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Resumen

El presente trabajo muestra un amplio espectro antimicrobiano para la variabilina y sus
enantiémeros siendo activos contra los microorganismos Gram (+) Micrococcus luteus,
Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis y los microorganismos Gram (-) Pseudomonas sp.,
Enterobacter aerogenes y Escherichia coli. Los compuestos no mostraron actividad contra los
hongos Aspergillus tamari, Aspergillus niger y Penicillium sp., en las concentraciones ensayadas.
El efecto antitumoral en disco de zanahoria se observé a una concentracién de 2.5
pg/mL, mientras que la concentracién inhibitoria de los tumores fue determinada a un
valor de 18.0 ug/mL, ademés se encontré que la concentracién letal CLs, en Artemia sali-
na es 272.0 pg/mL.
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Summary
Antimicrobial and antitumor activity of variabiline
and its enanthiomers isolated from Ircinia felix

The results of the present work showed an antimicrobial broad spectrum for the variabi-
lin and its enanthiomers against the Gram (+) microorganisms Micrococcus luteus, Staph-
ylococcus aureus 'y Bacillus subtilis and the microorganisms Gram (-) Pseudomonas sp.,
Enterobacter aerogenes and Escherichia coli. There was no activity against Aspergillus tamari,
Aspergillus niger y Penicillium sp. fungi at the assayed concentrations. The antitumor activity
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was observed at 2.5 pg/mL while the inhibitorial concentration was determined at 18.0

pg/mL. Bioassay in the brine shrimp Artemia salina showed a lethal concentration LCyj of

272.0 pug/mL.

Key words: Ircinia felix - Variabilin - Antimicrobial activity - Antitumor activity.

Introduccion

Muchas especies de las esponjas marinas tie-
nen una vida prolongada y aparentemente con
resistencia a la descomposicién bacteriana que
hace suponer que contienen sustancias con ac-
tividades bioldgicas entre ellas la antimicrobia-
na. Asf, la reunieron aislada de Reniera sp.
mostré efecto antimicrobiano contra S. aureus y
C. albicans y el compuesto manoalido que fue
aislado de la esponja Luffariella variabilis mostré
actividad antimicrobiana contra S. aureus y S. pyo-
genes (1), actividad antiinflamatoria y inhibitoria
de la fosfolipasa A2 (2). El avarol aislado de Dysi-
dea avara es activo in vitro contra el virus HIV (2).
Compuestos como el deacetil escalaradial aislado
de Cacosponjia scalaris, el avarol de Dysidea avara, la
acanthifolicina de Pandaros acanthifolium y el al-
cohol poliacetilénico de Tetrosia sp. mostraron ac-
tividad citotoxica (1,3). La xestoquinona de la
esponja Xesrosponjia sapra y el 2” - deoxiadenosina
de Dasychalina cyathina mostraron ser cardioac-
tivos (2,4). Las briostatinas A y B aisladas de
Lissodendoryx isodictyalis mostraron un efecto cito-
téxico contra leucemia p-388 y se encuentra en
ensayos preclinicos (2). De la esponja Ircinia fe-
Jix fueron aislados cinco enantiémeros furano-
sesterterpenos identificados como (+)-(7E,

12E, 18R, 20Z)-Variabilina [1], (+)-(7E,
13Z, 18R, 20Z)-Felixinina, (+)-(7Z, 13Z,
18R, 20Z)-Felixinina, (+)-(8Z, 137, 18R,
20Z)-Strobilinina y (+)-(8E, 13Z, 18R,
20Z)-Strobilinina (2), los cuales fueron re-
portados en especies de los géneros Psammoci-
nia y Sarcotragus (5,6).

Parte experimental
Recoleccién de esponja

La esponja fue recolectada en la bahia de Santa
Marta a una profundidad entre 9-12 my clasifi-
cada como Ircinia felix por el Dr. Sven Zea del
Instituto de Investigaciones Marinas y Costeras
(INVEMAR). La muestra fue congelada para su
estudio posterior.

Extraccién y aislamiento
de la variabilina
y sus enantiémeros

Siguiendo el método reportado (2), 1130 g de
la esponja congelada se cortaron y se maceraron
en metanol durante 12 horas al cabo de las cua-
les se filtro con el fin de eliminar el agua

VARIABILINA (1)
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retenida en la esponja. De nuevo el material se
macero en acetato de etilo con agitacién. Los
residuos obtenidos de los extractos metanélico
y en acetato de etilo se disolvieron por separado
en 50 mL de acetato de etilo y se lavaron con 4 x
20 mL de agua. La fraccién en acetato de etilo
lavada se analizé por CCD en hexano: acetato
de etilo (80:20) para comprobar la presencia de
la variabilina y sus enantiémeros y se procedi6
a acetilar el residuo del extracto de la fraccién
en acetato de etilo con anhidro acético: piridi-
na (1:1) durante 48 horas con el fin de prote-
ger el anillo tetrénico de la estructura quimica
e impedir la descomposicién de la variabilina y
sus enantiémeros. La acetilacién fue compro-
bada por CCD en la fase mévil anteriormente
mencionada. El extracto acetilado se fraccioné
por cromatograffa en columna (40.0 g de silica
gel 0.040 —0.63 mm, 36.5 x 1.5 cm) eluyendo
con benceno: acetato de etilo (5:1) y aumen-
tando la polaridad con un porcentaje creciente
de acetato de etilo. La columna fue controlada
por CCD en la fase mévil hexano: acetato de
etilo (80:20) revelando con el reactivo de vai-
nillina al 1% p/v, 4cido ortofosférico al 10%
v/v en etanol y posterior calentamiento a una
temperatura de 110 °C durante 10 minutos. Se
recolectaron 206 fracciones de 20 mL cada una
y por CCD preparativa en hexano: acetato de
etilo (85:15) de las fracciones 5 al 30 se obtu-
vieron 110 mg de acetato de variabilina y sus
enantiémeros que fueron identificados por
comparacién cromatogréfica contra una mues-
tra patrén (2).

Para evitar la descomposicién quimica, los
compuestos fueron desacetilados de acuerdo a
la cantidad necesaria para el estudio biolégico,
por la reaccién con KOH 2N durante 30 minu-
tos y HCl IN durante 15 minutos y posterior
extraccién en acetato de etilo y evaporacién al
vacio en evaporador rotatorio.
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Estudio biolégico
Actividad antimicrobiana

Los microorganismos empleados en el ensayo
son especies representativas de diferentes gru-
pos bacterianos en cuanto a su clasificacién,
morfologfa, sensibilidad ante los agentes
antimicrobianos e importancia clinica y agri-
cola (7). Gram positivos: Staphylococcus aureus
ATCC 6538, Streptococcus faecalis ATCC 10100,
Micrococcus luteus ATCC 9341 y Bacillus subtilis
ATCC 21556, Gram negativos: Enterobacter ae-
rogenes, Serratia marcencens (Cepario del Depar-
tamento del Farmacia, Universidad Nacional
de Colombia), Escherichia coli ATCC 13706,
Pseudomonas sp. ATCC 39327, Agrobacterium tu-
mefaciens; los hongos Aspergillus niger, A. tamari'y
Penicillium sp. (Cepario del Departamento del
Farmacia, Universidad Nacional de Colombia).

Preparacion de los inéculo

Los microorganismos se mantuvieron en tubos
de ensayo con agar en cufia a 4 °C, individual-
mente fueron sembrados en 50 mL de caldo de
infusién cerebro — corazén e incubados a 37 °C
durante 24 horas. Se realizaron dos replicas su-
cesivas tomando 1 mL del inéculo y completan-
do hasta 50 mL. Los hongos fueron sembrados
en caldo Sabouraud previamente esterilizado
incubando a 22 °C durante 48 horas.

La actividad antimicrobiana fue evaluada por
el método de perforacién en gel (8, 9) ya que el
método de disco de papel no fue aplicable por el
carécter oleoso de las sustancias objeto de estudio
que impidié su difusién en los discos.

El agar en la caja de petri previamente
inoculado se perforé con circulo de 0.5 cm de
didmetro y en cada caja se colocaron como pa-
trén las soluciones de estreptomicina sulfato
(4.0 wg/mL), eritromicina (0.8 wg/mL), keto-
conazol (6.3 pmg/mL), anfotericina B (0.1
pg/mL), la variabilina y sus enantiémeros en las
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concentraciones de 0.5, 1.0, 1.5, 2.5, 5.0 y
10.0 pg/mL, disueltos en el solvente [DMSO :
H,O (15 uL: 1 mL)]y el solvente como control.
El ensayo se realiz6 por triplicado para cada
concentracién y los resultados se obtuvieron
midiendo los didmetros de los halos de inhibi-
cién descontando el didmetro de la perfora-
cién. Las lecturas se hicieron de acuerdo con los
resultados obtenidos en los ensayos prelimina-
res, a las 24 horas para bacterias y 36 horas para
hongos.

Concentracion critica

El método utilizado genera datos con los que se
determina el valor de la concentracién critica,
bajo el cual no se va a producir halo de inhibi-
cién relacionado directamente con la suscepti-
bilidad del microorganismo frente a la sustancia
ensayada.

Se determiné la concentracién critica de
la variabilina y sus enantiémeros contra los mi-
croorganismos, graficando el logaritmo natu-
ral de las concentraciones contra el cuadrado
del didmetro de los halos de inhibicién des-
contando el didmetro de la perforacién. Se
traz6 la recta por el método de los minimos
cuadrados y el punto de interseccién con el eje
de las abscisas se tomé como la concentracién
critica.

Toxicidad en Artemia salina

Se determiné la concentracién letal 5, por el
método anteriormente establecido (10).

Actividad antitumoral
Adaptacion del agente tumoral

El medio de cultivo, caldo infusién cere-
bro-corazén, se prepar6 en 50 mL de agua des-
tilada y se adicioné el inéculo de Agrobacterium
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tumefaciens cepa B-6 y se incubé durante 48 ho-
ras con el fin de obtener la concentracién ade-
cuada para la induccién de tumores que debe
estar entre 1 X 107 y 1 X 10° u. f. c.(unidades
formadoras de colonias) /mL (11,12). Al cabo
de 48 horas que es el tiempo de incubacién, la
concentracién obtenida del microorganismo
fuede 2.7 X 108 u. f. c. /mL

Actividad antitumoral en disco
de zanahoria

Se realizaron ensayos en discos de papa y en dis-
cos de zanahoria para establecer cual de estos era
el més adecuado; se escogi6 el método de discos
de zanahoria por los resultados obtenidos.

En el bioensayo se utiliz variedad comiin
de zanahoria, la cual fue pelada y sumergida du-
rante 40 minutos en agua destilada, al cabo de
los cuales se prepararon discos de 0.5 cm de es-
pesor utilizando un bistur{ estéril y se colocaron
en cajas de petri previamente esterilizadas que
contienen papel de filtro seco como soporte. Se
preparé una solucién stock de la variabilina y
sus enantiémeros de | mg/mL en DMSO: H,0
(15uL: 1mL), la cual fue filtrada a través de una
membrana Millipore estéril de 0.22 wm y reci-
bida en un tubo estéril; a partir de esta solucién
se prepararon las diluciones de 20.0, 10.0, 5.0,
2.5,1.5,1.0y0.5 ug/mL, a las cuales se les adi-
cion6 1.5 mL de agua estéril y 2.0 mL de caldo
de cultivo de A. tumefaciens de 48 horas de creci-
miento. Cada disco de zanahoria se inoculé con
100.0 uL de las soluciones anteriormente pre-
paradasy se incubé a temperatura de 18 °C y22
°C para observar la temperatura éptima para el
desarrolla de los tumores. Los discos de control
se inocularon con el solvente y el caldo de culti-
vo de A. tumefaciens.

No se dejé transcurrir mas de media
hora entre la preparacién de los discos de za-
nahoria y la inoculacién de los mismos. Todo
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el proceso se llev6 a cabo en cabina de flujo
laminar y para evitar falsos positivos en el en-
sayo se determiné la actividad antimicrobiana
de las sustancias contra el microorganismo A.
tumefaciens.

Los tumores formados en los discos de za-
nahoria fueron contados a los 15, 30 y 45 dias
de su incubacién.

Resultados y discusion

Actividad antimicrobiana

Los resultados obtenidos en el método de perfo-
racién — difusién en gel se muestran en la Tabla 1,
en la cual se observa que la variabilina y sus enan-
tiémeros son activos contra los microorganismos
Gram (+) Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus,
Bacillus subtilis y los microorganismos Gram (-)
Pseudomonas sp., Enterobacter aerogenes y Escherichia
coli. También muestran una relacién directamente
proporcional entre la concentracién de la variabi-
lina y sus enantiémeros y el didmetro del halo de
inhibicién. Ademés se observa un amplio espectro
de actividad antimicrobiana dentro del cual se

encuentran microorganismos como el Staphylococ-
cus aureus considerado resistente a la penicilina,
tetraciclina, cloramfenicol y aminoglicésidos y
Pseudomonas sp. resistente a la penicilina, amikacina
y fluoroquinolonas. El porcentaje mas alto de in-
hibicién se observé en Micrococcus luteus, Gram
(+) y Pseudomonas sp., Gram(-). Sin embargo los
resultados no muestran actividad antiftingica con-
tra A. niger, A. tamari y Penicillium sp. en las concen-
traciones empleadas.

La concentracién critica es la concentra-
cién bajo de la cual no se produce halos de in-
hibicién, relacionada directamente con la
susceptibilidad del microorganismo frente a la
variabilina y sus enantiémeros; ademds se re-
fiere a la concentracién que detiene las préxi-
mas divisiones celulares o al menos causa su
inhibicién en varias generaciones volviéndolas
inefectivas (13). Los resultados mostraron dife-
rentes valores de la concentracién critica como:
Micrococcus luteus (0.39 g/mL), Pseudomonas sp.
(0.13  ug/mL), Enterobacter aerogenes (0.58
pg/mL), Escherichia coli (0.43 g/mL), Staphylo-
coccus aureus (0.24 wg/mL), Bacillus subtilis (0.06
pg/mL). La mayor actividad antimicrobiana se

Tabla 1. Valores de los halos de inhibicién producidos por las sustancias ensayadas.

Microorganismo | Eritromi- | Estrepto- | Solvente Agua Variabilina y sus enantiomeros
cina 0.8 | micina* (COntl‘Ol) destil. 0.5 1.0 1.5 2.5 5.0 10
pg/mL 4.0 pg/mL ((Blanco) o/ g/ | ng/ | ng | ng | ng
mL | mL | mL | mL mL | mL
Micrococcus luteus 10.7 1.3 0.0 0.0 2.3 46 | 50 | 5.0 53 173
Serratia marcencens 6.0 2.3 0.0 0.0 0.0 0.0 1 0.0 { 0.0 | 0.0 | 0.0
Pseudomonas sp. 11.8 17.8 0.0 0.0 4.6 4.6 4.9 5.6 6.6 6.9
Agrobacterium tumefaciens 0.0 11.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Escherichia coli 2.7 5.0 0.0 0.0 1.9 2.2 32 1 42 | 45 | 5.2
Staphylococcus aureus 7.3 3.6 0.0 0.0 2.1 2.7 3.5 3.8 4.3 4.6
Bacillus subtilis 12.0 9.1 0.0 0.0 3.2 34 | 35 | 40 | 44 | 4.6

Todas las medidas de los halos estdn en mm, descontando el didmetro del pozo
* para la Pseudomonas sp se utilizé 40.0 pg/mL
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ve reflejada en una concentracién baja para Ba-
cillus subtilis (Gram positivo) (0.06 ug/mL) y
Pseudomonas sp. (Gram negativo) (0.13 pg/mL),
que es de gran interés porque en los antimi-
crobianos clésicos no es ficil encontrar esta
accién combinada contra microorganismos
Gram positivos y Gram negativos para el trata-
miento de infecciones mixtas. La relacién en-
tre las concentraciones criticas frente a los
diversos microorganismos ensayados se obser-
va en la Figura 1.

[

e

Concentracién critica

E aerogenes Ecoli Mhaeus S. aureus Pseud. Sp B subtilis
Microorganismos

Figura 1. Comparacién de las concentraciones criticas
de la variabilina y sus enantiémeros frente a diversos
microorganismos.

Actividad antitumoral

Los ensayos en discos de zanahoria se realiza-
ron a temperatura de 18 °C y22 °C, enlos que
se presenté la formacién de tumores, favore-
ciendo su crecimiento a 22 °C, a la cual los dis-
cos de zanahoria no presentaron resequedad ni
se tornaron rigidos y la superficie no present6
fisuras como ocurrié en discos de papa dentro
del ensayo preliminar; ademas a esta tempe-
ratura se formaron mas tumores en menos
tiempo contrario a los discos de zanahoria
mantenidos a 18 °C. La formacién de tumores
se vio caracterizada por un alto crecimiento al-
rededor de la zona de la endodermis de los
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discos de zanahoria, tal vez por su contenido
enriquecido de almidén, especialmente en los
discos de zanahoria mas madura y de gran tama-
fio caracterizados por su bajo contenido de hu-
medad en comparacién con los discos de
zanahoria joven y tierna. Esto permitié estable-
cer el empleo de zanahoria comin y de gran ta-
mafo, una temperatura de incubacién optima
de 22 °C y como soporte papel de filtro seco.

Los resultados mostraron que la variabili-
na y sus enantiémeros no ejercen ningtn tipo
de actividad contra A. tumefaciens garantizando
que no se producen resultados falsos positivos
lo cual muestra que cualquier reduccién en la
formacién del nimero de tumores se debe
Gnicamente a la actividad antitumoral y no a
un efecto antimicrobiano sobre A. tumefaciens.
Al cabo de 15 dfas de la inoculacién los tumo-
res comenzaron a aparecer y su tamao se in-
crementé con el paso del tiempo hasta su
conteo a 45 dfas. Para facilitar la interpreta-
cién de los resultados de la actividad antitu-
moral de la variabilina y sus enantiémeros en
las concentraciones evaluadas de 0.5, 1.0, 1.5,
2.5,5.0,10.0y20.0 wg/mL, se obtuvo el pro-
medio del nimero de tumores por concentra-
cién, sin tener en cuenta los incontables, los
cuales fueron comparados con el promedio del
nimero de los tumores del control y se graficé
contra cada una de las concentraciones evalua-
das. Se observé que en concentraciones de 0.5
a 1.5 ug/mL no hubo una reduccién marcada
en el nimero de los tumores pero a partir de la
concentracién de 2.5 pug/mL se observé una
mayor reduccién en su cantidad. Aplicando el
método estadistico y al graficar el promedio de
tumores frente a la concentracién de las sus-
tancias ensayadas se determiné una concentra-
cién inhibitoria de tumores equivalente a un
valor de 18 pg/mL corresponde a la concen-
tracién de la variabilina y sus enantiémeros
que puede causar la inhibicién total de la for-
macién de los tumores.
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