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RESUMEN

El extracto crudo y la fraccién orginica de la esponja marina Cliona delitrix, recolectada en San Andrés
Islas (Caribe Colombiano), muestra actividad antifouling en ensayos de campo. La fraccién orginica
es separada por cromatografia en columna logrando obtener fracciones enriquecidas en glicéridos,
glicolipidos, fosfolipidos, dcidos grasos libres, ésteres metilicos y monohidroxiesteroles. Cada una de las
fracciones es identificada de manera preliminar por TLC y técnicas de dereplicacién (RMN). Los dcidos
grasos obtenidos de la hidrdlisis de cada una de las fracciones de glicéridos, glicolipidos y fosfolipidos
son transformados en sus correspondientes ésteres metilicos, los cuales son analizados por CGAR-
EM; luego se convierten en sus derivados pirrolidinicos y también se analizan por CG-EM. El estudio
cuidadoso de los EM, tanto del éster metilico como de las pirrolidina, y los valores de ECL permiten
identificar 89 4cidos grasos diferentes. Entre éstos se destacan: el dcido 7,10,12,14-icosatetraenoico, que se
reporta por primera vez, y los dcidos 5,9-hexacosadienoico y hexadecanoico, por ser los mis abundantes
en todas las fracciones. Adicionalmente se identifican, mediante anilisis de CG-EM y 'H-RMN, 19
monohidroxiesteroles. Se destacan el colestanol y el clionasterol, por ser los mas abundantes, y también
es de notar la presencia de estanoles (cerca del 30%) que no se habfan informado antes para este género.
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ABSTRACT

In a field test for antifouling activity the raw extract and the organic fraction obtained from the marine
sponge Cliona delitrix, collected at the San Andrés Islas (Colombia, Caribbean Sea), showed activity. The
organic fraction was separated by column chromatography to obtain enriched fractions of glycerides,
glycolipids, phospholipids, free fatty acids, fatty acids methyl esters (FAMEs) and monohydroxysterols
identified by TLC and dereplication techniques (NMR). The glyceride, glycolipid, and phospholipid
fractions were hydrolyzed, and the fatty acids methyl esters obtained, together with the initial fatty
acids fraction were converted into their methyl esters and analyzed by HRGC-MS. In order to locate
unsaturations and alkyl branches in fatty acids, their methyl esters derivates were transformed to
the corresponding pyrrolidides and subsequently analyzed by HRGC-MS. The identification of the
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fatty acids was carried out using their ECL value as methyl esters, and particularly the study of their
pyrrolidide spectra was used to locate unsaturations and alkyl branch positions. The analysis allowed the
identification of 89 fatty acids. The main acids include the new 7,10,12,14-icosatetraenoic acid, as well
as 5,9-hexacosadienoic acid and hexadecanoic acid. Additionally, 19 monohydroxysterols were identified
by HRGC-MS and NMR 'H. Cholestanol and clionasterol were the most abundant compounds and
the stanols presence (near to 30%) was not previously reported for this genus.

Keywords: Cliona delitrix, lipids, fatty acids, sterols, antifouling.

INTRODUCCION

Los organismos marinos han mostrado ser una
fuente de compuestos quimicos de estructuras muy
diversa, y en muchos casos con potente actividad
bioldgica. Es notoria la enorme diversidad quimica
de las esponjas, los corales, y mis recientemente los
microorganismos. Esta diversidad quimica puede
obedecer a la interaccion entre ellos; asi, en inver-
tebrados, la produccién de compuestos quimicos
puede tener propésitos diversos, tales como evitar
la depredacidn, capturar presas, combatir micro-
organismos, o detener el fouling, entre otros (1-2).
El fouling marino se entiende como un proceso de
deposicién de moléculas seguido del asentamiento y
desarrollo de organismos vivos sobre las superficies
sumergidas. Este fenémeno obedece a la necesidad
que tienen muchos organismos marinos de asentar-
se para su desarrollo, y hace parte de la competencia
natural por colonizar y defender el espacio adquirido
en el bentos, recurso que es muy limitado en el mar
(3-4); asf, los organismos benténicos pueden produ-
cir sustancias quimicas que los ayuden a controlar
ese proceso (compuestos antifouling) (5).

Si bien el fouling es un proceso natural, y en
muchos casos deseado, puede ocasionar problemas
como corrosién, pérdidas econémicas por mante-
nimiento de embarcaciones, sobrecostos en trans-
porte maritimo etc. Para combatir este fenémeno
el hombre ha desarrollado madltiples estrategias,
entre ellas el empleo de recubrimientos poliméricos,
pinturas con pigmentos antifouling activos, y pinturas
con biocidas embebidos o enlazados a la matriz de
las mismas (6). Algunos de estos biocidas han sido
prohibidos por sus efectos desfavorables en muchos
organismos marinos ajenos al proceso del fouling,
lo que ha obligado a buscar nuevas alternativas eco
amigables (biodegradables o con mayor armonia
medio ambiental) para reemplazar los recubrimien-
tos antifouling existentes (7). Una posibilidad es el
uso en pinturas antifouling de las defensas quimicas
naturales presentes en los organismos marinos, por

ejemplo, el alga roja Delisea pulchra produce algunas
2(5H)-turanonas que inhiben el asentamiento y co-
lonizacién de micro y macroorganismos del fouling
en su superficie. Las 3-alquilpiridinas, y sus deri-
vados poliméricos, presentes en la esponja Reniera
sarai, también previenen el biofouling microbiolégi-
co, y son poco tdxicas para el medio ambiente (4).
Otros compuestos quimicos con actividad antifouling
comprobada son los dcidos grasos de algunos corales
blandos del género Dendronephthya (8).

Por otra parte,se sabe que también hay moléculas
quimicas que actian como inductores del asenta-
miento de larvas de los organismos que hacen parte
del fouling. Algunas de las mis representativas son la
serotonina, que induce el asentamiento y metamor-
fosis de Balanus amphitrite; 1a histamina, involucrada
en la percepcién de luz/oscuridad de estos balanos,
que de esta manera influye en su asentamiento
(9). También se ha visto que algunos derivados
bromados de la serotonina, como la barrettina y
8,9-dihidrobarrettina, aislados de la esponja Geodia
barretti, compiten por los receptores de la serotonina
en los cirripedios, actuando asi como inhibidores
del asentamiento de las larvas de cirripedios mds
que como inductores (3).

La esponja excavadora e incrustante Cliona
delitrix Pang, 1973 (Orden: Hadromerida; fami-
lia: Clionaidae) mantiene su superficie limpia de
epibiontes y es capaz de colonizar y defender su
sustrato (10-11), por lo que puede ser una fuente
interesante de compuestos con actividad antifouling.
No obstante, sélo hay un reporte sobre la quimica
de esta especie, recolectada en Bahia, Brasil (12). En
cuanto al género, se ha encontrado que es fuente
de alcaloides peptidicos (13), de aminoacidos (11),
de esteroles modificados (14) y de lectinas (15).
También se estudiaron los lipidos de otras espe-
cies de este género, como los esteroles de Cliona
caribbaea (16), esteroles y dcidos grasos de C. celata
(17-18), esteroles de C. viridis (19), tosfolipidos de
C. aprica (20), y recientemente acidos grasos de C.
tenuis (21). Estos lipidos aislados de fuentes mari-
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nas han mostrado actividad citotdxica, fungicida,
inmunoestimulatoria, de inhibicién enzimitica (2,
22) y algunos dcidos grasos tienen posibilidades de
aplicacién como agentes antifouling (8, 23-25), por
lo que actualmente se hacen esfuerzos tendientes a
obtenerlos mediante sintesis quimica (26-27).

Por todo lo anterior, y con el fin de contribuir
al conocimiento de los lipidos del género Cliona,
este estudio expone los resultados sobre la deter-
minacién de actividad antifouling del extracto crudo
de Cliona delitrix y la caracterizacién quimica de la
fraccién lipidica responsable de dicha actividad.

MATERIALES Y METODOS

Recoleccion de muestras

Individuos de la esponja marina C. delitrix fue-
ron recolectados, con ayuda de cincel y martillo,
en buceo auténomo en la localidad de Wildlife,
Isla de San Andrés (Colombia), a una profundidad
entre 6 y 10 m, en los meses de mayo de 2003 y
septiembre de 2004. Los organismos congelados
(-30°C) fueron enviados a Bogota para su estudio.
Ejemplares de dicho material fueron identificados
por el profesor Sven Zea S., del Departamento de
Biologia de la Universidad Nacional de Colombia,
y un espécimen fue depositado en la colecciéon de

INVEMAR con el c6digo INV-POR 629.
Equipos de analisis y materiales

Parala CCD se emplearon cromatoplacas de gel
de silica HF ;, Merck, observadas con limpara ul-
travioleta a 254 y a 366 nm y reveladas con solucién
de 4cido fosfomolibdico (al 20% en etanol); ademas,
para la deteccién de glicolipidos se utilizé6 H,SO,-
a-naftol (al 5% en metanol), y para los fosfolipidos,
azul de molibdeno (0,5% en H,SO, diluido). Los
espectros de RMN fueron registrados en un equipo
Brucker-400 (”C a 100 MHz), empleando CDCI,
y CD,OD como solventes y TMS como referencia
interna. Los andlisis por CLAE se llevaron a cabo
en un cromatégrafo Merck-Hitachi L-6000A, equi-
pado con un detector de indice de refraccién Merck
LaChrom L-7490. Los anilisis por cromatografia
de gases de alta resolucién-espectrometria de ma-
sas CGAR-EM se efectuaron en un cromatégrafo
Shimadzu GC-17A acoplado a un espectrémetro
de masas QP5050A (IE a 70¢V), empleando una
columna capilar de silica fundida DB-1 de 25 m
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x 0,25 mm d. i, 0,25 um de espesor de pelicula y
como gas de arrastre helio a 1 mL/min.

Extraccion y fraccionamiento de los lipidos

La esponja marina C. delitrix congelada (1,5
Kg) se partié en finos trozos con cincel y martillo,
eliminando el soporte calcireo no excavado y otros
macroorganismos. Los trozos de esponja se extraje-
ron primero con metanol, relacién muestra:solvente
2:1, y luego con diclorometano. Los extractos fueron
filtrados, concentrados en rotaevaporador y reuni-
dos como un extracto crudo total (ECT). El ECT
fue sometido a particién entre CH,Cl, y H,O (1:1).
La fase acuosa obtenida fue extraida con butanol, lo
que condujo a una subfraccién acuosa WW (81,6%
del ECT) y subfraccién butandlica WB (10,4%),
siguiendo la metodologia de Kupchan (28). La fase
de diclorometano no polar NP (8% del ECT), pos-
teriormente se separé entre metanol acuoso (90%)
y hexano, obteniendo la subfraccién metandlica
FM (1,7% de NP) y la subfraccién de hexano FH
(5,8% de NP). La subfraccién FH se separé por
cromatografia en columna (CC) sobre silica gel
(0,040-0,063 mm, Merck) empleando mezclas de
hexano y acetato de etilo para su elucién, obteniendo
fracciones enriquecidas en esteres metilicos (11% de
FH), en acilglicéridos (47% de FH), 4cidos libres
(3.5% de FH) y monohidroxiesteroles (30% de FH).
Estas fracciones fueron localizadas en el efluente
de CC por CCD comparativa usando patrones de
cada tipo de compuestos, y caracterizadas de manera
preliminar por RMN 'H y PC. Las subfracciones
de fosfolipidos y glicolipidos fueron obtenidas de la
fraccién NP por separaciéon cromatogrifica al vacio
sobre silica gel (0,040-0,063 mm, Merck), tratada
previamente con hidréxido de amonio, seguida
de secado a 120°C, como lo indica la metodologia
usada originalmente por Privett (29). En la frac-
cién eluida con acetona se detect6 la presencia de
glicolipidos (10% de NP) por anilisis mediante
cromatografia en capa fina, segtin el color violeta del
revelado frente a una solucién de H,SO, a-naftol,
y por el anilisis de espectros de RMN 'H y PC,
debido a la presencia de sefiales caracteristicas de
residuos de azdcar. En la fraccién eluida con meta-
nol (7% de NP) se detectaron fosfolipidos, segtin
el color azul de revelado con una solucién de azul
de molibdeno, y por comparacién frente a patrones
de fosfolipidos en CCD, ademis del anilisis de los
espectros de RMN 'H y PC de esta fraccién.
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Aislamiento de compuestos polares

La subfraccién butandlica WB (5 g) se pasé por
una columna cromatografica empacada con 750 gde
resina XAD-4, lavando con 2 L de agua 1 mL/min.
La fraccién orgédnica retenida se eluy6 c on 1,5 L de
metanol y 3 L de metanol:diclorometano 8:1. Esta
fraccién se separé luego con Sephadex LH-20 (3.0
cm x 85 cm), eluyendo con metanol a 1 mL/min.
Mediante anilisis por CCD sobre gel de silice con
la fase movil butanol:icido acético:agua (12:3:5), y
por RMIN "H, RMN C, se reunieron 12 fraccio-
nes. La fraccion 2 fue purificada por CLAE (30), en
RP-18 (Columna Scharlau Science, Nucleosil, de
300 x 8 mm, 10 um), usando agua:metanol (97:3)
con TFA al 0,05% a 1 mL/min, y detector de indice
de refraccién, obteniendo asi la serotonina (90%
de WB). Su identificacién se hizo por RMN 'H y
PC, y comparacién con datos de literatura (31-32).
Adicionalmente, una porcién de la subfracciéon
WW (62 g) se pasé por una columna de XAD-4
en agua, la fraccién adsorbida fue luego eluida con
acetona, metanol y diclorometano. Este residuo se
purificé por cromatografia en Sephadex LH-20
con H,0:MeOH (9:1), obteniendo el compuesto
1H-imidazol-2(3H)-imina (169 mg) puro, cuya
identificacién se hizo por RMN 'Hy ”C, y com-
paracién con datos de la literatura (33).

Preparacion de los ésteres metilicos de acidos
grasos y sus derivados N-acilpirrolididas

Las fracciones de 4cidos libres, acilglicéridos,
glicolipidos y fosfolipidos fueron convertidas a
sus respectivos ésteres metilicos por reaccién con
hidréxido de potasio metandlico (10%) y luego con
BF,-MeOH (14%). Los ésteres metilicos fueron
extraidos con hexano, y el extracto orgdnico, luego
de ser secado sobre NaSO, anhidro, fue concentra-
do. Para obtener los derivados pirrolidida, a 1 a 2
mg de los ésteres metilicos disueltos en pirrolidina
(0,1 mL) se les adicioné 4cido acético (0,01 mL) y
la mezcla fue calentada a 110°C durante dos horas;
una vez llevada a temperatura ambiente, la mezcla
fue extraida con diclorometano, la fase orginica
se lavé con HCI 1M y tres veces mds con agua en
porciones de ImL. Finalmente fue secada sobre
NaSO, anhidro y purificada por cromatografia en
columna sobre silica gel (34).

Analisis por CGAR-EM de los ésteres metili-
cos y pirrolididas de acidos grasos

Los ésteres metilicos (muestra de 1 mg/mL)
tueron analizados por CGAR-EM con el siguiente
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programa de temperatura: 5 min isotérmica a
100°C, incremento a 4°C/min hasta 300°C durante
40 min. La temperatura del inyector y detector fue
mantenida a 300°C. Para las pirrolididas (muestra de
1 mg/mL) se usé un programa de temperatura desde
200°C durante 5 min, calentando a 4°C/min hasta
300°C durante 55 minutos. En la identificacién de
los 4cidos grasos y sus derivados se analizaron los
indices de retenciéon ECL (longitud equivalente
de cadena, por sus siglas en inglés) y los datos
del espectro de masas de cada compuesto. La
cuantificacién se llevé a cabo por el método de
normalizacién de dreas en CGAR.

A continuacién se presenta el indice de retencién
ECL vy los datos del espectro de masas del acido
graso nuevo.

7,10,12,14-icosatetraenoato de metilo (44):
ECL 19.46; EM, m/z 318 (M*, 1%), 289 (1%), 267
(1%), 249(1%), 235 (1%), 217 (1%), 191 (2%), 161
(6%), 147 (4%), 133 (7%), 119 (10%), 105 (12%), 93
(40%), 91 (50%), 79 (100%), 67 (80%).

Pirrolidida del 4cido 7,10,12,14-icosatetrae-
noico (44): EM, m/z 357 (M", 5%), 342 (1%) 328
(4%), 314 (3%), 300 (1%), 286 (1%), 273 (1%), 260
(2%), 247 (1%), 234 (2%), 221 (1%), 208 (8%), 194
(2%), 181 (1%), 168 (12%), 154 (6%), 140 (12%), 126
(75%), 113 (100%), 98 (50%).

Analisis de monohidroxiesteroles

La fraccién esterdlica, obtenida a partir de la
subfraccién FH, se separé por CLAE semipreparativa
y cada fraccién obtenida se analizé por CGAR-EM.
La CLAE se realiz6é con una columna Shimpack-
CLC-0ODS (150 mm x 6 mm, 5 um), con metanol
como fase mévil (1,0 mL/min), y la CGAR-EM se
hizo en la columna DB-1 mencionada antes, a una
temperatura de 300°C y un flujo de ImL/min. Como
criterio de identificacién se usaron los espectros de
masas y el valor del tiempo de retencién relativo al
colesterol. Para algunas caracteristicas estructurales,
tales como la estereoquimica en el C-24, se emple6
la RMN 'H (400 MHz). La cuantificacién de
los esteroles se llevé a cabo por el método de
normalizacién de dreas tanto en CGAR como en

CLAE (35).

Ensayo en campo de actividad antifouling

Para este ensayo se utilizaron geles de Phytagel™
siguiendo la metodologfa usada por Henrikson
and Pawlik (36), y empleando cajas de petri
(90 mm de didmetro x 10 mm de altura) para
verter los geles con los extractos de prueba, ECT



ESTUDIO DE LA COMPOSICION QUIMICA Y ACTIVIDAD ANTIFOULING DEL EXTRACTO DE LA ESPONJA MARINA ... 213

(63 mg/mL), WW (51 mg/mL), WB (6,5 mg/mL)
y NP (5 mg/mL), obtenidos de la esponja. Los
geles control se prepararon mezclando la misma
cantidad de Phytagel y agua, y agregando la cantidad
equivalente de metanol o diclorometano empleados
en el proceso de disolucién de las fracciones. Las cajas
fueron amarradas bocabajo, con los geles en direccién
al sustrato, en dos andamios de tubos de PVC, y se
sumergieron a 8 m de profundidad en Punta de Betin
(Santa Marta) durante 30 difas. Los experimentos
tuvieron lugar en marzo de 2005 y durante marzo
y abril de 2006. Luego se sacaron del mar, teniendo
cuidado de mantenerlas siempre sumergidas en agua
marina, y se llevaron a los laboratorios de INVEMAR
donde se colocaron en acuarios con flyjo continuo
de agua marina filtrada. Bajo el esterecoscopio se
evalu6 la abundancia y porcentaje de cobertura
de organismos sésiles. Se hicieron comparaciones
entre estas variables en extractos crudos, fracciones
y el control por medio de las pruebas estadisticas
Kruskal-Wallis y Dunn y ANOVA (37).

RESULTADOS Y DISCUSION

Actividad antifouling de los extractos de Cliona
delitrix en campo

La esponja C. delitrix ensefia una superficie libre
de macroorganismos, por lo cual resulté interesante
valorar la capacidad antifouling del extracto crudo y ha-
cer un monitoreo bioguiado. Con tal fin se ensayaron
las fracciones y el extracto crudo disueltos en Phyta-
gel atendiendo la metodologfa de Pawlik (38). Como
resultado de los ensayos en campo se encontré que
el ECT tiene un efecto antifouling estadisticamente
significativo como se indica em la tabla 1, pues tanto
la abundancia como la cobertura de organismos epi-
biontes disminuyeron notablemente con su uso. En el
ensayo se encontré también que la fraccién no polar
NP present6 el menor niimero de organismos en la
superficie del gel y el menor porcentaje de cobertura,
mientras la fraccién acuosa WW y la butandlica WB
no mostraron actividad significativa.

Asi, se pudo establecer que en la fraccién lipidica
(NP) se concentrd la actividad antifouling exhibida
por el ECT de esta esponja.

Presencia de la serotonina en Cliona delitrix

De la subfraccién butandlica WB de C. delitrix
tue purificado como metabolito mayoritario la
serotonina (5-hidroxitriptamina), reconocido neu-
rotransmisor de los animales con sistema nervioso.
La serotonina habia sido previamente aislada como
metabolito del extracto metandlico de la esponja
Hyrtios reticulatus (32) y de un ejemplar de C. deli-
trix, recolectado en Salvador de Bahia, Brasil (12).
Ademis, a partir de la subfraccién acuosa WW,
también inactiva al ensayo antifouling, se purificé
otra amina heterociclica identificada como 1H-
imidazol-2(3H)-imina, la cual es parte estructural
de varias sustancias farmacoldgicamente activas de
compuestos naturales como los alcaloides marinos
isonaamina, dorimidazol y preclatridina (33).

La actividad antifouling de la fraccién no polar se
puede considerar muy importante para la supervi-
vencia de la esponja, porque le permite mantener su
superficie libre de epibiontes, resistiendo a la ocupa-
cién de su espacio superficial por otros organismos.
Se pueden considerar los compuestos responsables
de esta actividad particularmente activos porque,
por la gran cantidad de serotonina que contiene esta
esponja, se esperarfa un notable asentamiento larval
(de cirripedios en particular), dadas las propiedades
promotoras conocidas del asentamiento de la sero-
tonina y sus agonistas (9, 39), situacién que no se
observé en nuestros ensayos de campo donde, por el
contrario, la esponja presenté una superficie limpia.
No obstante, es importante mencionar que no existe
ninguna evidencia de que la serotonina sea liberada
por este organismo hacia su superficie, y en conse-
cuencia, las larvas de los invertebrados colonizadores
no podrian detectar la presencia del inductor.

Por otra parte se sabe que a los lipidos de fuentes
marinas, como es el caso de algunos esteroles (40),
esfingolipidos (23), glicerolipidos y 4cidos grasos

Tabla 1. Ensayo de actividad antifouling: abundancia y cobertura de organismos encontrados sobre los geles
después de un mes en campo. Extracto y fracciones de C. delitrix.

Control ECT

WwW WB NP

Abundancia total | 102,8 = 60,38 | 16,0 = 2,3%

66,3 £2237 | 32,9438 | 283 £ 3,79

Cobertura total (%) | 13,40 = 2,42 1,2 = 0,4%

9,70 £ 1,49 | 7,50 = 1,15 | 7,50 % 1,15%

* Hay diferencias significativas respecto al control (Kruskal Wallis p < 0,05; Prueba de Dunn p < 0,05)
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(8, 25) se les ha reconocido actividad antifouling.
Esta clase de compuestos se detectaron también en
la fraccién bioactiva y no polar NP de C. delitrix, y
por ello el estudio de la composicién quimica de la
fraccién lipidica de la esponja result6 de gran interés.

Composicion de acidos grasos en la fraccion
lipidica

La cromatografia en columna permitid, a partir
de la fraccién no polar NP, la separacién de frac-
ciones enriquecidas en ésteres metilicos, glicéridos,
glicolipidos, fosfolipidos y 4cidos libres, como se
describié en la seccién experimental. Cada frac-
cién fue identificada por su movilidad y aspecto
del revelado por CCD con respecto a los patrones
de los lipidos respectivos, asi como por el andlisis
de los espectros de RMN de proténica y carbono.
Los 4dcidos grasos componentes de cada fraccién
lipidica fueron luego transformados a sus ésteres
metilicos y pirrolididas. La asignacién estructural
de los 4dcidos grasos se hizo mediante la compara-
cién del pardmetro cromatogrifico ECL (longitud
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equivalente de cadena, de sus siglas en inglés) y el
estudio de los espectros de masas de los ésteres
metilicos, con los valores o con los espectros regis-
trados en la literatura y los obtenidos por nosotros
para muestras verdaderas (21, 41). La posicién de
las insaturaciones y de las ramificaciones se asig-
n6 mediante el estudio detallado del espectro de
masas de las pirrolididas obtenidas (42, 43). Las
técnicas aqui empleadas tienen una limitacién: no
es posible la asignacién de la estereoquimica de
los dobles enlaces si no se cuenta con los patrones
de cada diastereoisémero. La cuantificacién se
efectud por el método de normalizacién de dreas,
tanto en el TIC como en el cromatograma. En la
tabla 2 pueden observarse los ésteres metilicos de
los dcidos grasos identificados en la fraccién de
ésteres metilicos libres, y aquellos obtenidos por
transformacién quimica a partir de glicerolipidos,
glicolipidos, fosfolipidos y dcidos libres, indicando
su peso molecular y abundancia relativa en cada
caso. Adicionalmente se indica el valor promedio
de ECL para cada uno de ellos.

Tabla 2. Acidos grasos® de las fracciones de ésteres libres, glicéridos, glicolipidos, fosfolipidos y dcidos grasos
libres de la esponja marina Cliona delitrix.

2 o . ECL* Esteres P Glicolipidos Fosfolipidos| ~Acidos
b )

Ester metilico del acido graso PM promedio libres % Glicéridos % 9% o libres %

1 | 5-undecenoico (A 11:1) 198 10,70 - - - - t

2 | Undecanoico (n-11:0) 200 11,00 - - - - t

3 | Dodecanoico (1-12:0) 214 12,00 t - 0,5 t t

4 | 7-tetradecenoico (A7 14:1) 240 13,80 t - - - t
9-tetradecenoico

5 (A 14.1) 240 13,83 t t - - t

6 | Tetradecanoico (n-14:0) 242 14,00 0,4 1,4 6,8 0,6 4,0
4,8,12-trimetiltridecanoico

7 (4,8,12-Me-14:0) 270 14,58 0,5 2,2 4,1 0,9 45
13-metiltetradecanoico

8 (is0-14:0) 256 14,67 t t - t t
12-metiltetradecanoico

K (anteiso-14:0) 256 14,75 - - - t ¢

10 | Pentadecanoico (n-15:0) 256 15,04 0,2 1,0 0,3 0,2 1,3

1 1%-met11pentadecan01co 270 15.66 03 0.9 ) ¢ 0.8
(is0-15:0)
4,8-hexadecadienoico

12 | A 162) 266 15,66 . - - . 12
5-hexadecenoico

13 (A% 16:1) 268 15,73 t - - - 1,0
9-hexadecenoico

14 (A 16:1) 268 15,79 1,8 25 02 05 52
12-hexadecenoico

151 A2 16:1) 268 15,87 - - - . 14

16 | Hexadecanoico 270 16,00 5.4 3.9 178 56 11,6
(n-16:0)
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Ester metilico del acido graso PM"* prfrisgio f;::;iz Glicéridos % Glico‘}/ipidos Fosfo!/ipidos lﬁ)c:io‘;o
17 gifo—_nAlgtil(;?)—hexadecenoico 280 1632 ~ " _ _ t
18 221’51 f;tla)d ccenoico 282 16,43 ¢ ¢ - - -
19 ?Aﬁ‘i@ﬁ‘;ecemico 282 16,48 ¢ - - - ¢
20 ?Azghf;%decadienoico 80 16.63 _ " _ _ _
21 gg;_r?gfg)he"ademom 284 16,64 0.4 09 0,1 0,2 1,1
22 g:;:;;i_l?gf)")d“m"im 284 16,74 02 ¢ 0,1 0,1 -
23 Z;‘?;fj‘;ece“"iw 282 16,78 02 ¢ - - t
24 gg;f‘f;’f;‘;jece“"i“’ 282 16,84 T - - - -
25 ?;f‘;f;“;ecenom 282 16,93 - ¢ - - -
26 gff;?g)mmico 284 17,01 0.4 t 0.4 0.5 11
27 ?Aijgﬁ'fgf;;jecatriC“Oico 292 17,54 0.2 : 40 0.7 10
28 ‘:’i‘%;"lc;g)mdie”(’ico 294 17,59 0.2 t 54 0,7 15
29 gi(s);?;fg)heptadecenoico 298 17,60 02 _ _ 1.4
30 ?ﬁ;igﬁg“adienmw 294 17,67 1,9 038 04 08 20
31 ?A?itgie)cen"i” 296 17,75 18 15 32 18 31
32 &;?f;?;ce“"ico 296 17.80 39 2,6 15 2,0 45
3 (Onf;%‘ff);a“"i“’ 208 18,00 29 20 51 23 41
34 glll'f?\flg_l‘l’gg?ecan"ico 312 18,46 - ¢ 03 - -
35 gfs'f?\ig_l‘l’gf)?ecan"ico 312 18,66 . - - - t
36 giz(')‘f‘l‘gf(lf)’cmde"m"ic‘) 312 18,72 04 ¢ - 0.3 0.6
37 gfgf\jg}?gg‘;ecm"i“’ 312 1874 - ¢ 0.4 0,1 -
38 (121'3“ f;alc)iecem’im 312 18,83 - - - 0.1 -
39 &Ln f;ic)lecemico 310 18,90 - - 20 - -
40 E:f’;‘;%;camico 312 19,01 1,0 - 03 03 0,7
M ?,A%?glll?1£4t2-éf;))satetraen0ico 318 1921 _ 0,6 6,6 _
) ‘(’“’A%;}%j}f‘z'éfj;“e“"‘e“"im 318 19,34 88 67 03 3,0 24
B |ty T | e | |- t S I
44 Z’A1796.1122,1’41 ‘2‘3;‘;”‘““6“0“0 318 19,46 - - - 11 -
45 %};gggjiemiw 322 19,47 39 - 1,0 - -
46 ?;ﬁ;}f;ggs)‘“rie""ico 320 19,50 1,6 12 - 1,0 -




216 VITAE

2 o L. b ECL* Esteres . ... o |Glicolipidos|Fosfolipidos| Acidos
Ester metilico del acido graso PM promedio libres % Glicéridos % % % libres %
16-metilnonadecanoico
47 (16-Me-19:0) 326 19,56 - - - 1,3 -
48 ?’Als1111131’513;) :j)osatetraenomo 318 19,58 25 18 _ ~ _
7,11-icosadienoico
49 | (w111 200 322 19,63 . t - . .
50 gf:?g?g)“onadecan‘”m 326 19,67 11 15 - 11 12
12,15-icosadienoico
51| (a5 209y 322 19,71 0,7 - - - -
52 | 11-icosenoico (A" 20:1) 324 19,74 - - - 0,4 -
53 | 13-icosenoico (A" 20:1) 324 19,78 - 1,2 0,4 - 1,2
54 | 14-icosenoico (A" 20:1) 324 19,89 - t - - -
55 | Icosanoico (1n-20:0) 326 19,99 1,7 1,7 2,6 1,1 2,6
56 17-metilicosanoico 340 20,60 0.9 ) ) 07 07
(17-Me-20:0)
57 ngz‘gfg)‘co”“mco 340 20,66 13 1,4 04 0,7 0,7
58 | 18-metilicosanoico 340 20,77 0.9 1,0 ¢ 07 09
(anteiso-20:0)
59 | Heneicosanoico (n-21:0) 340 21,02 0,6 0,9 0,2 0,3 t
60 gféﬁ:}g‘;fg‘“’smmm 354 21,53 12 t - 03 t
61 i?gifg)he“““’”“"‘m 354 21,75 - 0.8 - 02 -
62 | 14-docosenoico (A" 22:1) 352 21,75 0,4 - 0,8 0,5 -
63 | 13-docosenoico (A" 22:1) 352 21,78 0,7 - - t t
64 | 15-docosenoico (A" 22:1) 352 21,82 - 0,98 - - t
65 | Docosanoico (n-22:0) 354 21,99 t 1,08 1,1 0,8 0,9
66 fllsor_geztfé?OCOSQHO‘co 368 22,62 1,01 03
67 | 16-tricosenoico (A'°23:1) 366 22,76 - - 0,2 4,1 -
68 | Tricosanoico (1-23:0) 368 22,99 0,7 1,0 0,3 1,3 t
9 5,95-9tetracosadlen01c0 378 23.63 04 11 ) 04 15
(A% 24:2)
1-5 s - t - 5 t
70 22 t‘;tff)ose“o‘“’ 380 23,67 07
71 | 14-tetracosenoico 380 23,77 0,6 1,0 02 0,7 -
(A™24:1)
72 | ITsemcosenicy P 28 35 2| s t
73 | Tetracosanoico (n-24:0) 382 24,00 0,6 2,0 1,2 1,1 1,0
74 ?’Ai;pze;%m”d‘e“mm 392 24,56 2,6 3,53 0,5 2,9 38
75 | B-pentacosenoico 394 24,65 0,7 1,6 - 03 t
(A% 25:1)
17-pentacosenoico
76 (A7 25:1) 394 24,75 - - 0,1 _ _
77 f;_“;;%’)mo‘co 396 24,95 - 17 02 1.1 -
73 5,2,}2-hexacosatrlen01co 404 25 40 B 26 ) B 12
(A5 26:3)
79 ?A?;;hze;(.elzc)osadlenolco 406 25.64 18,5 12,6 93 27,7 249
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Ester metilico del acido graso PM"* prffnt dio f;izl;iz Glicéridos % tho:/ll) pidos FOSfO:/t pidos lﬁ)c:io;o

8-hexacosenoico

80 (A% 26:1) 408 25,72 1,5 - - t t

81 22;?26’6‘?;0““0”0 408 25,75 - t - - -
17-hexacosenoico

82 7 408 25,79 6,0 3,5 2,1 5,4 2.1
(A7 26:1)

83 gZ;?;gf‘f;’senmm 408 25,81 t - - - -

84 (121‘9}‘2“6‘:"5056“0“0 408 25,86 - 35 0.4 t t
Hexacosanoico

85 (1-26:0) 410 26,00 1,9 1,9 0,2 0,6 t
24-metil-5,9-hexacosadie-

86 | noico 420 26,21 - 0,9 - - -
(24-Me-A> 26:2)

g7 | > heptadecadienoico 420 26,62 0,8 22 0,1 0,7 t
(A3 27:2)

88 | Octacosanoico (n-28:0) 428 28,00 - - 0,1 t -

89 | Triacontanoico (n-30:0) 456 30,00 - - 0,1 t -

* Expresada en porcentaje en el TIC. * peso molecular de éster metilico en uma. “longitud equivalente de cadena por sus siglas en inglés. - =

no detectado; t = detectado a nivel de trazas (< 0,01%).

Dentro del conjunto de dcidos grasos de Cliona
delitrix se destaca el acido 7,10,12,14-icosatetrae-
noico (No 44), que por primera vez se reporta como
un compuesto natural. Algunos otros, como el icido
4,8-hexadecadienoico (No 12), icido 6,9,12,14-ico-
satetraenoico (No 42) y el dcido 6,9,12,14,17-ico-
sapentenoico (No 43), son muy poco frecuentes en
la naturaleza, y se han hallado en otra de las especies
de este género, la Cliona tenuis (21).

Con el fin de ilustrar el proceso de elucidaciéon
estructural se muestra el andlisis del espectro de ma-
sas del compuesto 44: en el EM del éster metilico se
observa el i6n molecular m/z 318, que corresponde
alaférmula C, H,,0,. La fragmentacién es carac-

13

teristica de un éster de dcido graso poliinsaturado
debido a la presencia de los fragmentos caracterfs-
ticos de la serie alquilica [C H, ,,], la serie alque-
nilica [C H, ], [C H,, ,], la serie de fragmentos
[C,H,, <], que contiene el pico base m/z 79, y la serie
[C,H,, ], todos representativos de la existencia de
dobles enlaces multiples en la cadena hidrocarbona-
da, lo que indica que pertenecen a un cido graso de
20 carbonos con cuatro dobles enlaces. El espectro
de masas del derivado pirrolidida muestra como 16n
molecular m/z 357, correspondiente con la férmula
molecular C,,H,)NO, el ién m/z 98 [C.H,NO]"
y el i6n m/z 113, resultante de una ruptura entre el
C-2yel C-3y con transposiciéon de hidrégeno del
tipo McLafferty se indican en la figura 1.

41
126
50 98
91
0 L b 15 12 18 19 208 291 234 247 260 273 288 ang 314 328 340 %
100 i 200 ' 300 !
O 126 154 181 208 234 260 286 314 342
AR RN R R ER
N IATICRIGATICITICITISIFICTIGITIS 357
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
140 168 194 221 247 273 300 328

Figura 1. Espectro de masas y los fragmentos diagnéstico de la pirrolidida del dcido 7,10,12,14-icosatetraenoico
(No 44), obtenidos por espectrometria de masas en el modo de ionizacién electrénica.
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La forma general del espectro es tipica de la
pirrolidida de un 4cido graso con cuatro dobles
enlaces. A partir de los fragmentos observados se
encuentra que los dobles enlaces se localizan en las
posiciones C-7, C-10, C-12y C-14, de acuerdo con
la diferencia de 12 u.m.a entre los fragmentos m/z
181 y m/z 168, m/z 221 y 208, 247 y 234 y entre
m/z 273 y m/z 260, asi como la presencia de los
fragmentos m/z 140, 154, 168, 194, 208, 234, 260,
286, 300, 314, 328 y m/z 342 (datos de ECL y de los
espectros de masas se incluyen en la parte experi-
mental). Todo lo anterior confirma la estructura del
éster metilico del 4cido 7,10,12,14-icosatetraenoico.
El valor ECL de 19,46 de este compuesto no se
encuentra reportado en la literatura para un 4cido
graso con las caracteristicas antes mencionadas.
La clucidacién estructural del resto de los ésteres
metilicos se hizo de la misma manera, permitiendo
la identificacién de 89 dcidos grasos en esta especie.

Al comparar la composicién de ésteres metilicos
de 4dcidos grasos en algunos lipidos de C. delitrix se
hall6 que en la fraccién de ésteres metilicos libres,
el 4cido 5,9-hexacosadienoico (No 79; 18,5%) es el
mis abundante, seguido del 6,9,12,14-icosatetrae-
noico (No 42; 8,8%), el dcido 17-hexacosenoico (No
82; 6%) y el hexadecanoico (No 16; 5,4%). En la
fraccién de glicéridos se pudo advertir que el dcido
5,9-hexacosadienoico (No 79; 12,6 %) es mayorita-
rio; los 4cidos restantes tienen cantidades inferiores
al 10%, y se destacan el 6,9,12,14-icosatetraenoico
(No 42; 6,7%) y el hexadecanoico (No 16; 3,9%).
Entre los dcidos identificados en la fraccién de gli-
colipidos se apreci6 que el hexadecanoico (No 16;
17,8%) prevalece, y que los restantes son inferiores al
10; son también abundantes el 5,9-hexacosadienoico
(No 79; 9,3%), el tetradecanoico (No 6; 6,8%), el
5,9-octadecadienoico (No 28; 5,4%) y el octadeca-
noico (No 33; 5,1%). En la fraccién de fosfolipidos se
encontré que el dcido 5,9-hexacosadienoico (No 79;
27,7%) estd en mayor cantidad. Todos los dcidos res-
tantes de esta fraccion son inferiores al 10%, como
los dcidos 5,8,11,14-icosatetraenoico (No 41; 6,6%),
hexadecanoico (No 16; 5,6%) y el 17-hexacosenoi-
co (No 82; 5,4%). En la fraccién de dcidos libres
se encontré que los dcidos 5,9-hexacosadienoico
(No 79; 24,9%) y hexadecanoico (No 16; 11,6%)
se destacan. Los dcidos restantes son inferiores al
10%, entre ellos los dcidos 9-hexadecenoico (No 14;
5,2%), 4,8,12-trimetiltridecanoico (No 7; 4,5%) y
el tetradecanoico (No 6; 4,0%).
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Con respecto a la composicion de ésteres me-
tilicos agrupados por caracteristicas estructurales
en C. delitrix, se encontré que los dcidos grasos de
cadena par y no ramificada predominan en todas
las clases de lipidos, como se evidencia en la figura
2ay en la figura 2b, respectivamente.

En la figura 2c, se observa que los dcidos demos-
poéngicos, aquellos con mis de 24 dtomos de carbono
(44), prevalecen sélo en la fraccién de fosfolipidos,
donde estin en un 1,5% mas que los de cadena mis
corta; en los otros casos son minoritarios; no obs-
tante, en todas las clases de lipidos aqui estudiadas,
su proporcién es superior al 10%, y llega a ser casi la
mitad en los glicerolipidos. Se puede apreciar que los
4cidos grasos con cadena A>’, indicados en la figura
2d, se distinguen en C. delitrix y que, en general, su
concentracion es superior al 20% en toda la varie-
dad de lipidos estudiados, lo cual ha mostrado ser
comun en porifera y no en otros taxones.

En cuanto a los 4cidos grasos tipo isoprenoide, de
acuerdo con la figura 2e, se puede afirmar que son
minoritarios, el dcido 4,8,12-trimetiltridecanoico
No 7 (TMTD) es poco cuantioso, pues representa
menos del 5% de la mezcla total de dcidos en todos
los lipidos, corresponde a 4,5% de los dcidos totales
identificados en la fraccién de 4cidos libres, 4,1%
en la fraccién de glicolipidos y 2,2% en la fraccién
de glicéridos.

De acuerdo con las investigaciones precedentes
para esponjas del género Cliona, era de esperarse una
mayor abundancia de dcidos isoprenoides porque
los dcidos grasos tipo terpenoide: 15, 18, 21, 24-tria-
contatetraenoico y 4, 8, 12-trimetiltridecanoico han
sido propuestos como quimiotrazadores para las
familias Spirastrellidac y Clionidae, donde se ubica
éste género (20). Pero este dato no se verifica en
nuestros resultados con C delitrix y C. tenuis (21). En
otras investigaciones, a los dcidos grasos con cadena
ramificada se les atribuye un origen bacteriano, en
el caso especitico del TMTD la transformacién del
fitol, que a su vez se produce por la transformacién
de la clorofila por cianobacterias (45). Esto concuerda
con la observacién en campo, en el sentido de que C.
delitrix no tiene zooxantelas asociadas, en contraparte
con las otras especies de Cliona presentes en el Caribe
Colombiano. Es importante anotar que los acidos
grasos insaturados son elevados en todas las clases de
lipidos estudiados, con una distribucién heterogénea
y una preponderancia de los dcidos grasos mono- y
diinsaturados, como se evidencia en la figura 2f.
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a) Cadena par o impar b) Presencia de ramificaciones
100.00 e = 100,00 —
PO = dcidos pares 9000 | = no ramificados
30'00 acidos impares = ramificados

1 2 3 4 5
Tipo de lipido Tipo de lipido
¢) Longitud de la cadena d) Acidos diinsaturados en C-5y C-9.
100,00 100,00 4
90,00 T T _ama | 90,00
£0.00 | « acidos grasos de cadena corta _ C24
' * dcidos grasos de cadena larga €24 i
70,00 70,00
60,00 60,00
50,00 5000 - ® jeidos A3
40,00 10.00
30,00 30,00
20,00 ~ 20,00
IObDO - Iu.m _3 I l .
0,00 - 0,00 T T T T
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
Tipo de lipido Tipo de lipido
¢) Abundancia de dcidos isoprenoides f) Grado de insaturacién
5,00 -
1 100.00 -
150 | acidos isoprenoides 00,00 o saturados
i ’ . monoinsaturados
d 80,00 +— -
5 . dinsaturados
3,50 7000 +—— .
- trinsaturados
3.00 60.00 — .
560 50.00 4 « tetrainsaturados
2,00 10,00 o pentamsaturiados
1,50 30,00
1.00 20,00
- :- o 1.
0.00 - 0.00 - T T
2 1 2 3 4 5
Tipo de lipido Tipo de lipido

Figura 2. Abundancia relativa de los dcidos grasos agrupados por caracterfsticas estructurales y tipos de lipidos en
C. delitrix. 1. Esteres metilicos libres, 2. Glicéridos, 3. Glicolipidos, 4. Fosfolipidos y 5. Acidos grasos libres.
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Otros estudios acerca de lipidos de esponjas del
género Cliona en cuanto a la composicion de sus
cidos grasos, muestra que en C. celata, (18), esponja
recolectada en el Atlantico noroccidental, los 4dcidos
demospoéngicos son mayoritarios (79%), con gran
representacion de dcidos de mis de 30 dtomos de
carbono, seguidos por los de 25 y 27 carbonos,
mientras en C. aprica, esponja recolectada en el
mar Caribe (20), son minoritarios (40%), pero se
destaca la abundancia de los 4cidos tetracosanoico
(16,7%) y 5,9-hexacosadienoico (15,1%). Nuestros
resultados concuerdan con los de C. aprica, ya que
los dcidos desmospongicos en C. delitrix estin en
una proporcién cercana al 40%; sobresale también
la presencia del dcido 5,9-hexacosadienoico en la
fraccién de fosfolipidos. No se hallé correlacion
entre las otras clases de dcidos grasos de C. delitrix
con los de estas dos especies de esponjas, en tanto
que al comparar los 4cidos grasos de C. delitrix con
los de Cliona tenuis, se encuentra que los de cadena
par y no ramificados igualmente predominaron
entre todos los lipidos de C. tenuis, al igual que los
dcidos grasos mono y diinsaturados, excepto en la
fraccién de dcidos grasos libres, donde se hallaron
en abundancia inferior al 10% en C. tenuis (21). Los
dcidos de cadena larga, en cambio, se observan en
menor porcentaje entre los diferentes lipidos de C.
tenuis y prevalecen sélo entre los glicolipidos (un
40%). La abundancia relativa de los dcidos grasos de
cadena A*’ fue tan baja como en C. delitrix, aunque
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mis heterogénea, del 35,7% en la fraccién de ésteres
metilicos libres y tan sélo de un 2.6% en la de los
acidos libres de C. tenuis. Similar comportamiento
tienen los dcidos grasos tipo isoprenoide, que repre-
sentan el 3,4% de la fraccién de fosfolipidos, el 2,1%
de la fraccién de glicolipidos y estin ausentes entre
los ésteres metilicos libres de C. tenuis.

Por otra parte, el dcido 5,8,11,14-icosatetrae-
noico, No 41 (icido araquidénico), presente en
tostolipidos y glicolipidos de Cliona delitrix, y el dcido
9-octadecenoico No 31 (icido palmitoleico), presen-
te en todas las mezclas de compuestos estudiados,
pueden contribuir a las propiedades antiepibidticas
de la fraccién lipidica, por sus reconocidas caracte-
risticas antifouling (8, 25).

Composicion de monohidroxiesteroles en la
fraccion lipidica

Las esponjas representan una rica fuente de es-
teroles con estructuras sin precedentes, cuyas com-
binaciones pueden caracterizar a nivel taxonémico
algunos drdenes, familias y géneros del phylum. A
continuacién, informamos también sobre el conjun-
to de esteroles identificados en la fraccién no polar
de Cliona delitrix, datos que no han sido publicados
con anterioridad.

En la tabla 3 aparece la identidad de cada esterol
identificado, su tiempo de retencién relativo en
CGAR o en CLAE, obtenidos como se describié
en la parte experimental.

Tabla 3. Composicién de monohidroxiesteroles de C. delitrix.

N Esterol Trr CGAR? Trr CLAE? Abundancia
© Niucleo Cadena lateral (CL) Exp Exp (%)
5 y, ;
1 A r\/\/ 0,90 0,77 t
.
2 AS (\/\r 0,93 0,79 1,1
//////,,
3 A° /\/Y 0,95 0,90 3,6
4 A° ////,,,,,4‘ /\/\/ 0.92 0.84 .
tny,
5 AS m/ 1,00 1,00 6,6
Colesterol
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No Esterol Trr CGAR? Trr CLAE? Abundancia
: Nrcleo Cadena lateral (CL) Exp Exp (%)
////"/,, /
6 A° r\/\ 1,02 1,10 248
7 A K (\)}\ - 1,20 0,84 t
8 A . N e 1,09 0,93 16,1
9 A° ////,,,,l'r\/%ﬁ/ 1’11 0,95 t
5 //////
10 A 1,23 1,10 3,0
0 /////,
11 A 1,26 1,18 0,4
5 iy, ;
12 A M 145 1,00 t
13 A’ “,, 1,32 1,06 9,1
14 A ", r\jﬁ/ 1,46 0,98 t
15 N , r\);/ 1,50 1,00 t
p H
16 N K M/ 1,48 125 18,1°
Clionasterol
17 A’ ‘n,, 1,48 1,25 120
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No Esterol Trr CGAR® Trr CLAE® Abundancia
’ Nicleo Cadena lateral (CL) Exp Exp (%)
18 A //”"n.,, 1,51 1,30 t
19 A’ ///”":.,_ 1,70 1,06 t

*tiempos de retencién relativos al colesterol. *la estereoquimica y la abundancia se establecieron por RMN 'H (400 MHz). t = compuesto

detectado a nivel de trazas (abundancia < 0,2%).

Como puede observarse en la tabla 3, se iden-
tificaron para la esponja C. delitrix 19 monohi-
droxiesteroles diferentes, cuyas cadenas y nicleos
convencionales se indican en la figura 3.

CL

CL

HO
HO

T

CL: cadena lateral

Figura 3. Estructura general de los ntcleos de
esteroles identificados en C. delitrix.

Son los mis abundantes el colestanol (No 6;
24,8%), clionasterol (No 16; 18,1%), (22E, 24R")-
24-metilcolesta-5,22-dien-3B—ol (No 8; 16,1%),
sitosterol (No 17; 12%), poriferasterol (No 13; 9,1%)
y el colesterol (No 5; 6,6%). Todos estos esteroles
son de amplia distribucién en el phylum Porifera.
Los esteroles del género Cliona han sido estudiados
desde el siglo pasadoy, segtin Valentine y Bergmann
(46), es el clionasterol el mds sobresaliente. En otras
esponjas de este género, como C. caribbaea (16), C.
celata (17), C. viridis (19) y C. aprica (20), se han
hallado también en gran cantidad el clionasterol
y colesterol. Sin embargo, en Cliona delitrix resulta
bastante notoria la abundancia de estanoles A,
como el colestanol (cercana al 25%), puesto que
en ninguna de las otras especies del género Cliona
hasta ahora estudiadas en la bibliografia, pueden
observarse este tipo de esteroles.

Finalmente, aunque en la literatura no exista
evidencia de esteroles como los anteriores con ac-
tividad antifouling, otros estudios han demostrado
cémo algunos esteroides de esponjas si poseen dicha
bioactividad, Asi, de la esponja marina Lendenfeldia
chondrodes se aislaron cuatro epidioxi esteroles con
actividad antifouling contra el mejillén Mytilus edulis
galloprovincialis (40), y de la esponja Acanthella caver-
nosa se aislaron tres A-noresteroles, con actividad
antifouling debida a la inhibicién del asentamiento
de Balanus albicostatus (47).

CONCLUSIONES

En conclusién, en un ensayo en campo se encon-
tré que la fraccion lipidica del extracto de C. delitrix
era la responsable de la actividad antifouling, porque
condyjo al menor porcentaje de recubrimiento su-
perficial por parte de otros organismos. Se reconocié
que aunque la serotonina, inductor del asentamiento
larval, es abundante en C. delitrix, su superficie se
encuentra marcadamente limpia, probablemente por-
que este metabolito no es liberado por el organismo
hacia su superficie, o porque contiene compuestos
con actividad antifouling muy potente. Se determiné
también que la fraccién lipidica estd constituida por
ésteres metilicos, glicéridos, glicolipidos, fostolipidos,
acidos libres y esteroles. En cada fraccién se establecié
el contenido de 4cidos grasos, identificando el cido
7,10,12,14-icosatetracnoico, no reportado antes en
la literatura, y 88 4dcidos conocidos, ademds de 19
esteroles comunes. Este trabajo es el primero acerca
de la caracterizacion lipidica de la esponja marina
Cliona delitrix.
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