosins, seco-pseudopterosins, anti-inflammatory compounds, cytotoxyc compounds,

amtimicrobial compounds, antifouling compounds.

Introduccion

Los productos naturales marinos han venido jugando
desde hace unos 40 afios un papel muy importante en el
descubrimiento de sustancias con estructuras quimicas la
mayoria de las veces sin contraparte terrestre, las cuales
se han venido convirtiendo en prototipos para el desarro-
llo de nuevas drogas o son sustancias importantes para
otros fines industriales (Faulkner, 2002; Blunt ez al., 2009).
Por esta razon es sin duda ninguna muy importante identi-
ficar los organismos que producen estos compuestos
novedosos y determinar su actividad biolégica aprove-
chable por el hombre.

En este sentido los octocorales (gorgdnidos) también
llamados plumas, abanicos y latigos de mar, cuyas pobla-
ciones ocupan el segundo lugar en abundancia en los arre-
cifes coralinos del IndoPacifico y del Caribe, han mostrado
desde el afio 1990 que son una fuente extraordinaria de
compuestos quimicos, principalmente de diterpenos. En
aflos recientes las especies de octocorales pertenecientes
al género Pseudopterogorgia (plumas de mar), hasta aho-
ra documentadas 15 especies en total, han sido el centro
de atencion de muchos cientificos porque se ha descu-
bierto que ellas contienen una gran cantidad de metabolitos
secundarios con un perfil farmacoldégico promisorio
(Heckrodt & Mulzer, 2005). Durante el periodo compren-
dido entre 1970 hasta el 2008, se han venido publicando
numerosos trabajos cientificos (199 en total) sobre la qui-
mica y farmacologia de este género. La Figura 1 provee
una descripcion grafica del nimero de publicaciones de
las especies del género Pseudopterogorgia estudiadas.
Es evidente de la grafica mostrada que Pseudopterogortia
elisabethae es la especie mas estudiada, seguida por P.
americana, P. sp, P. acerosa y otras especies.

Figura 1. Numero de publicaciones (1970- 2008, fuente
Chemical Abstract Search) sobre la quimica y farmacologia de
especies de octocorales del género Pseudopterogorgia.

La especie P. elisabethae (Bayer, 1961) (Figura 2) vive
en las aguas tropicales del Mar Caribe (Florida, Bahamas,
Bermuda, Cuba, Jamaica, Honduras, Belice, México y San
Andrés y Providencia, Colombia) (Heckrodt & Mulzer,
2005). Se distribuye moderadamente en los arrecifes
coralinos entre 40-70 m bajo el nivel del mar, sin embargo,
ocasionalmente puede encontrarsele en aguas someras por
ejemplo entre los 5-35 m (Gutierrez-Rodriguez et al., 2009).

El interés de la comunidad cientifica en P. elisabethae
parece deberse a su relativa abundancia en el Mar Caribe,
al gran numero de metabolitos encontrados en esta espe-
cie y a la actividad bioldgica encontrada para muchos de
ellos por ej. anticancer, antiinflamatoria, antiplasmddica,
antimicrobiana, antiviral, antimalédrica y antioxidante
(Heckrodt & Mulzer, 2005). También se ha reportado para
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Figura 2. Pseudopterogorgia elisabethae, pluma de mar.

los compuestos aislados de P. elisabethae actividad anti-
alimentaria en peces (Thornton & Kerr, 2002).

La diversidad estructural de muchos de los compuestos
aislados de esta especie es asombrosa, la mayoria de ellos
diterpenos pertenecientes a 17 clases de las 40 existentes hoy
en dia (Berrue & Kerr, 2009). Se han encontrado compuestos
diterpenos con esqueletos pseudopterano, elisabetano, nor-
elisabetano, dinor.elisabetano, elisabano, amfilactano,
serrulatano, sanandresano, colombiasano, elisapterano,
trinor-amfilactano, tetrisnor-amfilactano, cumbiano, seco-
cumbiano, ileabetano, nor-amfilectano y caribenano
(Berrue & Kerr, 2009).

Entre los compuestos diterpenos aislados de P.
elisabethae se destacan las pseudopterosinas y las seco-
pseudopterosinas, no solo por el novedoso tipo de esque-
leto que poseen sino también por su excelente actividad
bioldgica.

Las pseudopterosinas, son diterpenos con esqueleto de
tipo amfilectano glicosidados, las cuales se diferencian en-
tre ellas principalmente en la posicidon de la glicosidacion
(C-9 6 C-10), el azucar (generalmente con D-xilosa, D-
arabinosa y L-fucosa), en la posicion del sustituyente acetilo
en el azacar, cuando este existe, asi como también en la
estereoquimica de la aglicona (Figura 3). Las PsA-D fueron
las primeras en ser identificadas hace aproximadamente 20
afios en ejemplares recolectados en las Islas Bahamas (Look
et al., 1986; Fenical, 1987). Unos afios mas tarde las PsE-J
fueron identificadas en ejemplares recolectados en la Isla
Bermuda, y las PsK-L, en muestras provenientes de las Islas
Bahamas (Roussis ef al., 1990). Recientemente, las PsM-O

se aislaron de especimenes de cayos de la Florida (Ata et
al., 2003), y las PsX-Y aisladas de especimenes recolecta-
dos en Bahamas (Ata et al., 2004) (Figura 3).

Las seco-pseudopterosinas, compuestos estructural-
mente relacionados con las pseudopterosinas, son
diterpenos con esqueleto tipo serrulatano glicosidado, las
cuales se diferencian entre ellas principalmente en la posi-
cion de la glicosidacion (C-7 6 C-8), en el azucar (arabinosa
y fucosa) y en la posicion del sustituyente acetilo en el
azucar cuando existe acetilacion. Las seco-PsA-D fueron
encontradas por primera vez en ejemplares de Pseudopte-
rogorgia kallos, recolectados en los cayos de la Florida
(Look & Fenical, 1987). En ejemplares de P. elisabethae
del mismo sitio se identificaron las seco-PsE-G (Ata et al.,
2003) y la seco-PsJ (Ferns & Kerr, 2005) (Figura 3).

Las pseudopterosinas y las seco-pseudopterosinas ais-
ladas de especimenes del norte del Mar Caribe, no solo
son interesantes por su estructura novedosa, sino tam-
bién (por lo menos las que han sido ensayadas farmaco-
logicamente hasta el momento) porque presentan potentes
propiedades antiinflamatorias y analgésicas en pruebas in
vitro e in vivo convirtiéndolas en sustancias promisorias
para el tratamiento de la inflamacion cronica.

Las primeras pseudopterosinas que fueron estudiadas
desde el punto de vista de su actividad bioldgica, fueron
las PsA-D, a las cuales se les determind la actividad
antimicrobiana sobre platos de agar y la citotoxicidad con
el ensayo sobre huevos de erizo de mar; sin embargo, es-
tas actividades fueron cuantitativamente menos importan-
tes, con relacion a la actividad antiinflamatoria y analgésica
encontrada en pruebas in vivo, en las cuales se evalud el
bloqueo de la inflamacién y la actividad analgésica en ra-
tones (Look et al., 1986). Los resultados mostraron que la
PsA, fue 40 y 12 veces mas potente que la Indometacina
con respecto a la actividad antiinflamatoria y analgésica,
respectivamente. Estas pseudopterosinas, también fueron
evaluadas en ensayos antiinflamatorios in vitro, evaluan-
do la inhibicion de la fosfolipasa A2 (PLA,) pancredtica, y
la liberacion de prostaglandina E, y leucotrieno B,, encon-
trandose que la PsA inhibi6 la enzima PLA,, enzima que
juega un papel importante en el inicio de la cascada del
acido araquidénico; ademas mostrd capacidad de inhibir
la produccion de prostaglandina E, y leucotrieno B,, me-
diadores quimicos de la inflamacién producidos por la via
de ciclooxigenasa (COX) y lipooxigenasa (LPO), respecti-
vamente (Look et al., 1986).

Otra pseudopterosina ampliamente estudiada ha sido
la pseudopterosina E, la cual mostrd, en ensayos in vitro
sobre neutr6filos humanos, capacidad de inhibir la
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Figura 3. Pseudopterosinas y seco-pseudopterosinas aisladas a partir de especimenes
de P. elisabethae recolectados en el norte del Mar Caribe.
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desgranulacion de estos, inhibiendo enzimas como PLA,,
ademas, de inhibir la produccion de leucotrienos, lo cual
indica que actiia como un antagonista de la cascada del
acido araquiddnico, inhibiendo la via de LPO, exhibiendo
ademas como una ventaja frente a su analoga la pseudopte-
rosina A, la baja toxicidad que presenta (Potts & Faulkner,
1992; Mayer et al., 1998; Johansson ef al.,2002).

Las ultimas pseudopterosinas y seco-pseudopterosinas
evaluadas en pruebas in vivo de actividad antiinflamatoria
(edema auricular en raton), fueron las PsM-O y las seco-
PsE-G, las cuales mostraron porcentajes de inhibicion de la
inflamacién superiores al 65%, siendo la PsN y la seco-
PsE, las que mayor actividad antiinflamatoria presentaron
(porcentaje de inhibicion del 88%), (Ata et al.,2003).

Por ello extractos semipurificados, ricos en estos com-
puestos, son usados como un aditivo para prevenir la irri-
tacion causada por la exposicidn al sol, en cosméticos para
el rostro de la firma Estée Lauder en un producto llamado
Resilience®, el cual tiene gran éxito comercial gracias a su
alta eficacia (Kijoa & Sawanwong, 2004; Haefner, 2003;
Faulkner, 2000). Este hecho ha generado una gran deman-
da del organismo, la cual se estima del orden de 30 a 45
toneladas anuales, por parte de la industria cosmética. Sin
embargo, en la actualidad la oferta de material animal sélo
proviene de las Islas Bahamas, pais que ejerce un control
especial en la recoleccion de colonias con el fin de mante-
ner la viabilidad del recurso. Actualmente el precio de la
crema a base de extracto semipurificado de coral (50 ml)
oscila entre US$ 80-100 (Precios 2009).

Las pseudopterosinas A-D, han sido licenciadas a una
pequeiia firma, OsteoArthritis Sciences Inc., para uso me-
dicinal como potencial droga antiinflamatoria, la cual ha
completado la fase II de los ensayos clinicos de un deriva-
do de la pseudopterosina A, llamado methopterosin
(OAS1000), un potente compuesto antiinflamatorio,
inhibidor de la sintesis de leucotrieno B,, el cual fue inclui-
do como una Nueva Droga Investigacional (Investigational
New Drug IND), aplicado con la U.S. Food and Drug
Administration (FDA), y hoy dia se encuentra en fase de
experimentacion en humanos para dermatitis irritante de
contacto (Gross & Konig, 2006; Kijoa & Sawanwong, 2004;
Haefner, 2003; Faulkner, 2000).

Adicionalmente, la P, elisabethae recolectada en Baha-
mas, ha sido evaluada en ensayos de actividad antimicro-
biana, en donde, el extracto crudo mostré una potente
actividad antibacteriana contra bacterias Gram-positivas.
Este mismo estudio mostré que las pseudopterosinas A-E,
K, X y Y, aisladas a partir de este coral son las responsa-
bles de la actividad antibacterial contra Streptococcus

pyogenes, Staphylococccus aureus y Enterococcus
faecalis, mientras que no presentaron actividad contra las
bacterias Gram-negativas Escherichia coli'y Pseudomonas
aeruginosa (Ata et al.,2004).

En Colombia el grupo de investigacion “Estudio y apro-
vechamiento de productos naturales marinos y frutas de
Colombia” de la Universidad Nacional de Colombia, ha sido
el pionero en la investigacion quimica y de actividad bio-
légica de la especie de pluma de mar antes mencionada,
Pseudopterogorgia elisabethae, que crece en el archipié-
lago de San Andrés y Providencia. En el presente trabajo
se describiran los resultados de las investigaciones que
hemos venido realizando durante los tltimos 7 afios en
compuestos aislados de esta interesante pluma de mar y
se resaltaran algunas de las enormes perspectivas que este
tema de investigacion ofrece.

Estudios en Pseudopterogorgia elisabethae recolectada
en el archipiélago de San Andrés y Providencia

1. Estudios quimicos (Duque et al.,2004; Puyana et
al., 2004; Duque et al., 2006; Correa, 2007)

Como se desprende de lo anteriormente mencionado,
la composicion y el porcentaje de pseudopterosinas pre-
sentes en las poblaciones naturales de P. elisabethae, va-
ria considerablemente dependiendo de la procedencia del
animal. Por esta razdn y sabiendo de la existencia de po-
blaciones de P. elisabethae en el archipiélago de San An-
drés y Providencia procedimos a realizar estudios del
recurso, de su contenido de sustancias quimicas y de la
actividad biologica de extractos y de los compuestos ais-
lados e identificados.

Material animal

Fragmentos de especimenes de colonias de P. elisabe-
thae fueron recolectados por SCUBA en 13 sitios de la isla
de Providencia y en 4 sitios de la isla de San Andrés (se
tomaron alrededor de 10 réplicas en cada sitio de recolec-
cién). Los tejidos animales de cada muestra fueron sub-
secuentemente secados al aire, extraidos con una mezcla de
MeOH/CH,Cl, (1:1) y sometidos a CLAE-EM (cromatografia
liquida de alta eficiencia acoplada a espectrometria de ma-
sas). Los perfiles cromatograficos obtenidos demostraron
la presencia de dos quimiotipos (Figura 4) a los que denomi-
namos quimiotipo 1 para los extractos de los animales de la
isla de Providencia y quimiotipo 2 para aquellos provenien-
tes de los animales de la isla de San Andrés. Aunque el
quimiotipo 1 fue encontrado exclusivamente en las mues-
tras de Providencia, algunas veces se encontrd también el
quimiotipo 2 en Providencia.
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Aislamiento e identificacion de compuestos en los dos
quimiotipos

Los extractos de las muestras correspondientes a cada
uno de los dos quimiotipos fueron juntados hasta obtener
aproximadamente 2 g de extracto total para cada quimiotipo.
Estos extractos fueron luego sometidos a fraccionamiento
sobre silica gel y posteriormente a purificacion final por
CLAE en fase reversa. Los compuestos puros aislados fue-
ron identificados por métodos espectroscdpicos (UV, EM
de ionizacion suave, RMN mono- y bidimensional) y de
transformacion quimica.

El quimiotipo 1 se caracterizé por presentar como cons-
tituyentes mayoritarios una mezcla compleja (4-16%) de
aproximadamente trece compuestos tipo pseudopterosinas,
seco-pseudopterosinas y amfilectosinas (Figuras 4 y 5),
de los cuales se logro el aislamiento de ocho compuestos
las PsP-S, glicosidadas en el C-10 con L-fucosa libre y
acetilada en los C-4’, C-3’y C-2’ respectivamente, las PsT-
V glicosidadas en el C-10 con D-arabinosa libre y acetilada
en los C-4’ y C-3’, respectivamente (Duque et al.,2004) y la
seco-PsK, glicosidada en el C-7 con L-fucosa libre (Duque
et al., 2006) junto con cinco compuestos conocidos las
PsG, PsK, la seco-Ps] y las amfilectosinas A y B.

El quimiotipo 2 se caracterizd por tener bajas con-
centraciones (2-4%) de las mismas pseudopterosinas y
seco-pseudopterosinas mencionadas, en contraste sus

constituyentes mayoritarios fueron una mezcla de
diterpenos tipo amfilectano (Figuras 4 y 5). De esta frac-
cion se logroé aislar e identificar como componente ma-
yoritario a una mezcla en equilibrio de dos diterpenos
monoacetilados con esqueleto amfilectano (MEDNG) de-
nominados 10-acetoxi-9-hidroxi—amfilecta-8,10,12,14
tetraeno y 9-acetoxi-10-hidroxi-amfilecta-8,10,12,14
tetraeno, junto con dos componentes minoritarios el
elisabetatrienol y la amfilecta-8(13),11,14-trieno-9,10-
diona (Duque et al., 2006).

En la Figura 5, se muestran las estructuras quimicas de
los compuestos tipo pseudopterosina y seco-pseudopte-
rosina y otros de estructura relacionada encontrados por
nosotros en P. elisabethae de San Andrés y Providencia
(Duque et al., 2004, Puyana et al., 2004, Duque et al., 2006,
Correa, 2007). De ellos las PsP, PsQ, PsR, PsS, PsT, PsU,
PsV, seco-PsK y los 4 diterpenos (10-acetoxi-9-hidroxi—
amfilecta-8,10,12,14 tetraeno y 9-acetoxi-10-hidroxi-amfilecta-
8,10,12,14 tetraeno, elisabetatrienol y amfilecta-8(13),
11,14-trieno-9,10-diona) fueron compuestos encontrados por
primera vez en la naturaleza. Es importante anotar de estos
resultados que la composicion y el porcentaje de
pseudopterosinas y seco-pseudopterosinas de P. elisabethae
del Caribe colombiano (sur occidente del Mar Caribe) es
muy diferente a la composicion en esta clase de importan-
tes compuestos encontrada en ejemplares del norte del Mar
Caribe. También es importante mencionar que la identidad
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Figura 4. Perfiles por CLAE-EM de los dos quimiotipos encontrados en las muestras de P.
elisabethae recolectada en las islas de Providencia y San Andrés. Columna Thermo Hyper-
Keystone C-18, con un sistema isocratico ACN/H,O (7:3), a 0.2 ml/min.
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Tabla 1. Actividad antiinflamatoria in vitro de los compuestos aislados de P. elisabethae

Compuesto Concentracion % inhibicion % inhibicion % actividad
uM de MPO de NO captadora de NO
PsG 10 34 31 NA
5 NA
1 16 NA
PsK 10 NA 29 10
5 10
1 6 5
PsP 10 NA 58 NA
5 NA
1 50 NA
PsQ 10 59 37 42
5 21
1 21 22
PsS 10 49 36 31
5 17
1 15 6
PsT 10 52 52 25
5 18
1 38 14
PsU 10 52 32 38
5 26
1 14 28
seco-PsK 10 23 18 NA
5 NA
1 1 NA
MEDNG 50%* 92 30
25% 80 23
5* 35 16
Dexametasona 10 35 100 NE
Indometacina 10 57 NE NE
L-NIO 10 NE 82 NE
Curcumina 14 NE NE 30

* ng/ml ; NA: No activo; NE: No evaluado.

de las colonias estudiadas fue claramente confirmada como
P. elisabethae por su morfologia y analisis de escleritos,
Adicionalmente, se observd que no hubo diferencias signi-
ficativas en las dimensiones de los escleritos entre las colo-
nias que conformaron los dos quimiotipos.

Ademas del trabajo realizado por nosotros, investiga-
dores de la universidad de Puerto Rico reportaron simulta-
neamente algunas de las pseudopterosinas encontradas
en nuestro trabajo (PsP, PsR, PsQ, PsU y PsV), y otras
cinco nuevas pseudopterosinas aisladas a partir de
especimenes de P. elisabethae recolectada en Providen-
cia, de las cuales cuatro correspondieron a pseudoptero-
sinas diacetiladas 3’-O-acetil-PsQ, 2’-O-acetil-PsQ,
3’-0-acetil-PsU y 2°-O-acetil-PsU y la PsW, la cual difiere
de las deméas pseudopterosinas en la estereoquimica del
C-1, (Rodriguez et al., 2004), ademas reportaron las seco-
PsH-1, glicosidadas en el C-7 con o-arabinosa acetilada en

los C-2” y C-4°, respectivamente, aisladas a partir de
especimenes de P. elisabethae recolectados en la Isla de
San Andrés, resultados también mostrados en la Figura 5
(Rodriguez et al.,2004).

2. Estudios de actividad biolégica de los compuestos
aislados de P. elisabethae de las islas de San
Andrés y Providencia

Propiedades antiinflamatorias (Correa, 2007; Correa
et al., 2009)

También como parte de nuestra investigacion se deter-
minaron las propiedades antiinflamatorias de extractos cru-
dos de la pluma de mar P. elisabethae de San Andrés y de
Providencia, en experimentos in vivo, usando el modelo
clasico de inflamacion aguda (edema en oreja de raton, De
Young et al., 1989) y la inhibicidon del mediador de inhibi-
cion MPO (mieloperoxidasa) liberado en el edema formado
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(Bradley ef al., 1982). En la Figura 6 se muestra que los
dos extractos crudos presentaron valores de inhibicioén
moderados de inflamacion comparados con el estandar de
indometacina utilizado. En contraste, en el ensayo de inhi-
bicién de la liberacion de MPO en los homogenizados de
las orejas usadas, se encontrd que los extractos crudos
mostraron valores de inhibicidn iguales o ligeramente su-
periores al estdndar de indometacina (Figura 6), potente
antiinflamatorio comercial, lo cual sugiere la presencia en
los extractos de sustancias con una potente actividad en
la inhibicién de la desgranulacion leucocitaria.

De otro lado, como la inflamacién es un proceso
complejo caracterizado por la contribucion de muchos me-
diadores al proceso, las pseudopterosinas y seco-pseu-
dopterosinas aisladas y los compuestos MEDNG fueron
evaluados en ensayos in vitro determinando su efecto en
la liberacidn de dos de esos mediadores, la enzima MPO en
neutréfilos humanos (PMN) (Bradley et al., 1982) y el ra-
dical oxido nitrico (NO) en macréfagos J774 (CYTED, 2002).
Adicionalmente, se evalu6 para los compuestos la activi-
dad captadora del radical NO (Marcocci et al., 1994). En la
Tabla 1, se muestra como los compuestos MEDNG, PsQ,
PsS, PsT y PsU exhibieron niveles de inhibicién de la libe-
racion de MPO superiores a los mostrados por los contro-
les, dexametasona e indometacina, de igual manera puede
observarse como MEDNG, PsPy PsT fueron los tratamien-
tos mas potentes en la inhibicion de la liberacion de NO in
vitro. Por ultimo es importante mencionar que las PsQ, PsS
y PsU presentaron una considerable actividad captadora

Hs9
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Figura 6. Porcentaje de inhibicion de inflamacién de los extractos
de P, elisabethae en el ensayo de edema auricular inducido por TPA
y porcentaje de inhibicion de los niveles de MPO de los extractos de
P. elisabethae evaluados en los homogeneizados de las secciones de
orejas del ensayo de edema auricular inducido por TPA. Resultados
expresados como el promedio del porcentaje de inhibicion frente el
vehiculo (acetona) + D.E. (ANOVA vy post-test Tukey *P<0.001
significativo con respecto al patron de referencia (indometacina).

de NO (Tabla 1), mientras que las PsG, PsP y la seco-PsK
no la tienen. Este ultimo resultado parece indicar que la
actividad captadora del radical NO moderada de estos ulti-
mos compuestos, se podria deber a la directa o indirecta
inhibicidn de la sintasa del 6xido nitrico inducible (iNOS).

Los resultados anteriores son evidencia sustancial que
contribuye a demostrar que los compuestos aislados du-
rante este trabajo, son sustancias promisorias con un inte-
resante perfil de actividad antiinflamatoria.

Propiedades citotoxicas (Correa, 2007)

Adicionalmente, se determind la actividad citotoxica
de los extractos de P. elisabethae correspondientes al
quimiotipo 1 y al quimiotipo 2 contra cinco lineas tumorales:
HEp-2 (carcinoma de laringe), MKN-45 (carcinoma de
estomago), HT-29 (adenocarcinoma de colon), MCF-7
(adenocarcinoma de mama) y HeLa (carcinoma de cervix) y
dos cultivos de fibroblastos normales Fib 04 (epitelio bu-
cal humano) y Fib 05 (tejido de cordén umbilical humano),
con el fin de buscar la posible aplicacion de P. elisabethae
como fuente de compuestos con actividad anticancer.

Para la determinacion de la supervivencia celular se
us6 el método indirecto de reduccion del MTT (Mosmann,
1983; Cordero & Aristizabal, 2002). Como control positi-
vo de actividad se utilizé Doxorubicina HCl y como vehi-
culo se empled dimetil sulféxido (DMSO, concentracion
final méxima 0,2% v/v). Se calcularon los porcentajes de
supervivencia celular en los pozos tratados, relativos a los
pozos de control de crecimiento celular y finalmente se
construyeron curvas concentracion vs. porcentaje de su-
pervivencia.

Los resultados mostraron que los dos extractos pre-
sentaron una actividad citotoxica promisoria sobre las cin-
co lineas tumorales empleadas (Figura 7), observando una
reduccién de la supervivencia en todas las lineas usadas.
Asi, a las concentraciones de 50 y 100 pg/ml (Figura 7)
ambos extractos presentaron un efecto citotdxico impor-
tante (Se considera que un extracto o una fraccion presenta
actividad citotdxica promisoria si es activo en concentra-
ciones inferiores a 50 pg/ml (Mans et al., 2000), mientras
que a 5 pg/ml ninguno de los extractos tuvo un efecto
citotoxico sobre las lineas tumorales utilizadas. Al comparar
los resultados de la actividad de los dos extractos se obser-
va que el extracto de Providencia (quimiotipo 1) es mas acti-
vo que el extracto de San Andrés (quimiotipo 2).

En cuanto a la citotoxicidad mostrada por el extracto
crudo de Providencia sobre los dos cultivos de fibro-
blastos (Figura 6) los resultados muestran que éste indu-
jo una reduccidn casi total de la supervivencia a las
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Figura 7. Porcentajes de supervivencia de las cinco lineas tumorales y dos cultivos de fibroblastos tratados
con los extractos de P. elisabethae de Providencia (quimiotipo 1) y de San Andrés (quimiotipo 2).
Resultados expresados como el promedio de porcentaje de supervivencia + D.E n= 6.

maximas concentraciones evaluadas (100 pg/mly 50 pg/
ml), mientras que a 5 pg/ml no se observd ningtn efecto
citotoxico. En cuanto al extracto crudo de San Andrés, éste
no present6 actividad citotoxica significativa a ninguna
de las concentraciones evaluadas (0.5, 5y 50 pg/ml). Este
resultado es interesante ya que podria estar indicando una
menor intensidad del efecto citotoxico del extracto de San
Andrés sobre los cultivos de fibroblastos normales en com-
paracidn al efecto de éste sobre las lineas tumorales, sugi-
riendo una posible selectividad hacia las células tumorales.

De los resultados mostrados es claro que mucha mas
investigacidn es necesaria para determinar si las pseudop-
terosinas y seco-pseudopterosinas y otros compuestos
de estructura relacionada aislados de P. elisabethae de
San Andrés y Providencia son responsables de la activi-
dad citotoxica mostrada por los extractos crudos. Experi-
mentos en este sentido se estan llevando a cabo en nuestro
laboratorio usando los compuestos puros y mas lineas
tumorales cancerosas.

Otras actividades biolégicas

Recientemente, con el fin de ampliar el potencial de
aplicacion de estas interesantes sustancias, hemos veni-
do realizando valoraciones complementarias que nos han
permitido demostrar que las pseudopterosinas y seco-
pseudopterosinas, tienen también una excelente actividad
antibacteriana y antifouling.

En cuanto a la primera de las actividades mencionada y
haciendo uso de dos metodologias diferentes (densidad
optica y ensayo de sensidiscos, Mora-Cristancho et al.
articulo en preparacion), se evaluaron las actividades de
las PsG, PsP, PsQ, PsS, PsT, PsU, de la 3-O-Ac-PsU, de las
seco-Ps]y seco-PsK, y de los compuestos MEDNG contra
seis cepas bacterianas de origen marino Oceanobacillus
iheyensis, Ochrobactrum pseudogringonense, Vibrio
harveyi, Kokurea rosea, Ochrobactrum sp 'y Alteromona
macleodii, contra tres cepas bacterianas patogenas de
origen terrestre Staphylococcus aureus, Enterococcus
faecalis, Pseudomonas aeruginosa y contra el hongo pa-
tégeno Candida albicans. Los resultados demostraron que
las pseudopterosinas, seco-pseudopterosinas y la mezcla
en equilibrio de diterpenos aislados de P. elisabethae
(Quimiotipos 1y 2), tienen actividad selectiva contra bac-
terias gram positivas tanto marinas como terrestres con
valores de IC;, entre 1.4 y 17 pg/pl, contra los microorga-
nismos terrestres patégenos, mientras que no tienen acti-
vidad contra el hongo evaluado Candida albicans (Correa
et al., articulo en preparacion).

Aunque en general hay un acuerdo dentro de la co-
munidad cientifica de que no existe un solo bioensayo
que pueda arrojar resultados definitivos sobre las pro-
piedades antifouling de las sustancias a valorar, debido
principalmente a la diversidad de organismos implicados
en el fouling marino, se trata la mayoria de las veces de
usar un conjunto de bioensayos que utilicen como objetivo
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diferentes organismos colonizadores involucrados tanto
en el microfouling (bacterias o microalgas) como en el
macrofouling (cirripedios y mejillones) (Briand, 2009). Con
esto en mente se ensayaron extractos crudos de los dos
quimiotipos de P. elisabethae, algunas mezclas de
pseudopterosinas y seco-pseudopterosinas y algunas
pseudopterosinas puras para valorar sus propiedades
antifouling contra las microalgas Cylindrotheca closte-
rium, Chlorarachnion globosum, Pleurochrysis roscoffen-
sis, Rodhella cyanea y Scenedesmus armatus, contra las
macroalgas Ulva intestinales, Sargassum multicum y
Polysiphonia lanosa, y contra el mejillon Mytilus edulis.
Los resultados mostraron que el quimiotipo 1 (fracciones
que contienen pseudopterosinas) y las PsQ y U (las demas
pseudopterosinas y seco-pseudopterosians aisladas de los
ejemplares de Providencia y San Andrés, estan atin en fase
de valoracidn) tienen propiedades antifouling en concen-
traciones promedio de 1 pg/ml contra los organismos ensa-
yados (Ramos et al., articulo en preparacion).

Perspectivas

Los resultados anteriormente descritos constituyen una
pieza importante dentro del proceso de bioprospeccion de
esta especie, asi, una vez terminada la fase de la determina-
cidon de su potencial de aplicacidn, los siguientes pasos
para su explotacion sustentable tienen que ver con la con-
secucion de cantidades apreciables de estos metabolitos
activos que aseguren la continuacion de los estudios de
mejoramiento de su potencial bioldgico (estudios de estruc-
tura vs. bioactividad), y que permitan establecer los proce-
sos de la fabricacion de productos para que en ultima
instancia se asegure la continuidad en su comercializacion.

En el caso de esta especie su extraccion directa del
medio donde vive no es posible debido a la baja densidad
poblacional que ésta presenta (Puyana ez al., 2004), por lo
cual se hace necesario buscar alternativas para el suminis-
tro sustentable de esta importante materia prima (extractos
crudos de pseudopterosinas y seco-pseudopterosinas).
Otros métodos que podrian ser ensayados comprenden
sintesis quimicas estereoselectivas, sin embargo, estos
métodos son dificiles de llevar a cabo debido a la comple-
jidad estructural de estos compuestos (presentan por lo
menos cuatro centros quirales en la aglicona, sin conside-
rar los del aztcar) y en muchos casos el proceso es invia-
ble debido a su alto costo.

Lo considerado anteriormente exige una solucidon que para
su implementacion se necesita de la produccion de conoci-
miento cientifico y tecnoldgico que sirva de soporte a la solu-

cion del problema del suministro para P. elisabethae. Investi-
gaciones recientes (Mydlarz ef al., 2003) han venido demos-
trando que las pseudopterosinas y seco-pseudopterosinas
en P. elisabethae del Caribe norte, son producidas por los
simbiontes de este octocoral. Este descubrimiento explicaria
el por qué existe tanta variabilidad de produccion de estos
compuestos entre individuos y localidades inclusive en sitios
tan cercanos como en las islas de San Andrés y Providencia,
donde hemos encontrado un quimiotipo distinto para las
poblaciones que viven en cada una de estas islas, como lo
mencionamos en la primera parte de este trabajo.

Asi, uno de los caminos que creemos sera de gran ayuda
es la caracterizacion de los simbiontes de los especimenes
de P. elisabethae que viven en Providencia, tendientes al
establecimiento de cual de ellos (dinoflagelados, bacterias,
etc.) es el responsable de la produccion de estos compues-
tos. Por supuesto cultivar un microorganismo es un proce-
so muchisimo mas facil que cultivar el macroorganismo
entero o que utilizar procedimientos de sintesis complejos 'y
costosos. Estudios en esta direccion se llevaran a cabo en
los préximos afios en nuestro laboratorio.
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