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RESUMEN

Dl extracto acetato de etilo del octocoral
Eunicea sp. recolectado en |a Bahla de
Santa Marta, se aisld mediante métodos
cromatograficos la fraccion de esteroles
libres. Los analisis por Cromatografia de
Gases acoplada a Especirometria de
masas(CG-EM), v por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiencia (CLAE),
permitieron establecer gue es una
mezcla de esteroles principalmente con
nicleo A*-30 -hidroxiandrosteno, siendo
los esteroles mayoritarios brassicasterol,
colesterol, 24-propiléncolesterol y
25(26)-dehidrositosterol.
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ABSTRACT

Amixture of free sterols was isclated from
an ethyl acetate extract of octocoral
Eunic=a sp. collected at Santa Marta bay.
The Gas Chromatography Mass
Spectrometry (GC-MS3), and High
performance Liguid Chromatography

(HPLC) analyses showed that the midure
containg 13 compouds most of them
posessing the X -3 -hydroxiandrostene
nuclei. Brassicasierol, cholesterol, 24-
propylencholesterol and 25(26)-
dehydrositosterol, are the major
components.
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INTRODUCCION

El mar posee una alta biodiversidad tanto
animal como vegetal y cerca de las tres
cuartas partes de nuestro planeta estan
ocupadas por agua. Desde la antigliedad
el hombre ha utlizado el mar para
miiltiples actividades como la pesca, el
transporte y la diversion, pero en los
gltimos einta afios se han sumado a
estas actividades las investigaciones,
particularmente de organismos
inveriebrados, lo que ha dado a conocer
nuevas sustancias no reportadas en
organiemos temrestres, con novedosas
estructuras y maltiples actividades
biclogicas, las que las hacen candidatos
promisorios para el uso farmacéutico.
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En alguncs organismos marinogs coma
los octocorzles se han reportado
interesantes metabolitos secundarios
como: acetogeninas, diterpencides,
sesguiterpenos, prostanoides y
esteroides atamante funcionalizados (1).
En el caso particular de los octocorales
del género Eunicea, se han reportado
estudios especialmente sobre
diterpenoides (2-8), esteroides (3) v
acidos grases, siendo interesantes
desde el punto de vista de su actividad
biclégica algunas sustancias como: un
acido graso antimicrobiano (10), dos
diterpenos con actividad antinflamatoria
(11) y diterpencides con actividad
antitumoral (12).

Dentro de las investigaciones que
adelanta el grupo de Investigacion en
Productos Naturales de la Facultad de
Quimica Farmacéutica de la Universidad
de Antioquia, se ha evaluado |a actividad
bioldgica del octocoral Eynicea sp..-una
especie no conocida hasta ahora y
descubierta recientemente en el mar
Caribe colombiano- encontrandose de
manera preliminar que su extraclo en
acetato de etilo, presenta una mediana
actividad inhibidora de la &
-glucosidasa. En el presente artlculo se
reporta el estudio de una fraccion aislada
del extracto bioactivo, correspondiente a
una mezcla de esteroles libres.

PARTE EXPERIMENTAL
Materiales y métodos en general.
Los analisis por CG-EM se realizaron en
un equipe Shimadzu GCMS-QPS0S0A,
con una columna capilar HP-1 (25 mx 0.2

um di., espesor de pelicula 0.5 um).
Temperaturas: columna isocratica a
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275°C, detector e inyector 300°C. Gas
de amastre Helio 1 ml/min. Fuente: 70 eV.
Tiempo de retencion del colesterol: 11,68
min. Para los analisis CG-EM de Ia
fraccion de ésteres etllicos de &cidos
grasos se utilizé una columna capilar HP-
101 (25 mx 02 mm di, espesor de
pelicula 0.2 um). Gas de arrastre Helic 1
mi/min. Temperatura de columna: Inicial
130°*C. final 300°C, rata 4°
C/min. Temperaturas: Inyector y detector
300°C. Fuente: 70 V. Tiempo de elucién
del éster etilico del dcido octadecancico:
17.42 min

Extraccion.

El octocoral Evnicea sp. fue recolectado
en la bahia de Santa Marta en el mar
Caribe Ceolombiano. La muestra
congelada (850 g ) se picé en pequefios
frozos vy se sometid a una extraccion con
etanol, seguida de una particion con
acetato de etilo, obteniéndose un
extracto apolar, el cual se concenfrd a
presion reducida y al final pesc@g.

Bioensayo contra }-glucosidasa.

Del extracto crudo se tomo una cantidad
suficiente para preparar una solucitn de
concentracidn  conocida, la cual fue
utilizada para realizar el bioensayo
{inhibizién de la [ - glucosidasa) segdn el
método descrito por Oswaldo Guerrero
(13).

Fraccionamiento cromatografico

Una porcion del extracto (3.5292 g) se
sometid a cromatografia de columna con
silica gel 60F y eluente n-hexano- acetato
de etilo (2:1). De las fraccones aisladas
se tomaron dos mayoritarias: una
comespondiente a los esteroles (fraccidn
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de Rf similar al colasterol en
cromatografia de capa fina) ylactraaun
aceite apolar (1447 mg).

Purificacion mediante derivatizacidn
de [a fracclon esterdlica.

La fraccion esterglica contenia una
impureza de Rfsimilar al de los esteroles,
por eflo se sometio a una acetlacion con
anhidido acéticofpirdina durante 12
horas. A los derivades acetlades se le
realizd una particion con HCl al 5% y
acetato de etilo. Posteriormente se hizo
uma putificacion por cromatografia de
columna con silica gel 60F, y n-hexanc-
acetato de efilo (4:1) como eluente. Los
compuestos acetilados luego se
hidrolizaren utlizande KOH metandlice
ZM, se neutralizaron, se concentraron, y
finalmente se purificaron con las mismas
condiciones de la cromatografia de
columna anteror. Se obtuvo asi una
fraccion esterdlica pura gue pesd 18.3
mg (solidoincoloro)

RESULTADOS Y DISCUSION

Al ensayar el extracto acetato de etilo del
octocoral Eunicea sp, contra la enzima fi-
glucosidasa, este mostrd una inhibicion
del 64.5 % auna concenfracion de 126.3
pg/ml. Este resutado indica que el
extracto presenta actividad inhibitoria de
dicha enzima, lo que justifico
fraccionarlo para tralar de aslar las
sustancias acfivas.

El fraccionamiento del extracto por
cromatografia en columna con silica gel,
llevo al aislamiento de 27 fracciones, de
las cuales luego de monitorearlas por
cromatografia en capa fina, se aislaron y
purificaron dos mayoritarias, la primera

de Rf 0.34_ corespondients a esteroles
libres (Rf similar al del colesterol), y la
segunda de Rf 0.89, comrespondiente a
un aceite incoloro., La fraccion de
estercles libres se purfico luego de
convertirla en los derivados acetilados,
para efiminar una impureza de Rf similar
v luego se analizC por CLAE y CG-EM.
Con estos andlisis se obluvieron los
espectros de masas de impacto
electronicc d2 cada uno de los
componentes de la mezda, asi como
tambiéen se obtuwvieron los tempos
relativos de retencién (TRR) en
cromatografia de gases {respecio del
colesterol, al cual se asigna TRR=1.00).
La integracion de las areas de los picos
en el cromatograma de gases permitic
establecer una cuantificacion porcentual
semicuantitativa de cada componente en
la mezcla.

La Figura 1 muestra el cromatograma de
gases de |la fraccion de estercles aislada.
Este analisis demostré gque esta
coresponde a una mezca de por lo
mencs 18 componentes, El analisis de
lcs espectros de masas permitio
establecer que son esteroles con nucleo
A-3-hidroxiandrosteno y A™-3- hidroxian-
drostano. Los primeros se reconocen
porgue en sus espectros de masas
presentan los fragmentos m/z: M-85 yio
M-111. Los segundos se reconocen por
los fragmentos intensos miz: 233 y 215
(17). Los datos espectrales mas
importantes se muestran en |a Tabla 1.
Las estructuras tanto de los nicleos
como las de las cadenas laterales se
aprecian en la Figura 2. La confirmacion
de |a estructura se hizo por comparacién
de |los tempos relatives de retencién
respecto al colesteral, con los reportades
en |a literatura cientifica de acuerdo con
las referendas bibliograficas citadas en
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fa ultima columna de |la Tabla 2. En el
caso del par de esteroles epiméricos
crinosterol 5, epimero 248, y
brassicasterol &, epimero 24R, éstos se
asignaron considerando que de acuerdo
con Ikekawa y col., el epimero 245 eluye
primero que el 24R (15).

i
- e
=

De acuerdo con estos resultades la
fraccion de esteroles libres del octocoral
Eunicea sp., es una mezcla de 13
compuestos, de los cuales el
brassicasterol 6, el 24-propiléncolesterol
13, el 25(26)-dehidrositosterol 12, y el
colesterol 3; constituyen el 62% de la
mezcila.

Figura 1. Cromatograma de gases de Ia fraccidn de esteroles libres de Eunicea sp
Los numeros =a refieren a los esteroles cilados en la Tabla 2, v a las estructuras
guimicas de |a Figura 2 Las condiciones experimentales aparecen en & texto
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Tabla 1. Datos de los espectros de masas de los 13 componentes de
la fraccién de esteroles libres de Eunicea sp.

ompuesto Daros miz | “ombre
1 354, 300, 351, 114, UG, 299, 271, 255, 231, 213, 211, | Ociclasterol
145, 33 (100%) |
2 AR, A6, 351, 339, IN0, 299, 286, 271, 255, 131, 129, | 22-Dehidrocolestayol
213, 145 43 ¢100%)
3 %G, 371, 3GH, 353, 301, 175, 231, 213, Colegterol
43 (100%) .o
4 JEE, 173, 335, 213, 2] % {100%) Caleutznal
5 30K, 383, 357, 313, 300, 26T, 255, 249, 213, Crimostercl
&9 (100%a)
O 39H, 33, 363, 314, 313, 300, 271, 255, 229, 113, 69 Brassicastercl
{ L0 )
7 DR, 3R ARD, 355 I 14 (milemsw), 299, 185, 281, 171 24-melilencolestercl
229, 33 (100%%)
" 0N, 385, 382, 367, 315, 289, 273, 155 231 213, Campesteral
430100}
9 13z, av4, 369, 327, 300, IR5, 271, 355, I3, Poriferasterol
68 {100%, )
10 412, 397, 284, 369, 301, M0, 281, 273, 255, 213, 33 Estigmasterol
|_]|'H'_I'°.|
11 414, 39, 396, IR, 3729, 303, 173, 155, 131, 113,43 Stlusterol
{ HM)%a)
12 12, 397, 369, 31K, 314 (intonea), 301, 799, 171, 255, 25 26 Dhidrositoaterol
253 243, 231 229 213 711 35 (100~a)
13 426, 411, 408, 383, 32K 314 (miensa), 299, X3, X1, 2d-propiléneolester ol
71, 255, 241 22 21% 211 55 (100%)
Tabla 2. Esteroles libres de Eunicea sp.
Esteral Y M TERR Exp. TRR Lit. Referencia
i 0 384 0.90 0.90) 16
2 429 ind .92 93 6
3 11.76 MG 1.00 1.00 =
b 1. Th JRE 1.02 1.01 1
3 1.23 398 1 05 1.08 17
] 17.96 398 | 04 1.08 17
T 2.53 R 1.20 1.21 17
8 965 400 22 1.21 17
9 4.75 412 1.28 1131 7
10 2.71 412 1.30 131 17
11 297 114 1 45 147 I3
12 14.7 412 | .50 1.79 18
i3 17.9 416 1.91 1 B8 19

Esterol Ver figurs 2 para la estructura correspondiente, %: Porcentaje relative en l2 mezsla, M7 16n

molecular en el espectro de masas, TRR Exp

Tiempo Relativo de Retencion Experimental en

Cromatografis de Gaszes, TRR Lil: Tiempo Relative de Retencién reportado en la referencia biblisgrafiea,
Raferencla NUmern de |a relerencia bibliografica para el TRR reportado en la literatura,
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