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RESUMEN

Una mezcla de acil poliaminas de cadena larga (denotadas como cinachyramidas) fue aislada de la esponja marina
Cinachyrella kuekenthali, con un rendimiento de 4,24% en relacion al extracto crudo. La mezcla de cinachyramidas ejercio
una marcada accidn antibacteriana, con mayor efecto sobre bacterias Gram positivas, a concentraciones letales media (CLsg)
de 2,58, 5,91, 16,40 y 56,40 ug/mL contra B. subtilis, M. luteus, E. faecalis y E. coli, respectivamente. La microscopia
electronica de barrido (MEB) revela la formacion de protuberancias en la superficie de B. subtilis, y E. coli, que conducen a
la permeabilizacion de membrana, lisis con pérdida del contenido citoplasmico y reduccion del tamafio bacteriano. La
fraccion organica proveniente del hidrolizado de la mezcla de cinachyramidas esta constituida por un residuo acilo de un
acido graso: decanoico, tridecanoico, pentadecanoico, hexadecanoico, octadecanoico o 9Z-octadecenoico, y la parte
poliaminica contiene hasta 12 unidades de propilamina N-metiladas como unidad de repeticion. El efecto antibacteriano se
puede asociar a las cargas eléctricas de las cinachyramidas, siendo mas sensibles las bacterias Gram positivas. La potencia
antibacteriana de la mezcla de cinachyramidas es similar a la ejercida por la penicilina G sddica.
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ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF ACYL POLYAMINES ISOLATED FROM Cinachyrella kuekenthali
(Demospongiae, Tetillidae) AND THEIR EFFECT ON THE MORPHOLOGY OF Bacillus subtilis AND Escherichia
coli.

ABSTRACT

A mixture of long-chain acyl polyamines (baptized as cinachyramides) was isolated from the marine sponge Cinachyrella
kuekenthali, with a yield of 4.24% from the crude extract. The mixture of cinachyramides exhibited an antibacterial activity
that was more pronounced against Gram positive bacteria with half lethal concentration (LCs) values of 2.58, 5.91, 16.40
and 56.40 pg/mL against B. subtilis, M. luteus, E. faecalis and E. coli, respectively. The cinachyramides caused
morphological changes in B. subtillis and E. coli. The scanning electron microscopy (SEM) analysis suggests formation of
protuberances and permeabilization of membranes, which might generate bacterial lysis with loss of cytoplasmic
components and reduction in bacterial size. The antibacterial action can be associated to the electrical charges on the
cinachyramides being more sensitive the Gram positive bacteria. The antibacterial power of the mixture of cinachyramides
is similar to that of the penicillin G sodium salt. The organic fraction from the hydrolyzate of the mixture of
cinachyramides was found to consist of an acyl residue derived from: decanoic, tridecanoic, pentadecanoic, hexadecanoic,
octadecanoic or 9-Z-octadecenoic while the polyaminic part was composed of up to 12 repeated units of N-methylated
propylamine.
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INTRODUCCION

Las acil poliaminas de cadena larga lineal (LCPA, por sus
siglas en ingles) contienen propil amina como unidades de
repeticion, N-metiladas o no, en algunos casos enlazadas a
putrescina, han sido aisladas de diatomeas y esponjas
marinas [1-7]. Un conjunto de di-acil poliaminas
denominadas penaramidas han sido aisladas de la esponja
marina Penares aff. incrustans [8]. Adicionalmente,
toxinas peptidicas funcionalizadas con residuos N-
terminal, denotadas como aculeinas, han sido aisladas de
la esponja marina Axinyssa aculeate [9]. Por su naturaleza
cationica, las poliaminas interactian con muchas
macromoléculas y regulan varios procesos bioquimicos
involucrados en el crecimiento celular y su diferenciacion.
Estudios han demostrado la relacioén estructura-actividad
de mono y di-acil poliaminas con la longitud de la cadena
acil sobre la potencia antimicrobiana y permeabilizacion
de la membrana [10, 11]. Ademas, las sustancias
cationicas anfipaticas con lipopolisacaridos exhiben un
amplio espectro de actividad antimicrobiana, siendo los
organismos Gram positivos mas sensibles, por el contrario
las bacterias Gram negativas tienen mayor cantidad de
lipidos que la protegen de los compuestos lipofilicos [10,
11]. Es probable que la permeabilidad de estos
policationes sea por la fuerte unién a centros acidicos o a
lipidos A de lipopolisacaridos, desorganizando la
membrana externa [12].

Sobre la esponja marina Cinachirella kuekenthali
(Uliczka, 1929) se ha reportado la actividad antibacteriana
y antifingica [13], de compuestos con estructura quimica
de LCPA denominadas cinachyramidas, que ejercen
efecto apoptdtico semejante en potencia al antineoplasico
de uso clinico paclitaxel [14, 15]. En este estudio se
optimizo la purificacion de acil poliaminas aisladas de C.
kuekenthali, se cuantificd la accidén antibacteriana sobre
bacterias Gram positivas y negativas, el efecto sobre la

morfologia de Bacillus subtilis y Escherichia coli al

microscopio electronico de barrido (MEB), y se examind
la estructura de las acil poliaminas mediante resonancia
magnética nuclear (RMN) mono y bidimensional,
espectrometria de masas mediante ionizacion por
electrospray (EM-IES) y cromatografia de gases acoplada
a espectrometria de masas (CG-EM), en conordancia con
lo reportado previamente [14, 15]. Este estudio representa
un aporte al conocimiento de la accién antibacterial de
acil poliaminas, de dafios morfologicos en B. subtilis y E.
coli, como protuberancias, en la pared celular, que
conllevan a la permeabilizacion, lisis con pérdida del

contenido citoplasmico y muerte celular.

MATERIALES Y METODOS

Extraccion y purificacion de la mezcla de
cinachyramidas. La esponja marina C. kuekenthali, fue
recolectada en Isla Larga, Bahia de Mochima (estado
Sucre, Venezuela. 10°21°127°-10°21°25”* N y 64°21°03"
- 63°20°51°” O), se trasladé en congelacion con hielo seco
hasta al laboratorio de Neurofarmacologia Celular en el
Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificas
(IVIC). Se lavaron con agua y eliminaron restos de
particulas adheridas y se liofilizaron. Las muestras fueron
pulverizadas y la materia orgénica fue macerada con
metanol y el extracto obtenido fue purificado mediante
técnicas cromatograficas [14], con ligeras modificaciones.
Las cinachyramidas se purificaron por cromatografia de
exclusion por tamafio [Bio Gel P2, Bio-Rad, 100-200
mesh (eluyente CH3;CO,H 1 M) y Sephadex G 15,
particulas 100-300 um, Fine Chemicals, Pharmacia,
Suecia (eluyente: H,O bidestilada)]. Posteriormente, la
fraccion II-I fue purificada a través de cromatografia
liquida de alta resolucion, a través de columna
semipreparativa Protein & Peptide C4, particulas de 5
pm; 10 mm @ x 250 mm, Vydac 214TP1010, usando un

equipo WATERS Millennium 2996  (Millipore
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Corporation, Billerica, MA, EEUU), a un flujo de 2
mL/min en forma de gradiente lineal, iniciando las
corridas cromatograficas con 100% de H,O [0,12%
CF;COOH, (solvente A)] hasta 30% de CH3;CN [0,10%
CF;COOH, (solvente B)] en 15 min, seguido de otro
gradiente lineal hasta 100% de solvente B entre los 15 a
18 min de corrida, luego fue retornado linealmente hasta
100% de solvente A a los 25 minutos. Se obtuvieron dos
fracciones que eluyeron a 9,24 y 23,70 minutos, esta
ultima fue purificada bajo las mismas condiciones para

obtener la mezcla de cinachyramidas.

Actividad antibacteriana de la mezcla de
cinachyramidas. Se determind la concentracion letal
veinticinco (CLys) y cincuenta (CLsy) de la mezcla de
cinachyramidas mediante un ensayo de microdilucion
sobre Bacillus subtilis (ICTA-07), Micrococcus luteus
(ATCC 4698), Enterococcus faecalis (WHO 14) y
Escherichia coli (ATCC 25922) [16]. Las cepas
bacterianas fueron cultivadas aerébicamente en medio LB
(Sigma-Chemical, EEUU) a 37 °C hasta la fase de
crecimiento exponencial con una densidad optica de 0,8
unidades de absorbancia a 620 nm (UAgy), equivalente a
3,2x10% unidades bacterianas formadoras de colonias por
mililitro (UFC/mL), se diluyé entre 10° a 10’ UFC/mL,
equivalente a 0,002 UAgy. Para estimar la concentracion
letal media se incubaron por triplicado en agar LB en
microplacas de 96 pozos (Nunc, Dinamarca) 150 pL de la
suspension bacteriana (10° a 10" UFC/mL) con 50 pL de
la mezcla de cinachyramidas a 100, 30, 10, 3, 1 y 0,3
pg/mL por 16 h a 37 °C y se midi6 la absorbancia a 620
nm. Simultidneamente, se realizaron cultivos de control de
crecimiento bacteriano, en ausencia de cinachyramidas, y
un control antibacteriano tratando las cepas con Penicilina

G sodica a 1000, 300, 100, 30, 10, 3 UI/mL.

Analisis de la morfologia celular bacteriana por MEB.
B. subtilis y E. coli fueron cultivadas en agar LB durante

6-7 h (37 °C) hasta obtener una densidad celular de 3,2 x
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10® UFC/mL (UAgyp = 0,8 unidades de absorbancia),
luego 100 pL de cada suspension bacteriana fueron
tratados con la mezcla de cinachyramidas (4 mL), a las
CL,s y CLs contra B. subtilis (2,32 y 2,58 pg/mL) y E.
coli (25,72 y 55,40 png/mL), respectivamente, por 16 h (37
°C). En paralelo, fue montado un control de crecimiento
bacteriano, cultivando las bacterias sin la mezcla de
cinachyramidas, bajo las mismas condiciones. Las
suspensiones bacterianas fueron centrifugadas a 5000 rpm
durante 10 minutos, el paquete de bacterias fue
resuspendido y centrifugado dos veces con solucion
comercial Ringer lactato (solucion de Hartmann, Flexi-
Behr Beh Rens). Posteriormente, fue fijado con
glutaraldehido al 2,5% (4 °C/90 min), seguido de
centrifugado y lavado dos veces con solucion Ringer
lactato, se post-fijo con OsOy al 1% (4 °C/90 min). El
paquete de bacterias resultante fue lavado y centrifugado
dos veces con solucion Ringer lactato y resuspendido en 1
mL de agua bidestilada. Una alicuota de 50 pL de esta
suspension bacteriana fue colocada sobre un tacon de
aluminio con cinta adhesiva de carbon por 30 minutos.
Luego, se deshidratd por desplazamiento con soluciones
de etanol-agua (70, 80, 90, 95, 100 y 100%), y se secod por
punto critico y se recubrié con cromo y se observaron en
un MEB de emision de campo Hitachi S-800FE (Japon).
Para determinar el tamafio celular se us6 el programa NSS
2.1. Un minimo de 33 y un méaximo de 63 células
bacterianas, individuales o formando colonias, fueron
medidas para promediar la longitud celular en los
distintos experimentos. Se grafico el porcentaje de células
totales contra la longitud células bacterianas agrupadas en

intervalos de 2 pm.

Analisis espectroscopicos. La mezcla de cinachyramidas
se analizd por; RMN en un espectrometro Bruker (500
MHz, Observer Cryoprobe, Alemania); espectrometria de
masas mediante ionizacion por electrospray (EM-IES) en
un espectrometro de masas cuadripolar (QMS) Finnigan
TSQ Quantum (Thermo Scientific, EEUU); cromatografia
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de gases/espectrometria de masas (CG-EM), por
ionizacion con impacto electrénico a 70 eV, en un
cromatografo 5898 serie II (Hewlett Packard, EEUU)
acoplado a un detector de masas 5952 (Hewlett Packard,

EEUU).

RESULTADOS Y DISCUSION

Extraccion y purificacion de la mezcla de
cinachyramidas

La mezcla de cinachyramidas de C. kuekentali obtenida,
acortando el proceso de purificacion descrito [14], dio una
masa de 49,5 mg, a partir de 85 mg de la fraccién Seph G
I, equivalente al 4,24% del extracto crudo y 58,24% de la
fraccion Seph G I. La alta proporcion de la mezcla de
cinachyramidas en el extracto crudo, lo sencillo del
proceso de purificacion, y el bajo costo del sistema de

solvente empleado, permiten que el procesamiento global
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de la obtencién de la mezcla de cinachyramidas sea
eficiente y econdmico. Sin embargo, éste proceso puede
ser limitado por la disponibilidad de materia orgéanica si
no se pueden reproducir los especimenes de C.

kuekenthali.

Efecto de la mezcla de cinachyramidas sobre el
crecimiento bacteriano

La potencia antibacteriana ejercida por la mezcla de
cinachyramidas fue mayor contra las bacterias Gram
positivas B. subtilis, seguida de M. luteus y E. faecalis y
mucho menor sobre E. coli. Es de destacar que B. subtilis
(CLsy 2,58 pg/mL) fue aproximadamente ~22 veces mas
sensible que E. coli (CLsy 56,40 pg/ml). En la Tabla 1 se
detallan las concentraciones letales CL,5s y CLs,, de la
mezcla de cinachyramidas y la CLsy de Penicilina G

sodica.

Tabla 1. Actividad antibacteriana de la mezcla de cinachyramidas aisladas de C. kuekenthali sobre bacterias Gram positivas
y Gram negativas, determinada mediante ensayos de microdilucion.

Penicilina G sodica contiene 1667 Ul/mg (500.000 UI = 300 mg), 1000 Ul= 0,6 mg; 12,50 UI/mL de penicilina G sodica =

7,50 ng/mL y 3 UI/mL de penicilina G sodica = 1,80 pg/mL.

Microorganismos CL,s (ug/mL) CLso (ug/mL) Penicilina G (CLsy, Ul/mL)
B. subtilis 2,32 2,58 <3

M. luteus 3,74 5,91 <3

E. faecalis 6,99 16,40 <3

E. coli 25,78 56,40 12,50

Los grupos amino primario y secundario en las secuencias
poliaminicas estdn parcialmente cargados a pH
fisiologico, resultando en policationes organicos de baja
masa molecular, coexistiendo una mezcla de grupos
amino y amonio [17]. La abundancia y naturaleza
cationica de estos grupos puede ser el origen de
numerosos enlaces idnicos con aniones bioldgicos como
carboxilos y sulfatos en proteinas y polisacaridos, o
fosfatos en fosfolipidos [17]. Las cinachyramidas son
moléculas anfipaticas policatidnicas, que tienen una parte

poliaminica policatiénica, que puede interaccionar con

muchas moléculas anionicas a nivel de la pared celular o
en el interior de la misma. Ademas, poseen un residuo
acilo hidrocarbonado lineal, de diez o mas atomos de
carbono, sin carga o apolar, constituyendo de esta manera
moléculas con una parte apolar de caracter hidrofobico y
un residuo poliaminico polar de caracter hidrofilico. Estas
caracteristicas estructurales permiten inferir que las acil
poliaminas (cinachyramidas) se comportan como
surfactantes, que permeabilizan la pared o membrana

celular de las bacterias, causando de esta manera dafio



Henriquez, et. al.

celular, en similaridad con lo descrito por Balakrishna et
al. [10].

La potencia antibacteriana de la mezcla de
cinachyramidas, aislada de C. kuekenthali, sobre las
diferentes cepas bacterianas probablemente depende de la
pared o membrana celular bacteriana. Balakrishna et al.
(2006), determinaron que el efecto antibacteriano de
mono- y bis-acil poliaminas es mediado via
permeabilizacién de las membranas bacterianas con una
fuerte relacion estructura-actividad dependiente de la
longitud de la cadena acilo, en correlacion con la potencia
antimicrobiana y accion de agentes secuestrantes de
lipopolisacaridos, como blanco de accion antimicrobiano
[10]. Sin embargo, Balakrishna et al. indican que la
citotoxicidad no especifica es una desventaja potencial de
estos compuestos [10]. No obstante, la actividad
superficial de estos compuestos anfipaticos cationicos es
atenuada, bajo condiciones fisiologicas, mediante
enlazamiento y retencidén con albumina de suero humano,
lo cual sugiere que estos compuestos pueden servir como
guia en el desarrollo de auxiliares novedosos para
quimioterapia antimicrobiana convencional [10]. Ademas,
es comun que sustancias anfipaticas policationicas se
asocien a lipidos A, tal es el caso de la polimixina B, un
antibidtico peptidico anfipatico pentacationico, el cual es
un agente membrano-perturbante 'y su  accion
antibacteriana es manifestada mediante enlaces a residuos

de lipidos A de lipopolisacaridos [18, 19].

Cambios morfologicos inducidos por la mezcla de
cinachyramidas sobre B. subtilis y E. coli

Los controles de B. subtilis y E. coli, no expuestas a la
mezcla de cinachyramidas, presentaron la superficie de la
pared celular con aspecto liso y uniforme, morfologia
caracteristica de bacterias viables (Figura la, d), mientras
que las bacterias tratadas con la mezcla de
cinachyramidas muestran cambios morfologicos a nivel
de la pared celular. Anormalidades que van desde

formaciones de protuberancias hasta pérdida del
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contenido citoplasmico, probablemente causado por

permeabilizacion de la pared celular con generacion de

poros (Figura 1b, e-f).

Fig. 1. Imagenes de microscopia electronica de barrido,
MEB, de B. subtilis y E. coli expuestas o no a la mezcla
de cinachyramidas aisladas de la esponja marina C.
kuekenthali. a) B. subtilis control, morfologia normal, b)
B. subtilis tratadas con 2,32 pg/mL (CL,s), formaciones
de protuberancias, ¢) B. subtilis tratadas con 2,58 pg/mL
(CLs), formaciones de protuberancias, d) E. coli control,
morfologia normal, e-f) E. coli tratadas con 25,78 pg/mL
(CL,5), formaciones de protuberancias y pérdida del
contenido citoplasmico, g-i) E. coli tratadas con 56,40
pg/mL (CLsg), pérdida del contenido citoplasmico, y
posible formacion de poro en la pared celular.

El dafio celular es mayor cuando se exponen las bacterias
a las CLs,, observandose cambios morfologicos mas
evidentes (Figura lc, g-i), esto sugiere que probablemente
es un efecto dependiente de la concentracion.
Posiblemente, el efecto ejercido por la mezcla de
cinachyramidas ocurre via interaccién con los lipidos A
de lipopolisacaridos de la pared celular de las bacterias,
generando la formacion de protuberancias,
permeabilizacion de la membrana y posterior lisis celular,
que conlleva a la pérdida de contenido citoplasmico y
reduccion del volumen celular con malformaciones
morfolégicas, observandose las células en forma de
bastones semivacios (Figura 1b-c, e-i). Algunas mono- y

bis- acil poliaminas sintéticas interactian a nivel
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bacteriano uniéndose a lipidos A de lipopolisacaridos de
la pared celular [10]. Estos cambios morfologicos pueden
detallarse en la figura 1, donde se presentan células
control con una pared celular lisa (Figura la, d) y células
expuestas a la accion de la mezcla de cinachyramidas a la
CL,s para B. subtilis (2,32 pg/mL) y E. coli (25,78
pug/mL) y CLsy para B. subtilis (2,58 pg/mL) y E. coli
(56,40 pg/mL), con alteraciones morfilogicas (Figura 1b-
¢, e-i). Este comportamiento, tal vez, se deba a que la
longitud es proporcional a la edad, siendo las células de
mayor longitud células mas viejas y mas sensibles a las
cinachyramidas, resultando en mayor numero de células
muertas, en comparacion con lo que sucede en la
poblacion de menor longitud, que deben ser células mas
jovenes y por ende mas resistentes a la accion de las
cinachyramidas, encontrandose en mayor proporcion en
comparacion con las células mas viejas. El 25y 31% de
las células tratadas con la CL,s midieron entre 4—6 y 6—8
pum, respectivamente; sin embargo, solo el 7y 17% del la
poblacion bacteriana control presentan longitud entre
estos intervalos (4—6 y 6—8 um, respectivamente). De esto
se deduce que, hay una diferencia poblacional adicional
de 18 y 14%, de células tratadas a la CL,s (2,32 pg/mL),
con longitud entre 4-6 y 6-8 um, respectivamente,
respecto al nimero de células sin tratamiento. La mayor
proporcion bacteriana (56,26%) del grupo celular control
presenta longitud entre los intervalos de 4-10 pm,
mientras que para las células bacterianas tratadas la
mezcla de cinachyramidas a las CL,5 y CLs, fue de 86,54
y 93,94%, respectivamente. Estos resultados sugieren que
la exposicion a las cinachyramidas afecta la morfologia
bactariana, como consecuencia de la pérdida del
contenido citoplasmico producto de la permeabilizacion y

lisis de la pared celular.

La exposicion de E. coli a 25,78 (CL,s) y 56,40(CLs)
pg/mL de cinachyramidas (Figura 2b), produjo un efecto
similar al observado en B. subtilis. En el grupo control

presentaron una longitud promedio de 7,15 pum, oscilando
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entre 4,96 y 14,87 um. La mayor proporcion celular
(61%) pertence al intervalo de longitud 6-8 um, mientras
que la menor densidad poblacional (2%) presenta longitud
mayor a 10 um (Figura 2b). A la CL,s (25,78 pg/mL) se
observan alteraciones en la mayoria de las células, en
forma de protuberancias y pérdida del contenido
citoplasmico, las cuales miden un promedio de 6,85 pm
de largo, oscilando entre 4,01 y 14,91 um. A diferencia
del grupo control, la mayor densidad poblacional (35%)
de las células tratadas a la CL,s tiene una longitud entre
4—6 um. Sin embargo, el 33% y 14% miden entre 68 y
8—10 um, respectivamente. En el caso de las células
bacterianas tratadas con las cinachyramidas, hay un
aumento de ~19% de poblacion bacteriana en el intervalo
entre 4—6 um en comparacion con el que existe de la
poblacion control. No obstante, la poblacion de E. coli
control con longitud entre 6—8 pm es 27,33% mayor que
la poblaciéon Dbacteriana tratada con la mezcla de
cinachyramidas a la CL,s. Esta diferencia poblacional de
células de E. coli con longitud entre 4-6 um tratadas
respecto al control, sugiere que la célula puede tener
menor longitud al perde su contenido citoplasmico,
contrayendo su pared celular y reduce su tamaiio, lo cual
indica que hay permeabilizacién de la pared celular y
lisis. Un efecto similar es observado cuando se exponen
c€lulas de E. coli a las cinachyramidas a la CLs, (Figura

2b).
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Fig. 2. Longitud de células bacterianas de B. subtilis (a) y
E. coli (b) expuestas o no a la accion de la mezcla de
cinachyramidas aislada de C. kuekenthali. Valores de

CL,5 y CLsg de 2,32 y 2,58 pg/mL contra B. subtilis y de

25,78 y 56,40 ng/mL contra E. coli, respectivamente. La

longitud celular fue medida usando el programa NSS 2.1.

Analisis espectrometricos.

Analisis por CG-EM

La hidrdlisis acida (HCI, 1 M) de la mezcla de
cinachyramidas y posterior esterificacion (CH;OH/HCI,
8:2) de la fase apolar (extraida con CHCIs) analizada por
CG/EM, revel6 la presencia de ésteres metilicos de los
acidos grasos: decanoico, tridecanoico, pentadecanoico,
hexadecanoico, octadecanoico y 9 cis-octadecenoico,
confirmandose asi la existencia de residuos acilo y la
uniéon  acil-poliamina  deducida de los  datos

espectroscopicos de RMN.
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Analisis de EM-IES

Los espectros de EM-IES evidencian una mezcla
compleja de iones seudomoleculares monoprotonados [M
+ H]" con relaciones masa/carga (m/z) que difieren por
71,07 Da, correspondiente a la masa de una unidad de N-
metil propilamina (C4HgN), como unidad de repeticion.
Ademas de iones con difierencia por una relacion m/z de
57,05 Da, correspondiente a una unidad de propilamina
(CsHyN).

El anélisis espectroscopico de EM-IES indica que, si el
residuo acilo de la cadena alquilica proviene del acido
decanoico y la parte poliaminica tiene como unidad de
repeticion N-metil propilamina, se puede tener una
secuencia de iones [M + H]" con relaciones m/z: 199,95,
271,28, 342,25, 413,15, 484,30, 555,30, 626,32, 697,80,
768,00, 839,43, 909,93 y 981,17 Da(conn=0a 11, nes
el numero de wunidades de repeticion de N-metil
propilamina). De manera similar, si se considera que el
residuo acilo deriva del acido tridecanoico y la parte
poliaminica tiene como unidad de repeticion N-metil
propilamina, se evidencia la siguiente secuencia de iones
[M + H]" con m/z de: 242,70, 313,86, 384,95, 455,65,
526,79, 597,70, 668,80, 739,90, 810,70, 881,60, 952,80
Da. Esto confirma que nuestra suposicion es correcta en
cuanto a la naturaleza estructural de la mezcla de
cinachyramidas, evidencidandose asi que son acil
poliaminas con hasta 12 unidades de repeticion de N-metil
propilamina, en caso de ser metilados todos los atomos de
nitrogeno en la cadena poliaminica. No obstante, es
probable que existan acil poliaminas parcial o
completamente no metiladas. En la Figura 4 se presenta
una estructura para una secuencia de acil-poliamina,
derivada de un 4cido graso y un residuo de N-metil
polipropilamina (con n = 1 — 12, n = numero de unidades
de repeticion de N-metil propilamina). Es probable que se
deriven secuencias de iones moleculares de los acidos
grasos: pentadecanoico, hexadecanoico, octadecanoico y

9Z-octadecenoico determinados por CG-EM, que difieran
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por 71 6 57 Da, similar a lo determinado para la familia
de cinachyramidas derivadas del &cido decanoico y

tridecanoico.
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Fig. 3. Ampliacion de la region con relacion m/z de 200-
400 del espectro de masas por ionizacion con electrospray
de la mezcla de cinachyramidas aisladas de la esponja
marina Cinachyrella kuekenthali.

Otro aspecto importante de describir es la posible
existencia de moléculas multicargadas, que pueden estar
mono, di, tri o tetra protonadas, y su estabilidad es
directamente proporcional con el nimero de cargas
positivas que contengan los atomos de nitrégeno en la
secuencia poliaminica. Esto se justifica por la proporcion
de la abundancia relativa de los picos, correspondiendo
los picos de mayor abundancia relativa a iones
seudomoleculares de menor relacion m/z, es decir
moléculas con més cargas positivas sobre los atomos de
nitrogeno. Se puede evidenciar en el espectro de masas
EM-IES, la existencia de un ion seudomolecular
monoprotonado [M + H]"/z (z = 1) con relacién m/z de
981,17 Da, con muy baja abundancia relativa,
correspondiente al ion molecular M' de 980 Da. Esta
especie molecular también puede existir en forma di [M +
2H)/z (z = 2), tri [M + 3H]*'/z (z = 3) o tetra [M +
4H]"'/z (z = 4) protonada, observada en el espectro de
masas con relaciones m/z de 491,25, 327,90 y 246,20 Da,

respectivamente. Algunos de estos picos con estas
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relaciones m/z se pueden detallar en la figura 3, donde se
observa que el pico base corresponde al ion con relacién
m/z de 246,20 Da. También, se aprecia que la abundancia
relativa de pico decae con el aumento de la relacion m/z
(abundancia relativa de pico 246,20 > 327,90 > 491,25 >
981,17), lo cual sugiere que la estabilidad de las especies
ionicas es proporcional con el aumento de cargas
positivas en la secuencia poliaminica, o que las especies
moleculares mas pequeflas sean mas abundantes en la
mezcla de acil poliaminas. Otras especies moleculares con
igual comportamiento corresponden a los iones
moleculares [M]" de relaciones m/z de 966 y 994 Da, que
al estar monoprotonadas se observan en el espectro picos
de iones seudomoleculares con m/z de 966,93 y 995,10
Da, respectivamente, y en caso de estar di, tri o tetra
protonadas aparecen picos de iones seudomoleculares con
m/z de 484,30, 323,27 y 242,70 Da para el primer ion
molecular, y 498,24, 332,56 y 249,89 Da para el segundo,
respectivamente. El espectro EM-IES presenta conjuntos
de picos de mayor abundancia relativa con relaciones m/z
24270, 246,20 y 249,89 para iones seudomoleculares
tetraprotonados, conjuntos de picos con abundancia
relativa moderada con m/z 323,27, 327,90 y 332,56 para
iones triprotonados y conjuntos de picos de abundancia
relativa muy baja con m/z 966,93, 981,17 995,10 para
iones monoprotonados. Esto refuerza nuestra sustentacion
de que la estabilidad de la especie idnica es proporcional
con el aumento de cargas positivas en la secuencia

poliaminica.

O
R/U\N/if\/\ﬂ/
'] 710 n=0-12

Fig. 4. Estructuras propuestas para la mezcla de
cinachyramidas aisladas de C. kuekenthali. Si, R = resto
acilo derivado del acido decanoico, se tendrian los iones

pseudomoleculares (con n =0 a 12 unidades de repeticion
de N-metil propilamina): 200, 271, 342, 413, 484, 555,
626, 697, 768, 839,910, 981, 1052 Da, detectados por
analisis EM-IES.
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Analisis de RMN

Los analisis d¢ RMN (‘H y "C, 500 y 125 MHz,
respectivamente) mono y bidimensional de la mezcla de
cinachyramidas confirman la unién de un residuo acilo a
una parte poliaminica, como lo reporta Henriquez [14]. El
espectro de RMN 'H (500 MHz, DMSO dj) de la mezcla
de cinachyramidas presenta sefiales con desplazamientos
quimicos de protones (dy) de 3,32, 3,34, 3,35, 3,37, 3,38 y
3,40 ppm de grupos metilénicos alfa a nitrégeno (—N-
CH,-) y senales con Jy 3,16 ppm de protones metilicos
unidos a nitrogeno cuaternario (— N-CHj), sefiales
reportadas como caracteristicas para grupos metilénicos y
metilicos en compuestos de naturaleza poliaminica [1, 2].
Ademas, presenta un conjunto de sefiales de baja
intensidad a campo bajo, entre 6 y 10 ppm,
correspondientes a protones unidos a nitrégeno (—N-H)
que incluyen desde grupos —N-H hasta — NHj, estos
ultimos como una sefal con d; de 7,1 ppm, caracteristica
de protones de iones tipo amonio (-~ NH3). Este conjunto
de seflales no se observan cuando el experimento se
realiza en D,0O debido al intercambio H/D. Estos enlaces
—N-H son confirmados en el analisis d¢ RMN °C APT
(125 MHz, DMSO, dj), en donde no se observan sefiales
de carbonos aromaticos. Ademads, en el espectro
HSQCGP (500 MHz, DMSO ds) tampoco se observan
correlaciones H-C en la regiéon entre 6 a 10 ppm,
justificando la existencia de enlaces —N-H.
Adicionalmente, el espectro de RMN "*C APT presenta
sefales, que soportan la funcion acilo, con dc de 159,11,
158,85, 158,60, 158,59 y 158,33 ppm, asignables a grupos
carbonilo acil-amidas, sefales que no fueron detectadas
en los andlisis de Henriquez [14], por la baja
concentracion de muestra analizada para obtener los
espectros de RMN C. También se observan sefiales con
oc de 117,87, 117,85, 115,50 y 115,48 ppm, que
confirman la funcion olefinica en restos de acidos grasos

insaturados, tal como fue sugerido por Henriquez [14].
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El espectro HSQCGP muestra correlaciones con
desplazamiento quimico hidrégeno-carbono Jy) de
3,11(54,70); 3,15(52,58) y 3,16(50,34) ppm, semejante a
lo reportado por Henriquez [14], caracteristicas de metilos
unidos a nitrégeno cuaternario dimetilados en poliaminas
de cadena larga [1]. También presenta correlacion H-C de
metilos unidos a nitrogeno (neutro) con dy de 2,95(33)
ppm, caracteristico de metilos unidos a nitrégeno de la
funcién amida en di-acil poliaminas [8]. Otra correlacion
importante de describir se observa a dy) de 3,34(46,54)
ppm, caracteristica de metilenos en posicion a a nitrégeno
metilado. Ademas de, correlaciones H-C de metilenos en
posiciéon o a nitrégeno no metilados, con Jy de
2,85(44,85), 2,81(37,21) y 2,80(42,64) ppm. Estas
correlaciones H-C caracteristicas de grupos metilenos o
metilos en posicion o a nitrdgeno, cuaternario o no,
confirman la naturaleza poliaminica de esta mezcla de
compuestos y estan en concordancia con los datos
espectroscopicos de di-acil poliaminas aisladas de la
esponja marina Penares incrustans [8].

El espectro HMBCGPND (500 MHz, DMSO dg) muestra
correlaciones que confirman la unién entre un residuo
acilo y una parte poliaminica. Se observan correlaciones a
tres enlaces entre protones metilénicos y metilicos, ambos
o a nitrogeno de una funcién amida, y el carbono
carbonilico con dy) de 3,35(173,35) y 2,95(173,21) o
2,79(172,21) ppm, respectivamente. También se observan
correlaciones H-C a tres enlaces que evidencian Ia
existencia de unidades N-metil propilaminas en un
sistema semejante al de las penaramidas [8]. Entre estas,
estin las correlaciones entre protones metilicos y
carbonos metilenicos, ambos, unidos a nitrogeno de una
funcién amida, con dy 2,95(44,43) ppm. Este carbono
metilénico, a su vez, se correlaciona con protones de otro
grupo metilénico adyacente con dy) 2,02(44,43) ppm,
ademas el carbono de este ultimo grupo metilénico se
correlaciona con los protones del metileno unido al atomo
de nitrogeno de la funcion amida con dy) 3,35(24,16)
ppm, formando correlaciones reciprocas. Los protones
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metilénicos con dy 2,02 ppm, a su vez, interactian con un
carbono metilénico, enlazado a nitrdgeno cuaternario
dimetilado, con Jy) 2,02(52,70) ppm. Estas
correlaciones entre tres grupos metilenos continuos
unidos a nitrogeno metilado justifica la existencia de N-
metil propilamina como unidad de repeticion. De la parte
alquilica se observa una correlacion a dos enlaces entre
los protones de un grupo metileno en posiciéon o a un
grupo carbonilo de una funcién amida y el carbono
carbonilico con dy) de 2,28(173,19) ppm, confirmando
la existencia de un residuo acilo en la estructura

molecualar de las cinachyramidas.

CONCLUSIONES

La mezcla de acil poliaminas aisladas de la esponja
marina C. kuekenthali, con rendimiento de 4,24% en
relacion al extracto crudo, ejercid mayor efecto sobre
bacterias Gram positivas, con valores de CLs, de 2,58;
5,91; 16,40 y 56,40 pg/mL contra B. subtilis, M. luteus,
E. faecalis y E. coli, respectivamente. La potencia
antimicrobiana de la mezcla de sustancias es similar, en
términos de concentracion, a la ejercida por la Penicilina
G sodica. Los cambios morfologicos en la pared celular
de B. subtilis y E. coli, sugieren formacion de
protuberancias y permeabilizacion, que conducen a lisis y
pérdida del contenido citoplasmatico, hasta causar la
muerte celular, siendo el efecto en términos de CL5, ~22
veces mayor contra B. subtilis que el ejercido sobre E.
coli. La compleja mezcla de acil poliaminas esta
constituida por moléculas que pueden formar iones
seudomoleculares mono, di, tri o tetra protonados y la
estabilidad i6nica depende de la carga que en este reside.
El residuo acilo se corresponde con los 4cidos grasos:
decanoico, tridecanoico, entadecanoico, hexadecanoico,
octadecanoico y 9Z-Octadecenoico. Las secuencias
poliaminicas de cadena larga lineal contienen hasta 12
unidades de repeticion de N-metil propilamina, formando

acil poliaminas.
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