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Resumen

De la fraccion soluble en éter de petroleo del octocoral Muricea sp. se obtuvieron mediante
fraccionamiento cromatografico, algunas subfracciones (B, Dy E) a las que se le evalu6 su acti-
vidad antibacteriana, antifiingica y téxica contra Artemia salina, arrojando claros indicios de
bioactividad en todos los ensayos realizados. Del fraccionamiento cromatografico de estas
subfracciones, se obtuvieron nuevas subfracciones que fueron analizadas por CG/EM (B.4.6,
B.5.2,D.2.1yE.2.1), lograndose identificar los compuestos: 3-etildodecahidro-3,4,7,7,10-pen-
tametil- 1H-nafto(2,1-b)pirano, 2,3,4,5-tetrametil-1-(2,3,4,5-tetrametil-bencil)benceno, aceta-
to deretinol, pregna-5,17-dien-3-ol, éster metilico del acido 14-metilpentadecanoico, éster me-
tilico del acido 10-metil heptadecanoico, éster metilico del acido eicosanoico, (1-pentilhe-
xil)benceno, (1-propilnonil)benceno, (1-pentilheptil)benceno y el (1-metilnonadecil)benceno.
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Chemical constituents of the some bioactive fractions
of the non-polar extract from the caribbean octocoral
Muricea sp. identified by GC/MS

Abstract

Some subfractions (B, D y E) were obtained from the petroleum ether soluble fraction of
the Muricea sp. octocoral. These subfractions showed antimicrobial activity against several
bacteria and fungus, and toxic activity against Artemia salina, during bioactivity tests. Several
new subfractions (B.4.6, B.5.2, D.2.1 and E.2.1) were obtained from the successive chroma-
tography of these subfractions, which were analyzed by GC/MS, identifying the 3-ethyldo-
decahydro-3,4,7,7,10-pentamethyl- 1H-naphtho(2,1-b)pyran, 2,3,4,5-tetramethyl-1-(2,3,4,5-
tetramethyl-benzyl)benzene, retinol acetate, pregna-5,17-dien-3-ol, 14-methylpentadecanoic
acid methyl esther, 10-methylheptadecanoic acid methyl esther, eicosanoic acid methyl esther,
(1-penthylhexyl)benzene, (1-propylnonyl)benzene, (1-pentylheptyl)benzene and (1-methylnon-
adecyl)benzene compounds.
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Introduccion

Los seres vivos son capaces de sinteti-
zar una gran variedad de compuestos que se
definen como “metabolitos secundarios”, los
cuales resultan ser aquéllos propios de la
especie y, en la mayoria de los casos, no tie-
nen utilidad aparente para el ser que los sin-
tetiza, a diferencia de los metabolitos prima-
rios o productos bioquimicos que presentan
una utilidad definida y que son comunes a
todos los seres vivos: carbohidratos, protei-
nas, lipidos, entre otros (1). Los metabolitos
secundarios provenientes de organismos
marinos en comparacion con los provenien-
tes de organismos terrestre resultan ser
mas variados, presentando estructuras mo-
leculares y caracteristicas bioactivas uni-
cas, convirtiéndolos en una fuente alternati-
va e inagotable de sustancias con potencial
farmacologico (2).

A pesar de que muchos de los organis-
mos marinos han sido extensamente estu-
diados, quimica y biolégicamente, todavia
presentan grandes interrogantes para el
hombre. Sus metabolitos secundarios han
despertado el interés de muchos cientificos,
impulsando la colaboracion multidiscipli-
naria entre grupos de investigadores, de-
mostrando su efectividad en tratamientos
anticancerigenos, antiinflamatorios, anti-
bacterianos y antitumorales, entre otros,
con distintos mecanismos de accion a los
farmacos conocidos hasta ahora (3, 4).

Debido a que el octocoral Muricea sp.
no ha sido estudiado quimicamente, en Ve-
nezuela, se propuso realizarle este estudio,
en el cual se trato, en lo posible, de identifi-
car algunos de los compuestos biologica-
mente activos de este organismo marino,
mediante un seguimiento de dicha actividad
por medio de diversos bioensayos.

Materiales y métodos

Muestreo de los octocorales

Los ejemplares del octocoral Muricea
sp. se colectaron en la localidad de Punta

Arena, Municipio Cruz Salmerén Acosta, es-
tado Sucre, Venezuela, y su identificacion
taxonomica se realizoé en la Fundacion Pro-
Desarrollo de las Ciencias Marinas (FUNDE-
MAR) del Instituto Oceanografico de Vene-
zuela del Nucleo de Sucre de la Universidad
de Oriente.

Obtencion de los extractos

Inicialmente, el organismo se lavo con
abundante agua destilada, se corté en pe-
quenos trozos y se macero sucesivamente
en metanol. Seguidamente, el solvente de
extraccion fue evaporado y concentrado a
presion reducida para la obtencion del ex-
tracto crudo en metanol. Posteriormente,
este extracto fue suspendido en una solu-
cion acuosa de MeOH al 90%. Finalmente,
se extrajo exhaustivamente con éter de pe-
troleo; el solvente fue secado con sulfato de
sodio anhidro, se filtré y se concentro6 a pre-
sion reducida para obtener la fraccion del
extracto soluble en éter de petréleo (FE).

Pruebas biolégicas

Actividad antibacteriana. La presen-
cia de principios antibacterianos se detecto
utilizando cepas bacterianas certificadas (a
una concentracion de 108 bacterias/mL,
McFarland 0,5), perteneciente al Centro Ve-
nezolano de Coleccion de Microorganismos
(CVCM), existentes en el Laboratorio de Pro-
ductos Naturales del Departamento de Qui-
mica de la Universidad de Oriente, Nucleo
de Sucre. Para la medida de la actividad an-
tibacteriana se impregnaron discos (5 mm)
con la fraccion (40 mg/mlL) a probar y se mi-
dieron los diametros (mm) de los halos de in-
hibicion del crecimiento bacteriano alrede-
dor de los mismos (5).

Actividad antifiingica. El efecto an-
tifingico, también conocido como efecto an-
timicotico, fue evaluado mediante la utiliza-
cion de cepas de hongos patogenos y fitopa-
tégenos, incubadas en agar PDA, las cuales
fueron proporcionadas por el laboratorio de
Productos Naturales del Departamento de
Quimica de la Universidad de Oriente, Nu-
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cleo de Sucre. La aparicion de halos de inhi-
bicion alrededor de los discos (5 mm) im-
pregnados con la fraccion (40 mg/mlL), es
indicativo de su actividad fungica, la cual se
midio tomando en cuenta el diametro (mm)
del halo (6).

Actividad téxica. En este bioensayo se
determiné el valor de la concentracion letal
media (concentracion a la cual muere el 50%
de los organismos, CLg,) frente a los nau-
plios del crustaceo Artemia salina. Para ello,
se prepararon soluciones de 1 000; 100; 10;
1;0,1;y 0,01 ug/mL de la fraccion a ensayar
y, a cada solucion, se le agregaron aproxi-
madamente 10 nauplios de A. salina eclo-
sionados con 24 horas de anticipacion. Por
cada concentracion, se realizaron cuatro
réplicas y un control, cuantificando los or-
ganismos muertos pasadas las 24 y 48 ho-
ras para determinar la CL5, en cada periodo
(7, 8).

Fraccionamiento cromatografico

La fraccion soluble en éter de petroleo
(FE; 7,0252 g) proveniente del extracto cru-
do en metanol del octocoral Muricea sp. se
fraccion6 por cromatografia en columna
(CC) con silica-gel 35-70 mesh (210,7560 g),
en una columna de 3,5 x 80 cm. Se usaron
sistemas de solventes de polaridad creciente
como hexano, hexano-acetona, acetona,
acetona-metanol y metanol. Se colectaron
75 eluatos contentivos de 50 mL cada uno. A
cada uno de los eluatos obtenidos de la CC
de FE se les realizé cromatografia de capa
fina (CCF), empleandose placas cromatogra-
ficas de vidrio 20 x 20 cm?, recubiertas con
silica gel de 60 mesh con un espesor de 0,5
mm, eluidas con sistemas de solventes ade-
cuados, obteniéndose 15 subfracciones
(7,0211 g; 99,94%) por comparacion de sus
R, para lo cual se emplearon como agentes
reveladores luz ultravioleta y una solucion
de molibdato de amonio al 5% en acido sul-
farico al 5%.

El analisis por CCF mostr6 que las
subfracciones B, D y E fueron las que pre-
sentaron una mejor separacion de sus cons-

tituyentes (R; no muy cercanos y puntos
bien definidos), por lo cual se fraccionaron
sucesivamente estas subfracciones aplican-
do CCy cromatografia de capa fina prepara-
tiva (CCFP).

Caracterizacion

La cromatografia de gases y los espec-
tros de masas por impacto electronico (70
eV), se realizaron en el Laboratorio de Es-
pectrometria de masas del Instituto Venezo-
lano de Investigacion Cientifica (IVIC), los
cuales se registraron en un equipo de
CG/EM marca VARIAN modelo Saturno
2000, con una fuente de ionizacién por im-
pacto electronico y un detector de trampa de
iones. Se utilizé una columna de CP-SIL-
8CB-MS de 30 m x 0,25 D.1y helio (He) como
gas de arrastre. La temperatura del inyector
fue de 280°C, la temperatura inicial del hor-
no fue de 100°C con una rapidez de calenta-
miento de 5°C por minuto, hasta llegar a
una temperatura final de 295°C. Posterior-
mente, la identificacion de los componentes
se realiz6 por comparacion computarizada
con las librerias WILEY y NIST.

Resultados y discusion

Pruebas de actividad biolégica

Los resultados de la evaluacion de la
actividad biologica del extracto crudo en me-
tanol y de la fracciéon soluble en éter de pe-
tréleo han sido reportados (9). La FE mostré
un incremento de la actividad antimicrobia-
na y letalidad debido al fraccionamiento
(efecto antagonico), indicando la presencia
de posibles agentes fisiologicamente activos
de caracter apolar en este organismo gorgo-
nio. La evaluacion de bioactividad de las
subfracciones cromatograficas de FE se pre-
sentan a continuacion.

Actividad antimicrobiana. En el
bioensayo realizado contra diversas cepas
microbianas (hongos y bacterias), la
subfraccion B mostré actividad antibacte-
riana leve contra B. subtilis (9 mm), mien-
tras que la subfracciéon D mostré moderada
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actividad contra B. subtilis (13 mm) y P. ae-
ruginosa (15 mm), la subfraccion E mostré
actividad leve contra C. freundii (10 mm) y
moderada contra P. aeruginosa (12 mm).
Asimismo, se pudo observar, que solo las
subfracciones D y E mostraron actividad
antifungica leve frente a los hongos Fusa-
rium sp. (7 mm) y Candida sp. (9 mm), res-
pectivamente. Estos resultados indican la
existencia de constituyentes con potencial
antimicrobiano en la FE del octocoral Muri-
cea sp. y la actividad observada pudiera de-
berse a una alta concentracion de los mis-
mos y ala presencia de mas de un compues-
to bioactivo.

Aunque no se han reportado constitu-
yentes antimicrobianos en el género Muri-
cea, son varios los estudios realizados sobre
extractos procedentes de octocorales del or-
den Gorgonacea, como los efectuados en los
extractos de la especie Eunicea tourneforti,
los cuales mostraron una marcada activi-
dad contra diversas cepas bacterianas, y el
realizado al extracto en hexano del octocoral
Plexaura flexuosa, el cual exhibié actividad
antifiingica contra diversos hongos (10, 11).
Asimismo, se ha reportado el aislamiento y
caracterizacion de compuestos con propie-
dades antibacterianas del octocoral caribe-
no E. laciniata (12).

Actividad téxica. Se obtuvieron valo-
res de CLs, frente al crustaceo A. salina, in-
feriores a los 250 ug/mL para las subfrac-
ciones D (250,61 y 140,83 ug/mlL) y E
(169,15y 133,91 ug/ml) y valores inferiores
a 30 ug/mL en la subfraccion B (25,60 y
6,10 ug/mlL), indicando la posible presencia
de metabolitos secundarios que exhiben un
importante potencial citotoxico (8). La ma-
yor actividad se observo a un tiempo de ex-
posicion de 48 horas, lo cual puede ser atri-
buido al debilitamiento de la membrana ce-
lular que cubre a este tipo de organismos
por accion de los constituyentes bioactivos
(13).

Son muchos los compuestos con po-
tencial citotoxico asilados de los gorgona-

ceos, entre los que se encuentran el 14-deo-
xicrassiny pseudoplexaurol aislado de la es-
pecie Pseudoplexaura porosa, colectada en
Puerto Rico (12).

Estudio quimico de la subfraccion B

La subfraccion B (4,1132 g), provenien-
te del fraccionamiento de la FE, se fraccion6
por CC, obteniéndose por comparacion de
sus Ry, 16 subfracciones (4,0799 g; 99,19%).
Las CCF mostraron que las subfracciones
B.4 y B.5 fueron las que presentaron una
mejor separacion de sus constituyentes.

La subfraccion B.4 (0,5002 g), se frac-
cion6 por CC, obteniéndose, por compara-
cion de sus Ry, 9 subfracciones (0,4816 g;
96,28%). En el analisis por CCF de la
subfraccion B.4.6 (solidé blanco amorfo), se
observo una sola mancha, aunque no muy
definida, al ser revelada con molibdato de
amonio acido, por lo que dicha subfraccion
se decidi6 analizarla por CG/EM. El croma-
tograma de gases de la subfraccion B.4.6
(figura 1), evidenci6 que se trataba de una
mezcla de compuestos, de la cual se logro
identificar algunos de los que se encontra-
ban en mayor proporcion, siendo éstos el
2.,3,4,5-tetrametil-1-(2,3,4,5-tetrametilben-
cil)benceno (I), el retinol acetato (II) y el preg-
na-5,17-dien-3-ol (III), a unos tiempos de re-
tencion de 18,42; 19,79 y 23,56 minutos,
respectivamente.

El espectro de masas del compuesto I
(TR = 18,42 min), desplegé un ién molecular
am/z 280 [M*], y los fragmentos correspon-
dientes a los picos de los iones mas abun-
dantes a m/z 235 [M-C3Hgl, 200 [M-CgHgl,
167 [M-CgH, I, 146 [M-C,,H,,] (pico base),
91 [M-C,,Hy;1 y 39 [M-C,gHysl.

El espectro de masas del compuesto II
(TR = 19,79 min), desplegé un ién molecular
am/z 328 [M*], y los fragmentos correspon-
dientes a los picos de los iones mas abun-
dantes a m/z 145 [M-C,;H,;50,], 105 [M-
C14Hy505] v 39 [M- C,gH5905] (pico base). El
retinol acetato es empleado en la industria
farmacéutica en la elaboracion de complejos
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multivitaminicos en los que se encuentra
con el nombre de vitamina A acetato. Su de-
ficiencia en los seres humanos se asocia a
defectos oculares y una susceptibilidad au-
mentada a las infecciones (14).

El espectro de masas del compuesto III
(TR = 23,56 min), despleg6 un i6n molecular
am/z 300 [M*], y los fragmentos correspon-
dientes a los picos de los iones mas abun-
dantes am/z 267 [M-CH;O] (pico base), 213
[M-CsH,,0], 185 [M-C,;H,50], 143
[M-C,,H,;0], 105 [M-C,3H,30] y 39
[M-C,gH5¢O]. En organismos marinos se ha
reportado la presencia de compuestos este-
roides como los esteroles citotoxicos aisla-
dos de un alga roja y otros polihidroxieste-
roides de corales blandos que presentan ac-
cion citotoxica (15, 16).

Por su parte, la subfracciéon B.5
(0,2005 g) se fracciono por CC, obteniéndo-
se, por comparacion de sus R;, 7 subfrac-
ciones (0,1914 g; 95,46%), de las cuales,
segun la CCF, la subfraccion B.5.2 podria
tratarse de un posible compuesto puro (s6-
lido un poco amarillento), esto en vista de
haberse observado un solo punto o mancha
al momento de ser revelada con molibdato
de amonio. En tal sentido, se decidié anali-
zarla mediante CG/EM. El cromatograma
de gases de esta subfraccion (figura 2), evi-
denci6 que se trataba de una mezcla de
compuestos, de la cual se logré identificar
el que se encontraba en mayor proporcion,
siendo este el 3-etildodecahidro-3,4,
7,7,10-pentametil-1H-nafto(2,1-b)pirano
(IV) a un tiempo de retencion de 22,49 mi-
nutos.

Elespectro de masas de este compues-
to, desplego las senales de los fragmentos
correspondientes a los picos de los iones
mas abundantes a m/z 263 [M-C,H;g], 245
[M-C,H,O] (pico base), 191 [M-CgH,30],
137 [M-C,yH,40], 95 [M-C,3H,50] y 43
[M-C,,Hy40]. El ion molecular a m/z 292
[M*] no se observoé en el espectro de masas
debido a la alta reactividad de la estructu-
ra.
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Figura1l. Cromatograma de gases de la sub-
fraccion B.4.6.
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Figura2. Cromatograma de gases de la sub-
fraccion B.5.2.

Estudio quimico de la subfraccién D

La subfraccion D (0,1858 g), prove-
niente de la FE, se fraccioné por CC, obte-
niéndose, por comparacion de sus R 12
subfracciones (0,1812 g; 97,52%). La CCF
mostré que la subfraccion D.2 (0,0375 g),
fue la que present6 una mejor separacion de
sus constituyentes, por lo que se continu6
fraccionando mediante CC, obteniéndose,
por comparacion de sus R;, 5 nuevas
subfracciones (0,0361 g; 98,43%). De estas
subfracciones, la D.2.1, la cual mostré una
sola mancha en la CCF, se decidi6 analizarla
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por CG/EM. El cromatograma de gases de la
subfraccion D.2.1 (figura 3), evidencié que
se trataba de una mezcla de compuestos, de
la cual se logro identificar algunos de los que
se encontraban en mayor proporcion, sien-
do éstos el éster metilico del acido 14-metil-
pentadecanoico (V), el éster metilico del aci-
do 10-metilheptadecanoico (VI) y el éster
metilico del acido eicosanoico (VII), a unos
tiempos de retencion de 15,50; 17,35 y
18,46 minutos, respectivamente.

El espectro de masas de V (TR = 15,50
min), desplegé un i6n molecular a m/z 270
[M*], y los fragmentos correspondientes a
los picos de los iones mas abundantes am/z
227 [M-C3zH;], 185 [M-CgH,3], 143
[M-CgH,gl, 74 [M-C,,Hyg] (pico base) y 43
[M-C,,H5,0,]. El éster metilico del acido
14-metilpentadecanoico ha sido hallado en
los extractos de las frutas frescas de Azadi-
rachta indica A. Jussy de la flor de Securida-
ca scandens Jacq, los cuales poseen activi-
dad pesticida y antibacteriana (17).

El espectro de masas del constituyente
VI (TR = 17,35 min), despleg6é un ion mole-
cular a m/z 298 [M*], y los fragmentos co-
rrespondientes a los picos de los iones mas
abundantes a m/z 255 [M-CgH;], 199
[M-C,;H,5l, 143 [M-C,,Hys]l, 74 [M-C,gH3,l
(pico base) y 43 [M-C,zH3,0,]. El éster meti-
lico del acido 10-metilheptadecanoico fue
identificado en uno de los extractos de
Euphorbia kansui (Euphorbiaceae), el cual
mostro actividad citotoxica contra la linea
celular (SGC-7901) de cancer gastrico hu-
mano (18).

Elespectro de masas del compuesto VII
(TR = 18,46 min), exhibié un iéon molecular a
m/z 326 [M], y los fragmentos correspon-
dientes a los picos de los iones mas abun-
dantes am/z 283 [M-C;H,], 185 [M-C,,Hy,],
143 [M-C,3H,y,], 74 [M-C,gHgg] (pico base) y
43 [M-C,gH350,]. El éster metilico del acido
eicosanoico fue reportado, como uno de los
compuestos mayoritarios, en una de las
subfracciones del octocoral Leptogorgia he-
bes, activa contra diversas bacterias (19).
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Figura 3. Cromatograma de gases de la sub-
fracciéon D.2.1.

Estudio quimico de la subfraccion E

La subfraccion E (0,3925 g) provenien-
te de la FE, se fraccioné por CC, obteniéndo-
se, por comparacion de sus R, 8 subfraccio-
nes (0,3863 g; 98,42%). El analisis por CCF
mostré que la subfraccion E.2 (0,0871 g)
present6 una mejor separacion de sus cons-
tituyentes, por lo que se continué fraccio-
nando por CC, obteniéndose, por compara-
cion de sus R; 10 nuevas subfracciones
(0,0864 g; 99,20%).

En la CCF de la subfraccion E.2.1, se
observo la aparicion de una sola mancha,
por lo que podria tratarse posiblemente de
un solo compuesto (sélido color crema), ra-
zon por la cual fue seleccionada para ser
analizada por CG/EM. En el cromatograma
de gases (figura 4) se evidenci6 que se trata-
ba de una mezcla de componentes, de la
cual se identificaron los compuestos (1-pen-
tillhexilbenceno (VIII), (1-propil)nonilbence-
no (IX), (1-pentil)heptilbenceno (X) y el (1-
metil)nonadecilbenceno (XI) a unos tiempos
de retencion de 12,59; 13,25; 13,52y 14,32
minutos, respectivamente.

El espectro de masas de VIII (TR =
12,59 min), desplegé un i6n molecular a
m/z 232 [M], y los fragmentos correspon-
dientes a los picos de los iones mas abun-
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Figura 4. Cromatograma de gases de la sub-
fraccion E.2.1.

dantes a m/z 189 [M-C3H,], 161 [M-CsH,,],
91 [M-C,,H,;] (pico base) y 41 [M-C,,Hys].

El espectro de masas del constituyente
IX (TR = 13,25 min), exhibié un iéon molecu-
lar a m/z 246 [M*], y los fragmentos corres-
pondientes a los picos de los iones mas
abundantes a m/z 203 [M-C;3H,], 161
[M-CgH,5l, 147 [M-C,H,5], 133 [M-CgH,l,
119 [M-CgH,ol. 105 [M-C,,H,,]. 91
[M-C,,Hys] (pico base), 57 [M-C,,H,;] y 41
[M-C;5Hys].

El espectro de masas del constituyente
X (TR = 13,52 min), despleg6 un ién molecu-
lar a m/z 246 [M*], y los fragmentos corres-
pondientes a los picos de los iones mas
abundantes a m/z 161 [M-CgH,3], 91
[M-C,,Hys] (pico base) y 41 [M-C,5Hy5].

El espectro de masas de XI (TR = 14,32
min), mostré un ién molecular a m/z 358
[M*], y los fragmentos correspondientes a
los picos de los iones mas abundantes am/z
147 [M-C,5H3,], 105 [M-C,gH3;] (pico base) y
43 [M-CysHgol.

Conclusiones

La subfraccion B mostré una actividad
antibacteriana contra B. subtilis y toxicidad
contrala A. salina (CLg, 6,10 ug/mL a 48 h),
identificandose los compuestos 2,3,4,5-te-

trametil-1-(2,3,4,5-tetrametilbencil)bence-
no, retinol acetato y el pregna-5,17-dien-3-
ol en la subfracciéon B.4.6 y el 3-etildode-
cahidro-3,4,7,7,10-pentametil- 1H-naf-
to(2,1-b)pirano en la subfraccion B.5.2, po-
sibles causantes de la antibiosis mostrada.

La subfraccion D result6 ser activa
contra el hongo Fusariumsp. y las bacterias
B. subtilisy P. aeruginosa, arrojando valores
de CLs, en el bioensayo de toxicidad de
140,83 ug/mL a 48 h, identificandose los és-
teres metilicos de los acidos 14-metilpenta-
decanoico, 10-metilheptadecanoico y eico-
sanoico en la subfraccion D.2.1.

La subfraccion E, mostro actividad an-
tibacteriana contra C. freundiiy P. aerugino-
sa, sensibilidad contra el hongo Candidasp.
y valores significativos de CL5, contra la A.
salina (170 ug/mL a 48 h), identificandose
en la subfraccion E.2.1, obtenida por trata-
miento cromatografico, el (1-pentil)hexil-
benceno, (1-propil)nonilbenceno, (1-pen-
tillheptilbencenoy el (1-metil)nonadecilben-
ceno.
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