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Se presenta un breve resumen de los resultados de investigacién mas significativos obteni-
dos por €l autor y su grupo entre 1982 y 1998. De extractos orgdnicos de organismos marinos
recolectados en el Caribe Colombiano, tales como esponjas, estrellas, ofiuros y corales blan-
dos, se lograron aislar e identificar por métodos cromatograficos, espcctroscépicos y quimicos
cerca de 160 compuestos quimicos, 21 de ellos nuevos en la naturaleza. De estos compuestos,
los furanosesterterpenos (7E, 12E, 18R, 20Z)-variabilina, (8E, 13Z, 18R, 20Z)-strobilina, (7E,
12E, 18R, 20Z)-felixinina, (8Z, 13Z, 18R, 20Z)-strobilina y (7Z, 12Z, 18R, 20Z)-felixinina
presentaron excelente actividad analgésica, antimicrobiana, citotéxica y antitumoral.
Adicionalmente el nuevo sesquiterpeno (+)-curcufenol presenté importante accién
antimicrobiana, citot6xica y relajante muscular. Paralelamente a los estudios anteriores tam-

bién se presentan aquf los primeros resultados de nuestras recientes investigaciones en ecologia
quimica marina.

Palabras claves : Productos naturales marinos, Bioactividad, Biodiversidad, Metabolitos
marinos, Metabolitos bioactivos, Ecologia quimica.

Abstract

A brief summary of the most significant results obtained by thc author and her research
group during the period 1982-1998 is here presented. One hundred and sixty metabolites (21
being novel compounds) have been isolated and indentified by chromatographic, spectroscopic
and chemical means, from bioactive organic extracts in marine organisms (sponges, sea stars,
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ophiuroids, soft corals) collected from the Caribbean coast of Colombia. Among them, the
furanosesterterpene tetronic acids (7E, 12E, 18R, 20Z)-variabilin, (8E, 13Z, 18R, 20Z)-
strobilinin, (7E, 12E, 18R, 20Z)-felixinin, (8Z, 13Z, 18R, 20Z)-strobilinin ¥ (7Z, 12Z, 18R,
20Z)-felixinin, showed significant analgesic, antimicrobial, citotoxic and antitumor activity.
Furthermore, the new sesquiterpene (+)}-curcuphenol exhibits important antimicrobial, citotoxic
and muscle relaxant activity. On the other side, our recent results on marine chemical ecology

are also presented.

Key words : Marine natural products, Bioactivity, Biodiversity, Marine metabolites,

Bioactive metabolites, Chemical ecology.

Introduccion

Aunque el mar y su biomasa es uno de los recursos
naturales mas abundantes que tiene el planeta tierra, cubre
aproximadamente el 70% de su superficie, su explotacion
se ha limitado casi exlusivamente a la pesca de especies
animales y de algunas vegetales para consumo directo
en alimentacién. Tan solo puede citarse ¢! ejemplo de
los fenicios quienes desde el afio 1600 AC descubrieron
el modo de extraer de moluscos ¢l colorante natural
purpura de tiro para comercializarlo luego entre los pueb-
" los vecinos. Esta practica se hizo continua hasta que
declind a finales de la edad media. Ha sido solo
recientemente (1970-1998) que el hombre ha vuelto su
mirada al mar para explorarlo, con el propdsito de obtener
compuestos naturales que puedan tener algun tipo de
aplicacién industrial.

Como resultado de las investigaciones mas exitosas
realizadas en este campo (Rouhi, 1995; Bongiorni &
Pietra, 1996), en este corto periodo de tiempo, se han
encontrado numerosos productos naturales marinos que
estan a punto de ser usados por la industria farmacéutica
en la produccién de drogas antitumorales, antivirales,
antifiingicas, antihelminticas, antiinflamatorias, analgé-
sicas e inmunoreguladoras. También vale la pena tener
en cuenta que ya existen compuestos extraidos del mar
que estan stendo usados como aditivos en alimentos, como
suplementos alimenticios, como materiales ortopédicos,
como materiales adhesivos, como cosméticos...etc. Toda
la investigacion anteriormente mencionada ha sido
registrada en cerca de 200 patentes {1969-1996),
pertenecientes todas ellas a paises desarrollados, por
ejemplo ciento veinte hechas por Estados Unidos,
cincuenta y cinco por Japon, diez por Espaiia, cinco por
Francia y unas pocas por Australia, Canada, Italia, Suecia,
Suiza, Dinamarca, Polonia y Rumania. Simultineamente
con el registro de estas patentes grandes compaiiias
internacionales como American Cyanamid, Ajinomoto,

Sumitomo Metal, Bristol-Myers, Schering Plough, Fisons,
Dupont, Glaxo, Syntex, Lederle, Biomar, Pharma
Mar...etc. se han encargado de la produccién, lanza-
miento al mercado y comercializacion de estas drogas o
compuestos de uso industrial de origen marino.

En contraste con lo descrito anteriormente, los paises
en via de desarrollo quienes generalmente son los
poseedores de los mares tropicales con la mayor
biodiversidad de especies de fauna y flora, con la mayor
biodiversidad molecular, no estin conscientes de la
riqueza potencial que el mar representa para ellos. Esta
fuente de riqueza estd siendo ignorada, o peor ain, cedida
a paises desarrollados quienes si cuentan con el
conocimiento y los medios de explotacion necesarios para
hacer del mar una fuente muy importante de productos
quimicos de importancia comercial.

Colombia pais que posee dos océanos (Atlantico y
Pacifico) no es la excepcion. Aqui se utiliza el mar solo
para la obtencién de productos alimenticios tradicionales
como sardinas, atin, langostinos, almejas, y otras clases
de pescados, pero la explotacion de productos quimicos
de origen marino con miras a su utilizacion en la industria,
es inexistente.

Por esta razon el grupo de investigacion de Productos
Naturales Marinos del Departamento de Quimica de la
Universidad Nacional de Colombia bajo la direccion del
autor de esta publicacidén, estd haciendo un tremendo
esfuerzo desde la década pasada organizando los
laboratorios de investigacidn, equipos y materiales,
aglutinando un grupo de investigadores de caracter
interdisciplinario {(quimicos, farmacéuticos, bidlogos y
fisicos) y consiguiendo la financiacién necesaria para
realizar jos estudios tendientes a efectuar la bisqueda y
evaluacion de compuestos quimicos de origen marino que
puedan ser usados como antitumorales, antibidticos,
antiinflamatorios, y antifingicos. Esta busqueda de
compuestos es la primera etapa que debe sortearse en
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una investigacion a largo plazo para registrar y explotar
una patente y comprende el aislamiento, purificacion y
elucidacién estructural de los metabolitos (biodiversidad
molecular) presentes en organismos marinos. La segunda
etapa comprende la evaluacidon bicldgica de los
compuestos atslados para determinar si ellos poseen
propiedades biologicas que permitan su uso como drogas
o si elios tienen alguna caracteristica especial que los
haga buenos candidatos para uso industrial. Es en este
punto donde se hace el registro de la patente. La tercera
etapa involucra la conversion de los compuestos en drogas
(fases preclinica y clinica) o en otros productos indus-
triales. La cuarta y Gltima etapa que pedemos denominar
produccién para uso industrial y comercializacion le
corresponde realizarla a la industria interesada en el
producto quimico en cuestion.

Dentro del contexto anterior se ha desarrollado el
trabajo que se presentard en el presente articulo y que
comprende la busqueda sistematica de compuestos
bioactivos en organismos marinos (principalmente en
corales blandos, esponjas, ofiuros y estrellas de mar}
recolectados en el Caribe Colombiano y la determinacidon
de cuiles de estos metabolitos podrian estar siendo
empleados por estos animales en su relacion con el medio
que los circunda.

Ensayos preliminares de bioactividad

Los organismos marinos recolectados fueron
sometidos a extraccion con solventes, particularmente con
agua, metanol y cloroformo. Los extractos fueron luego
evaporados para eliminar el solvente y el residuc soélido
sometido a ensayos de actividad bioldgica: bioensayo de
Artemia salina (Dey & Harborne, 19%1), bioensayo de
citotoxicidad utilizando huevos fertilizados de erizo de
mar {Duque, Zea, De Silvestri, Calderon & Medina,
1988), ensayo antimicrobiano contra bacterias Gram (+),
Gram (-) y hongos (Sdnchez, Pinzén, Gupta & Del Bar-
rio, 1995) y ensayos de toxicidad contra peces (Duque,
Zea, De Silvestri, Calderdn & Medina, 1988).

Aislamiento e identificacién de compuestos
bioactivos

Los extractos orginicos que en los ensayos preli-
minares presentaron actividad biolégica interesante
fueron sometidos al proceso de fraccionamiento por
métodos cromatograficos (CC, CCD, CLAE) con el objeto
de obtener compuestos puros o fracciones enriquecidas
que permitan la determinacidn estructural de las
sustancias alli presentes. Los compuestos asi aislados

fueron luego identificados por la combinacion de métodos
espectrales (IR, UV, EM con impacto electronico y/o
ionizacion suave, RMN-'H y de *C en modo mono y
bidimensional, CGAR y CGAR-EM) y métodos quimicos
(hidr6lisis Acida, enzimitica, formacién de derivados,
oxidaciones...etc.).

Como resultado de estas investigaciones se han
logrado identificar cerca de 160 compuestos quimicos,
21 de ellos nuevos en la naturaleza (Figura 1) : (245)-
saringosterol 1 extraido de la esponja marina Xestos-
pongia muta (Catalan, Kokke, Duque & Djerassi, 1983,
3’-O-sulfato del 24-O-(a-arabinofuranosil)-3-a-colestan-
3b-6a, 8, 15a, 24-pentol 2 aislado de la estrella de mar
Oreaster reticulatus {Segura de Correa, Riccio, Minale
& Duque, 1985), (+)-curcufenol 3 obtenido de laesponja
marina Didiscus oxeata (Duque, Zea, De Silvestri,
Calderdn & Medina, 1988), 1-sulfato de 4,8-dimetil-3-
noneno 4 encontrado en el ofiuro marino Ophiocoma
echinata (Roccatagliata, Maier, Seldes, Zea & Dugque,
1997} los acidos (3Z, 9Z)-22-metiltricosadienoico §, 2,
11-dimetiloctadecanoico 6 identificados en la esponja
marina Ireinia felix (Martinez, Duque & Fujimoto,
1997) y los acidos 13, 15-dimetilnonadecanocico 7,8,
12, 16-trimetilheptadecanoico 8 encontrados en la
esponja marina Agelas schmidti (Gonzalez, 1994},
También de la esponja marina [rcinia felix (Martinez,
Duque, Sato, Tanaka & Fujimote, 1995 ; Martinez,
Dugque, Sato & Fujimoto, 199 ; A. Martinez, 1996) se
aislaron e identificaron los nuevos furanosesterterpenos
(RZ, 13Z, 18R, 20Z)-strobilina 9, (7Z, 13Z, 18R, 20Z)-
felixinina 10, y (7E, 12E, 18R, 20Z)-variabilina 11,y
los ésteres variabilinicos de acidos grasos (Martinez,
Duque & Fujimoto, 1997 ; Martinez, Duque, Hara &
Fujimoto, 1995) ; Martinez, 1996) (5Z, 97)-22-
metiltricosadienoato de (7E, 12E, 18R, 20Z)-variabilina
12, (5Z, 9Z)-tetracosadienoato de (7E, 12E, 18R, 20Z7)-
variabilina 13, n-hexadecanoato de (7E, 12E, 18R, 20Z)-
variabilina 14, 10-metilhexadecanoato de (7E, 12E, 18R,
20Z)-variabilina 15, 15-metilhexadecanoato de (7E, 12E,
18R, 20Z)-variabilina 16, 14-metilhexadecanoato de (7E,
12E, 18R, 20Z)-variabilina 17, 9-octadecenoato de (7E,
12E, 18R, 20Z)-variabilina 18, n-octadecanoato de (7E,
12E, 18R, 20Z)-variabilina 19, 11-metiloctadecanoato
de (7E, 12E, 18R, 20Z)-variabilina 20 y 2,11-
dimetiloctadecanoato de (7E, 12E, 18R, 20Z)-variabilina
21. De estos compuestos, los nuevos furanosesterterpenos
{compuestos 9-11), y los compuestos conocidos (8E, 13Z,
18R, 20Z)-strobilina y (7E, 13Z, 18R, 20Z)-felixinina
también aislados por nosotros (Martinez, Duque, Sato
& Fujimoto, 1997), presentaron actividad antimicrobiana
contra las bacterias Gram (+) : M. luteus, S. aureus, B.
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subitlis y contra organismos Gram (-) : P. sp., E. aeroge-
nes y E. coli, destacdndose la actividad critica de estos
compuestos contra B. subtilis (0.06 mg /ml) y contra P
sp. (0.13 mg /ml) (Gamboa & Pinzén, 1997). También
estos compuestos fueron activos en el test de citotoxicidad
contra huevos fertilizados de erizo de mar, en los ensayos
antitumorales en discos de zanahoria (concentracién
inhibitoria 124 mg /ml) y en lineas celulares de cancer
humano. Asi mismo estos compuestos resultaron activos
como analgésicos (Del Valie & Vargas, 1997) con una
actividad comparable a la del icido acetil salicilico. De
forma similar el sesquiterpeno (+)-curcufenol (compuesto
3) también presentd importante accién antimicrobiana y
citotéxica {Calderdén, 1997). En concentraciones del
0.01% este Gltimo compuesto presento actividad relajante
sobre el masculo recto abdominal del sapo (Del Valle &
Vargas, 1997).

Con el proposito de intentar el camino de desarrollo
de drogas a partir de los compuestos que presentaron
importante accion biolégica se realizo la sintesis del (+)-
curcufenol 3 (Figura 2) y modificaciones estructurales
(diferencias en la quiralidad del C-1', modificaciones de
la cadena lateral, p. ej., introduccidon de un grupo
“hidroxilo adicional, epoxidacion del doble enlace v
disminucion de la cadena lateral a dos dtomos de carbono
y bloqueo del grupo hidroxilo fendélico) tendientes a
conocer alguna relacidén entre la estructura quimica y fa
accion antimicrobiana detectada (Duque & Calderén,
1998). Estos estudios permitieron establecer que la
actividad antimicrobiana se favorece ligeramente con Ja
estereoquimica del C-1' que permita una conformacidn
tal de la molécula que ésta aparezca doblada por la
atraccidn que ejerce el hidrégeno del hidroxilo fenolico
sobre la nube electronica del doble enlace de los carbonos
4 y 5'y se favorece definitivamente con la hibridacion
sptde los C-4'y C-5', con la presencia del grupo hidroxilo
fendlico libre y con una longitud de cadena lateral de
seis atomos de carbono. Sin embargo desde el punto de
vista practico, como la actividad antimicrobiana no varia
mucho al cambiar la estereoquimica del C-1' se puede
recomendar la sintesis sencilla que se ilustra en la Figura
2, para obtener las cantidades de compuesto que se
necesitan para los ensayos tendientes a la conversion de
un compuesto quimico en un medicamento. Si se llegare
anecesitar el producto enantiomericamente puro se puede
realizar la separacion de los enantiémeros por CLAE
quiral,

En el caso de los furanosesterterpenos bioactivos se
decidié realizar un convenio con una empresa
farmacéutica (Biomar) para asegurar que los resultados

de esta investigacion pudieran ser transferidos al sector
productivo,

Ecelogia Quimica

Paralelamente a los estudios mencionados, se han
llevado a cabo investigaciones con el fin de establecer
por qué son producidas estas sustancias toxicas por los
organismos marinos estudiados, particularmente en las
esponjas. Una_hipdtesis razonable y con alguna evidencia
experimental que la soporta, es que estos animales
producen este tipo de sustancias como un mecanismo de
defensa contra depredadores, parasitos o epibiontes, ya
que carecen de movimiento {viven toda su vida adheridos
a una roca o a un material sélido). Sin embargo, esta
evidencia experimental esta restringida solo a unas
cuantas especies de esponjas, principalmente porque los
modelos experimentales con que se cuenta para
determinar la validez de dicha hipdtesis han presentado
limitaciones, especialmente la dificultad para realizar
experimentos con esponjas vivas in situ y en acuario. Por
otro lado, la variacion en el tipo de metabolitos de una
especie a otra, muy posiblemente esté asociada a
diferentes funciones bioldgicas para tales metabolitos,
lo cual se traduce en la necesidad de disefiar modelos
experimentales que se ajusten a cada caso particular.

Recientemente para dar inicio a las investigaciones
en Ecologia Quimica y conociendo por los resultados de
nuestros estudios anteriores que en la esponja frcinia felix
estaba presente el compuesto bioactivo (7E, 12E, 18R,
20Z)-variabilina (Martinez, Duque, Sato, Tanaka &
Fujimoto, 1995), se establecié también la identidad de
otros 59 compuestos volatiles presentes en dicha esponja
{Duque, Bautista, Bonilla & Zea, 1998), entre los cuales
sobresalieron por su actividad antimicrobiana, el
tiobismetano, el isocianuro de metilo y el isotiocianato
de metilo.

Conociendo que {as sustancias anteriormente
mencionadas tenian actividad biologica se programaron
los experimentos en frcinia felix tendientes a establecer
algin tipo de funcidn para estos compuestos. Asi, se
hicieron experimentos in situ de la variacion de la (7E,
12E, 18R, 20Z)-variabilina en funcién de la exposicidn
luminica (a diferentes profundidades y en esponjas
sombreadas en forma natural o en forma artificial, y en
especimenes bien expuestos al sol), de la clase de tejido y
a causa de lesiones (Zea, Parra, Martinez, & Duque,
1998). Los resultados de estos experimentos permitieron
concluir que el compuesto (7E, 12E, 18R, 20Z)-variabilina
posee efectos alomonales de tipo supresor o antibidtico
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Continuacion figura 1.
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Continuacidn figura 1.
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Figura 2. Sintesis del (+)-Curcufeno!

interno, formando parte del mecanismo de control de
endobiontes. También fue posible sugerir que la variabilina
previene parasitosis por parte de la bacteria endosimbiotica
Aphanocapsa feldmani. Adicionalmente, se hicieron
experimentos de exudacién in situ y en acuario para
determinar sobre esponjas heridas e intactas, si' los
compuestos (7E, 12E, 18R, 20Z)-variabilina, tiobismetano,

isocianuro de metilo e isotiocianato de metilo eran
liberados al medio externo (Duque, Bautista, Bonilla &
Zea, 1998). Los resultados obtenidos no proporcionaron
ninguna evidencia concreta de que la variabilina sea
exudada al medio. En contraste con lo anterior, se encontrd
que los compuestos tiobismetano, isoctanuro de metilo e
isotiocianato de metilo son exudados continuamente por
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la esponja (Tabla 1) formando una especie de barrera
quimica protectora (sistema defensivo primario) gue
buscaria alejar o disuadir depredadores, pero en situaciones
de peligro inminente la concentracién exudada de estos
voldtiles aumenta como parte de un mecanismo de defensa
activa de la esponja.
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