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RESUMEN

Los cnidarios o celenterados son un grupo predominante que incluye las
medusas, hidroides, anémonas de mar, abanicos de mar y corales. A pesar de
tener una apariencia muy variable, todos tienen un cuerpo con simetria radial.
Su sistema digestivo consta de un estbmago con una sola abertura que sirve de
boca y de ano a la vez y generalmente esta rodeada por tentaculos que poseen
capsulas punzantes (nematocistos) que narcotizan a su presa antes de
introducirla a la boca. Dichos nematocistos pueden causar graves heridas en
los humanos. El presente proyecto de investigacion constituye parte del estudio
sistematico del Coral de Fuego (Millepora complanata) del caribe mexicano que
se desarrolia en el Departamento de Estudios Quimicos y Farmacol6gicos de
Productos Naturales. El trabajo de investigacién incluye las etapas de
extraccion de muestras de coral colectadas en Puerto Morelos, Cancun, la
particion cloroformo-metanol de los extractos, el fraccionamiento de la fraccién
metandlica, la determinacién del perfil cromatografico en cromatografia liquida
de alta eficiencia de las fracciones con componentes mayoritarios y la
caracterizacién espectroscopica de las mismas. Se Iogré aislar tres diferentes
fracciones, de las cuales los espectros de RMN 'H no correspondian a
compuestos puros 0 a un compuesto mayoritario sino mas bien a una mezcla
de compuestos, con lo que podemos concluir que el extracto metandlico de M.
complanata presenta un perfil metabolico complejo y al mismo tiempo pobre en
rendimiento. Sin duda alguna, estos resultados experimentales permitiran
purificaciones futuras con el objeto de conocer la naturaleza de los compuestos
y realizar ensayos farmacolégicos para determinar una probable actividad.



I INTRODUCCION

Las especies de coral Millepora, al igual que otros miembros del phylum
Cnidaria, poseen nematocistos que contienen toxinas las cuales son inoculadas
mediante filamentos punzantes, en caso de contacto con otro animal. El
contacto humano con las especies de este género produce severas lesiones en
la piel que incluyen quemaduras, eritema y una erupciéon que dura varios dias.
No obstante su abundancia y su importancia ecolégica y toxicolégica, a la fecha
se tiene muy poca informacién con relacion al proceso toxicolégico inducido por
el contacto con las especies de Millepora. Se desconoce también cual es el
tratamiento adecuado para las lesiones, asi como la naturaleza de las toxinas.

Recientemente se ha observado en los corales el fenémeno de
‘blanqueamiento”; que se refiere a la pérdida del simbionte zooxhantela
incluyendo la reduccién de sus pigmentos fotosintéticos. Aunque no se han
establecido las causas del blanqueamiento se sugiere que los incrementos de
temperatura observados con el Fendmeno del Nifio (1-2 °C) son un factor que
contribuye a la separacién del coral y el nematocisto, al igual que la
contaminacion y los rayos ultravioleta que se filtran a consecuencia de la falta
de capa de ozono.

De las 13 especies que conforman el género Millepora, solamente M.
tenera, M. alcicornis, M. dichofoma y recientemente M. complanata han sido
objeto de estudios bioquimicos y toxicologicos. Sin embargo, dichos estudios
solamente permitieron purificar de manera parcial algunas toxinas de origen
peptidico quedando aun muchas preguntas abiertas, por ejemplo: ¢ los corales o
nematocistos son capaces de sintetizar metabolitos secundarios?, 4 cual es su
naturaleza?, ;existe diferencia entre la composicién de muestras de coral
blanqueado y de coral normal (coral que no presenta el fenbmeno de
blanqueamiento)?, ;los metabolitos secundarios presentan actividad

farmacolégica?.





















postulantes causadas por el veneno de este coral. El dolor desaparece en poco
tiempo después del contacto, pero el salpullido persiste por dias o algunas
semanas (Sagi y col., 1987).

A pesar de los sucesos, pocos estudios cientificos se han realizado para
explicar la naturaleza de los efectos farmacolégicos observados. En la Escuela
de Marina y Ciencias Atmosféricas de la Universidad de Miami, Wittle y
colaboradores purificaron las toxinas de M. alcicornis y M. dichotoma mediante
técnicas cromatograficas y electroforesis. Para M. alcicornis se aisl6é una toxina
de origen proteico, termolabil, no-dializable y sensible al pH. La actividad
farmacolédgica fue determinada por la inoculacién intravenosa de la toxina a
ratones de 20-25 g. Inoculaciones de 2-3 pg de toxina inmediatamente
producian convulsiones, seguidas de paro respiratorio y muerte. Sin embargo,
la administracion de dosis sub-letales al parecer modifican de manera favorable
la respuesta de una segunda inoculacién. Se determiné una dosis letal media
(DLsp) de 40 pg de proteina por Kg de peso (Wittle y col., 1971). En el caso de
M. dichotoma se aislé una toxina también de origen proteico, soluble en agua y
no dializable con una DLs; de 38 ng de proteina por Kg de peso. A diferencia de
M. alcicornis, una inoculacién de dosis subletal no promueve una modificacion
en la respuesta farmacolégica (Middlebrook y col., 1971).

Wittle y colaboradores aislaron de los nematocistos de Millepora tenera
una toxina de origen proteico con una DLsy en ratones de 40 ug de proteina por
Kg de peso. La letalidad observada para la toxina de M. tenera en el extracto de
nematocistos es comparable con los extractos puros de M. alcicornis (40 pg por
kg de peso) y M. tenera (38 pg por kg de peso). Cabe mencionar que la
temperatura y el pH en que la toxina es estable, es similar en los extractos de
M. tenera'y M. alcicornis (Wittle y col., 1974).

Recientemente, un estudio bioquimico y farmacolégico del coral de fuego
Millepora complanata fue descrito (Rojas y col., 2002). El extracto proteico

produce una estimulacién sobre las contracciones espontaneas de ileon de



cobayo dependiente de la concentracion (DEsq= 0.876 pg/ml). Los resuitados
experimentales sugieren que las contracciones inducidas por la fraccion
proteica son causadas por una accion directa sobre las células del muasculo liso
a través de un incremento en la permeabilidad del Ca®* debido parcialmente a
la activacién de canales de Ca®* voltaje dependientes.

Continuando con el estudio sistematico de M. complanata, el presente
trabajo de investigacién describe los resultados del analisis cromatografico por

HPLC de un extracto metandlico de muestras de coral normal.



Il. OBJETIVOS

1. OBJETIVO GENERAL

Determinar el perfil cromatografico por HPLC del extracto metandlico del
coral normal (pélipos y nematocistos) de Millepora complanata.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Preparar el extracto metandlico del “Coral de Fuego” (Millepora

complanata).
b) Fraccionar el extracto mediante una columna cromatografica.

c) Determinar las condiciones de trabajo en HPLC para la obtencion de

cromatogramas 6ptimos de las fracciones con compuestos mayoritarios.

d)Obtener de los espectros de los compuestos aislados.

BIBLIOTECA CENTRAL UAQ 10
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IV. METODOLOGIA

1. MATERIALES

-1 Espectrofotometro UV/VIS 635/Varian Techtron.

-1 Sistema de HPLC marca Waters que incluye: a) sistema de control y bombeo
modelo 600E con capacidad analitica y semipreparativa; b) valvula de inyeccion
manual modelo 7725i; c) detector UV/VIS programable modelo 486; y d)
estacion de trabajo Millenium®2 para analisis y procesamiento de datos.

-1 Columna cromatogréafica pPorasil 125 A, 10 um, de 3.9X300 mm.

-1 Columna cromatografica uPorasil 125 A, 10 pm, de 19X300 mm.

-1 Columna Prep Nova Pak HR C18 60 A, 6 um, de 3.9X300 mm.

_1 Rotaevaporador Buchi de alto vacio, con bafio, soporte y elevador.

-1 Lampara Ultravioleta de onda corta y onda larga (A = 254y 365 nm).

-1 Bomba de alto vacio para Rotaevaporador 0.1 p de Hg motor Ya HP.

-1 Balanza analitica marca Ohaus (precision 0.00001 Q).

-1 Columna cromatografica de vidrio.

- Material de laboratorio (matraces, pipetas, vasos, etc.).

- Disolventes organicos: metanol (Mallinckrodt grado HPLC), cloroformo (J. T.
Baker, grado HPLC), diclorometano (Mallinckrodt grado HPLC)

-Agentes de soporte cromatografico para la realizacion de cromatografia en
columna: gel de silice 60

_Cromatofolios de gel de silice en soporte de aluminio, 60 Fas4, espesor de
capa 0.2 mm, Merck.
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2. METODOS

21 Recoleccidon y transporte de los especimenes de M. complanata

Los trabajos de muestreo y recoleccion se llevaron a cabo en la Estacion
Puerto Morelos del Instituto de Ciencias del Mar y Limnologia de la Universidad
Nacional Autébnoma de México en Quintana Roo, donde se dispone de equipo
adecuado para estas labores. La muestra se colecté por buzos a una
profundidad de 1-10 metros en los arrecifes coralinos de Cancun y Cozumel.
Cabe mencionar que debido a la naturaleza del proyecto asi como a la
distribucién y proteccion legal del coral de fuego (especie en peligro de
extincién) el muestreo no fue muy amplio. Las muestras fueron congeladas en
hielo seco y transportadas para su extraccién al laboratorio de productos

naturales de la Facultad de Quimica de la Universidad Autbnoma de Querétaro.

2.2 Preparacion del extracto

El coral fue fraccionado mecanicamente en pequefios trozos vy
posteriormente sometido a un proceso de maceracién. La muestra de coral se
maceré en una mezcla cloroformo-metanol 1:1 por siete dias con constante
agitacion. De esta forma se pudieron extraer los metabolitos secundarios de

mediana y alta polaridad. El material resultante se filtré y se concentré al vacio.

2.3 Fraccionamiento del extracto

El extracto se pasd a un matraz Erlenmeyer en donde se le agregd
CHCI3 con el objeto de disolver los componentes de mediana polaridad,
posteriormente se filtré6 en papel Whatman del No. 2, este proceso se repitié
hasta obtener una solucién incolora asegurando asi, el aislamiento de los
compuestos posibles. El filtrado se concentré al vacio. La parte que no fue
soluble en CHCI; fue sometida a una trituracion con acetato de etilo, la soluciéon
resultante fue concentrada y el sélido restante se disolvié con metanol. Después

de una filtracién, se concentré el extracto metandlico. Los extractos obtenidos
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se guardaron en el refrigerador a 5 °C para su uso posterior. El solido resultante
de las extracciones se descart6 (Ver figura 5).

El siguiente paso fue preparar una columna abierta utilizando como
adsorbente 229 g de silica gel 60 G, Merck. El proceso de elusion se efectud
con diclorometano, diclorometano-acetona, acetona, acetona-metanol, vy
metanol en diferentes proporciones. Se colectaron muestras de 225 ml cada
una y se obtuvieron un total de 86 fracciones; cada fraccion se analizdé en
cromatografia en capa fina siguiendo las técnicas convencionales (Mohrin,
Neckers, 1979). Se utilizaron cromatofolios de silica gel (Cromatofolios Al de
silica gel 60 Fgss, espesor de capa 0.2 mm, Merck), empleando diversos
sistemas de elusion. Se utilizé una mezcla de sulfato cérico y acido sulfarico (12
g de sulfato cérico, 22.2 ml de H,SO, conc. y 350 mg de hielo picado) como
agente cromdgeno para la visualizacion de los constituyentes presentes en el

extracto (Pavia y col., 1990).

Particion

Porcién soluble en
acetato de etilo

i Fase metandlica
Fase cloroférmica

Analisis en HPLC

Figura 5. Diagrama de flujo del proceso de particion del extracto cloroformo-metanol (1:1) de M.

complanata.

13



2.4 Analisis cromatografico por HPLC

Una vez que se fraccioné la muestra por medio de la columna abierta las
fracciones se analizaron por HPLC.

Las fracciones objeto de estudio se prepararon de la siguiente forma: 200
ul de la muestra fueron disueltas en 800 ul de cioroformo (J. T. Baker, grado
HPLC) vy filtrada a través de una membrana. Posteriormente las muestras
fueron inyectadas al cromatégrafo, descrito anteriormente (ver punto 1IV-1). La
deteccién se llevé a cabo a una longitud de onda de 254 nm. Las columnas
empleadas fueron de dos tipos: analiticas (Columna Prep Nova Pak HR C18 60
A 6 um y pPorasil 125 A 10 um, con medidas de 3.9X300 mm) y preparativas
(uPorasil 125 A 10 um, con medidas de 3.9X300 mm). Se usé una linea de
inyeccién (loop) de 20, 100, y 500 pl. Cloroformo (J. T. Baker grado HPLC),
diclorometano (Mallinckrodt grado HPLC), metanol (Mallinckrodt grado HPLC) y
agua (grado HPLC) fueron utilizados como sistemas de elusion (Jonson y
Stevenson, 1978).

2.5 Caracterizacion de las muestras

Los espectros de resonancia magnética nuclear se determinaron en un
instrumento varian VXR-300 MHz en la Facultad de Quimica de la UNAM.

14



V. RESULTADOS

La cantidad de muestra seca de coral normal de M. complanata que se

recibid de Puerto Morelos fue de 602 g, de la cual después de la maceracion en

MeOH-CHCl; (1:1), y de la extraccién con metanol, se obtuvo 9.044 g; este

extracto se someti6é a una columna cromatografica abierta.

El cuadro 1 resume el fraccionamiento por columna abierta del extracto

metandlico. La fraccién mas abundante y menos compleja de acuerdo al

analisis cualitativo en cromatografia en capa fina fue la fraccion combinada 70-

89, con un peso de 3.184 g. Era un liquido incoloro e inodoro de consistencia

aceitosa. Esta fraccion denominada fraccién Vil fue sometida al analisis por -

HPLC.

Cudadro 1. Columna cromatogréafica abierta del extracto metandlico de M. complanata.

ﬁistema de elusidon | proporcién Fracciones Asignacion
combinadas
CH.Cl, 100 1-11 I
CH,Cl,-Acetona 9:1 12-24 li
CH,Cl,-Acetona 8:2 25-50 i, v
CH,Cl-Acetona 73 51-65 VAY]
CH,CIl>-Acetona 6:4 66-69 Vil
CH.Cl>-Acetona 1:1 70-89 Vil
CH,Cl-Acetona 4:6 90-104 IX
CH,Cl,-Acetona 3.7 105-113 X
Acetona 100 114-120 Xl
Acetona-MeOH 6:4 121-146 X

15



En este analisis, se utilizé una columna analitica de gel de silice, con un
flujo de 1mi/min, un volumen de inyeccion de 20 ul y utilizando como eluyente
diclorometano durante 120 minutos.

El tiempo de elusion de la muestra fue de aproximadamente 18 minutos y
se obtuvo un cromatograma que presentoé 4 picos principales no definidos con
los tiempos de retencion (Tr) de: 3.2, 4.3, 5.1 y 7.2 min (Cromatograma 1).
Después de realizar el proceso cuatro veces, se observé reproducibilidad, razén
por la cual se decidié utilizar una columna preparativa.

Se realiz6 un escalamiento a nivel preparativo, utilizando un volumen de
inyeccion de 500 pl, un flujo de 8 ml/min, un tiempo de corrida de 120 minutos y
como eluyente diclorometano. La muestra se inyecté 10 veces bajo estas
condiciones y se colectaron 8 grupos de fracciones (Cromatograma 2), de las
cuales las fracciones con tiempo de retencion (Tr) de 16.5 min, de 21.8 min y de
26.0 min, fueron identificadas como fracciéon 6, 7 y 8 respectivamente. La
fraccidon 8 (Tr = 26.0 min) fue sometida a otro analisis por HPLC con el objeto
de verificar la pureza de la muestra. Esta muestra se inyecté en una columna
analitica de gel de silice con un flujo de 1 mi/min y un volumen de inyeccién de
20 pl utilizando como eluyente una mezcla de cloroformo-metanol (95:5) en un
tiempo de corrida de 120 minutos. De aqui, se obtuvo un cromatograma poco
complejo, practicamente con tres picos principales con los Tr de 2.9, 3.2y 3.8
min (Cromatograma 3).

Tratando de encontrar una mejor resolucién, se volvié a inyectar la
misma muestra bajo las mismas condiciones, pero variando la proporcion de los
eluyentes a cloroformo-metanol (9:1). Con este sistema, se obtuvo el mismo
comportamiento cromatografico con Tr de 2.7 min, Tr de 2.9 min y Tr de 3.3
min ; (Cromatograma 4). Siguiendo estas condiciones, los tres picos fueron
colectados utilizando una columna preparativa de gel de silice con un volumen
de inyeccién de 500 pl, un flujo de 8 ml/min y un tiempo de corrida de 120 min.

Este proceso de separacion permitié aislar las muestras correspondientes a la
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fraccion 2' (Tr=2.7 min) y 3 (Tr = 3.3 min) con un peso de 35.71 mgy 241.48
mg respectivamente.

La muestra correspondiente a la fraccion 3’ (Tr = 3.3 min) se recirculé 5
veces bajo las mismas condiciones experimentales para verificar su pureza. El
cromatograma 5 ilustra el proceso de purificacion, para el que se utiliz6 una
valvula de recirculacion de muestras. El material resultante de este proceéso fue
concentrado al vacio mediante un rotaevaporador obteniéndose 56 mg de
muestra. Posteriormente, la muestra fue enviada a la Facultad de Quimica de la
UNAM para obtener el espectro de resonancia magnética nuclear proténica
(RMN 'H, espectro 1).

La fraccion 2' (Tr = 2.7 min, cromatograma 4) se analiz6 con una
columna analitica Prep Nova Pak HR C18 60 A 6 um con medidas de 3.9X300
mm, utilizando metanol como eluyente, con un flujo de 1 mi/min y un volumen
de inyeccién de 20 ul, el tiempo de corrida fue de 60 minutos. Bajo estas
condiciones se obtuvo el cromatograma 6. Posteriormente la muestra se inyecto
tres veces mas, bajo las mismas condiciones pero con diferentes proporciones
de eluyentes: agua-metanol 9:1, 8:2 'y 7:3 (Cromatogramas 7, 8 y 9). Como no
se observo una mejora en cuanto a la resolucion de los picos se decidid utilizar
nuevamente la columna analitica de silica gel con un flujo de 1 mi/min durante
60 minutos, un volumen de inyeccion de 20 pl y utilizando como eluyente una
mezcla de cloroformo-metanol (9:1). El cromatograma resultante presenté un
pico principal, el cual se tratd de aislar por medio de cuatro inyecciones mas en
columna preparativa con un flujo de 8 mi/min y un volumen de inyeccion de
500pl durante 60 minutos, (Cromatograma 10). Se obtuvieron 15 mg de
muestra los cuales se sometieron a una espectroscopia de RMN 'H (Espectro
2).

La fraccion 6 (Tr = 16.5 min) de la muestra original (47.19 mg,
cromatograma 2) se inyect6 en una columna preparativa con un flujo de 8
ml/min, un volumen de inyeccion de 500 pl y diclorometano como eluyente,

durante 60 minutos. El cromatograma resulté ser algo complejo y las veces qué
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se inyecté tuvo diferente resolucion, pero debido a que la muestra era muy
escasa so6lo se pudo inyectar tres veces mas (Cromatogramas 11, 12, 13y 14).

Continuando con el proceso, se analizd la fraccion 7 (Tr = 21.8 min)
(29.15 mg, cromatograma 2) con una columna preparativa de gel de silica, con
un volumen de inyeccion de 100 pl, un flujo de 8 ml/min y con cloroformo como
eluyente. Solo se pudo inyectar tres veces, en las cuales se aisld el pico
principal (Cromatograma 15) para obtenerse 11.74 mg. De la muestra se obtuvo
un espectro de resonancia magnética nuclear protonica en las Instalaciones de
la Facultad de Quimica de la UNAM (Espectro 3).
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Cromatograma 1. Perfil cromatografico de la fraccién Vil del extracto metandlico.

Condiciones de analisis: Equipo, Waters, Detector, UV/VIS modelo 486; columna de silica gel
(uPorasil 125 A 10 um, 3.9 X 300 mm); fase movil, diclorometano; flujo, Tmi/min.
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Cromatograma 2. Perfil cromatografico de 12 fraccion VIl del extracto metandlico.
Condiciones de analisis: Equipo, Waters; Detector, UV/VIS modelo 486; columna de silica gel
(uPorasil 125 A 10 um, 19 X 300 mm); fase movil, diclorometano, flujo, 8mi/min.
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Cromatograma 3. Perfil cromatografico de la fraccién 8. Condiciones de analisis:
Equipo, Waters; Detector, UV/VIS modelo 486; columna de silica gel (uPorasil 125 A 10 um, 3.9
X 300 mm); fase movil, cloroformo-metanol (95:5); flujo, 1mi/min.

21



]: frc 3’
1.80+ 3.352

AU

] frc 2'
osod  2-961

. frc1
] 2.737

rryrJiryrrerfrryyfryryr vy T 1 1 T 17 LI Dt S D A A LN A |

T T T T
2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00
Mnutes

Cromatograma 4. Perfil cromatografico de ta fraccion 8. Condiciones de andlisis:

Equipo, Waters; Detector, UV/VIS modelo 486; columna de silica gel (nPorasil 125 A 10 um, 3.9
X 300 mm); fase maovil, cloroformo-metanol (9:1); flujo, 1mi/min.
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Cromatograma 5. Reciclado de la fraccion 3'. Condiciones de analisis: Equipo, Waters;

Detector, UV/VIS modelo 486; columna de silica gel (uPorasil 125 A 10 um, 19 X 300 mm), fase
maévil, diclorometano cloroformo-metanot (9:1); flujo, 8ml/min.
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Cromatograma 6. Perfil cromatografico de la fraccién 2'. Condiciones de analisis:
Equipo, Waters; Detector, UV/VIS modelo 486; columna C18 (Prep Nova Pak HR C18 60 A 6
um, 3.9 X 300 mm); fase movil, metanol; flujo, Tmi/min.
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Cromatograma 7. Perfil cromatografico de la fraccion 2' . Condiciones de analisis:
Equipo, Waters; Detector, UV/VIS modelo 486; columna C18 (Prep Nova Pak HR C18 60 A 6
um, 3.9 X 300 mm), fase moévil, agua-metanol (9:1); flujo, 1mi/min.
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Cromatograma 8. Perfil cromatografico de la fraccion 2'. Condiciones de analisis:
Equipo, Waters; Detector, UV/VIS modelo 486, columna C18 (Prep Nova Pak HR C18 60 A 6
um, 3.9 X 300 mm); fase movil, agua-metanol (8:2); flujo, 1mi/min.
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Cromatograma 9. Perfil cromatografico de la fraccién 2'. Condiciones de analisis:
Equipo, Waters; Detector, UV/VIS modelo 486; columna C18 (Prep Nova Pak HR C18 60 A 6
um, 3.9 X 300 mm),; fase movil, agua-metanol (7:3); flujo, 1ml/min.

27



0421 3.129

AU

0.0 T ¥ L5 T

L] H T T ¥ T T T
15.00 20.00
Mnutes

L4

L) l T
25.00

T

R
30.00

T

Cromatograma 10. Perfil cromatografico de la fraccién 2'. Condiciones de andlisis:
Equipo, Waters; Detector, UV/VIS modelo 486: columna de silica gel (uPorasil 125 A 10 um, 19

X 300 mm); fase mévil, cloroformo-metanol (9:1); flujo, 8mi/min.
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Cromatograma 11. Perfit cromatografico de la fraccidn 6 en el dia A. Condiciones de
analisis: Equipo, Waters; Detector, indice de refraccién modelo 2410: columna de silica gel
(nPorasil 125 A 10 pm, 19 X 300 mm); fase mavil, diclorometano: flujo, 8ml/min.
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Cromatograma 12. Perfil cromatografico de la fraccion 6 en el dia B. Condiciones de
analisis: Equipo, Waters: Detector, UV/VIS modelo 486; columna de silica gel (¢Porasil 125 A
10 um, 19 X 300 mm); fase movil, diclorometano; flujo, 8ml/min.
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Cromatograma 13. Perfil cromatografico de la fraccion 6 en el dia C. Condiciones de

analisis: Equipo, Waters; Detector, UV/VIS modelo 486; columna de silica gel (uPorasil 125 A
10 um, 19 X 300 mmy); fase mavil, diclorometano: flujo, 8mi/min.
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Cromatograma 14. Perfil cromatografico de la fraccién 6 en el dia D. Condiciones de
analisis: Equipo, Waters; Detector, UV/VIS modelo 486; columna de silica gel (uPorasil 125 A
10 um, 19 X 300 mm); fase movil, diclorometano; flujo, 8ml/min.
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Cromatograma 15. Perfil cromatografico de la fraccion 7. Condiciones de analisis:
Equipo, Waters; Detector, UV/VIS modelo 486; columna de silica gel (uPorasil 125 A 10 pm, 19

X 300 mm); fase movil, diclorometano; flujo, 8mli/min.
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VI. DISCUSION

El proceso de maceracion y particién de la muestra de coral normal de M.
complanata generé6 tres extractos: el cloroférmico, el de acetato de etilo y el
metandlico. Después de analizar los extractos mediante una cromatografia en
capa fina se observé que los extractos cloroférmico y metandlico presentaban
un perfil quimico. Considerando entonces el comportamiento cromatografico asi
como la cantidad del extracto se decidio llevar a cabo una serie de estudios
cromatograficos en HPLC utilizando el extracto metandlico.

Antes de poder analizar la muestra mediante la técnica de HPLC, fue
necesario hacer un fraccionamiento preliminar del extracto metandlico, con el
objeto de resumir el contenido quimico de las fracciones a separar por HPLC.

La cromatografia en columna del extracto metandlico de M. complanata
permitié la obtencién de 12 fracciones. E!l analisis por cromatografia en capa
delgada permiti6 concluir que de todas las fracciones, la fraccion VIiI
presentaba al menos un compuesto mayoritario y su perfil quimico no parecia
muy complicado. Esta fraccién posteriormente fue sometida a un analisis
cromatografico por HPLC.

Se decidi6 comenzar el analisis en HPLC con una columna de gel de
silice debido a que la fraccién VIII era de mediana polaridad y en caso de
utilizar una columna de fase inversa (C18), se corria el riesgo de que toda la
muestra fuera arrastrada al mismo tiempo por el eluyente.

La fraccién VIl obtenida de la columna cromatografica fue sometida a un
proceso de separacion en HPLC mediante una columna analitica y preparativa.
Se obtuvieron ocho fracciones (Cromatograma 2), de las cuales se analizaron
las fracciones 6, 7 y 8.

Los cromatogramas de la fraccién 6 fueron inyectados diferente dia cada
uno y no presentaron reproducibilidad bajo ninguna condicion experimental, lo
que indicaba una posible descomposiciéon de la muestra aparentemente debida
a que la muestra se mantuvo a temperatura ambiente y no estaba protegida de

la luz.
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De la fraccién 7 se aislaron 11.74 mg de muestra. Aunque el espectro de
RMN'H (Espectro 3) muestra sefales poco resueltas, se puede apreciar la
presencia de compuestos mayoritarios y minoritarios. De manera adicional la
regién correspondiente a & = 1.6 - 2.2 ppm sefiala la presencia de metilos de
diferente naturaleza, lo que demuestra que la muestra de la fraccion 7
corresponde a una mezcla de compuestos. Desafortunadamente la muestra era
insuficiente para seguirla purificando mediante HPLC.

Las fracciones 2' y 3’ fueron aisladas de la fraccion 8 (Cromatograma 4),
y se obtuvieron 15 y 56 mg respectivamente. La sobreposicién de sefiales en
los espectros de RMN 'H (Espectro 1y 2), no permitié la determinacion de una
estructura quimica para ninguna de las muestras. El comportamiento de los
metilos sugiere la presencia de varios compuestos, lo que indica continuar la
purificacion. Como en el caso anterior, la cantidad de muestra limita el

seguimiento del proceso de purificacion.
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VIl. CONCLUSIONES

Las conclusiones derivadas del trabajo experimental son las siguientes:

1. El extracto metandlico de M. complanata presenta un perfil metabdlico
complejo y al mismo tiempo pobre en rendimiento.

2. El fraccionamiento cromatografico del extracto metandlico de M.
complanata mediante las técnicas de cromatografia en columna, placa
fina y HPLC permiti6 determinar varias condiciones experimentales para
la obtencion de fracciones poco complejas.

3. Los espectros de RMN 'H de las muestras resultantes de la separacion
por HPLC indicaron que las muestras no correspondian a compuestos
puros o a un compuesto mayoritario sino mas bien era una mezcla de
compuestos.

4. Sin duda alguna, estos resultados experimentales permitiran
purificaciones futuras con el objeto de conocer la naturaleza de los
compuestos y realizar ensayos farmacolégicos para determinar una
probable actividad. Resultaria interesante estudiar muestras de coral
blanqueado para comparar los resultados con este estudio.

5. En base a los resultados obtenidos se pueden hacer las siguientes
sugerencias: a) iniciar el estudio fitoquimico con una mayor cantidad de
material, b) aislar por HPLC los componentes bajo las condiciones ya
establecidas y dar un seguimiento a la muestra para verificar una posible
descomposicién. Es decir, se puede seguir el proceso de separacion por
HPLC con cromatografia en capa fina comparando con la muestra antes
de la inyeccion o se podria obtener los espectros de RMN 'H antes y
después del proceso de separacion por HPLC. Se podria ademas seguir
el comportamiento cromatografico de una muestra al paso del tiempo y

modificando variables como la luz.
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