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Resumen

El presente estudio se basa en la sintesis, purificacion y evaluacién bioldgica de
modelos sintéticos basados en las formas oxidadas de sesquiterpenos marinos

identificados en el alga roja Laurencia johnstonii.

La estrategia sintética descrita en esta memoria permitio obtener un analogo
estructural, compuesto A, que presentd una actividad a escala nanomolar frente a

Leishmania amazonensis.

Como complemento al trabajo experimental sintético se realizd una busqueda
bibliografica sobre los sesquiterpenos marinos con actividad antileishmania y las

actividades biologicas de quinonas sesquiterpénicas marinas.
Abstract

The present study is based on the synthesis, purification and biological evaluation of
synthetic models based on the oxidized forms of marine sesquiterpenes identified in the

red algae Laurencia johnstonii.

The synthetic strategy described in this report allowed us to obtain the structural
analogue, compound A, that showed activity on a nanomolar scale against Leishmania

amazonensis.

As a complement to the synthetic experimental work, a bibliographic research was
carried out on marine sesquiterpenes with antileishmania activity and the biological

activities of marine sesquiterpene quinones.

Palabras clave: sesquiterpenos marinos, antileishmania, sesquiterpenquinonas,

Laurencia, algas rojas.



Abreviaturas

AcOEt Acetato de etilo

ADN Acido desoxirribonucleico

CAS Chemical Abstracts Service

CCso Concentracidn citotdxica media
cmi Concentracién minima inhibitoria
EGF Factor de crecimiento epidérmio

HIF-1 Factor 1 inducible por hipoxia

HMBC Heteronuclear Multiple Bond Correlation
HPLC Cromatografia liquida de alta eficacia
HSQC Heteronuclear Single-Quantum Correlation
1Cso Concentracién inhibitoria mdxima media
IL-6 Interleucina 6

LDso Dosis letal media

n-Hex n-Hexano

PTK Proteina tirosina quinasa

PKC Proteina quinasa C

RMN Resonancia Magnética Nuclear

ROESY Rotating frame Overhause Effect Spectroscopy

ROS Especies reactivas de oxigeno

TNF-a Factor de necrosis tumoral a

VEFG Factor de crecimiento endotelial vascular




1. Introduccion

Las enfermedades tropicales desatendidas (EDTSs) son prevalentes en areas tropicales
y subtropicales. Estas enfermedades afectan a millones de personas y cuestan miles de
millones de euros a las economias en desarrollo, constituyendo un problema de salud
publical. La leishmaniasis es la enfermedad tropical desatendida mas comdn en paises en
bajas condiciones socioecondmicas?. Aproximadamente 350 millones de personas corren
el riesgo de contraerla y se estima que ocurren anualmente 1.6 millones de casos nuevos.
La enfermedad afecta sobre todo a la poblacion pobre de paises de Africa, Asia y América
Latina, y esté asociada con la desnutricion, malas condiciones higiénicas, sistema inmune
debilitado y falta de recursos. Es causada por varias especies de protozoos pertenecientes
al género Leishmania y transmitida a través de la picadura de insectos hembra de los
géneros Phlebotomus y Lutzomyia®.

La quimioterapia actual frente a la leishmaniasis se basa en el uso de compuestos de
antimonio pentavalentes como farmacos de primera linea. Otros medicamentos como la
anfotericina B liposdémica, la pentamidina y la miltefosina son farmacos de segunda
alternativa. Estos farmacos se caracterizan por presentar alta toxicidad, efectos
secundarios graves y costes elevados lo que dificulta su uso en paises donde la
leishmaniasis es endémica. Por ello, resulta ideal la busqueda de nuevas terapias menos

toxicas, de mayor eficacia y mas accesibles para poblaciones de bajos ingresos 2.

(1) Artemisinina (2) Quinina

Figura 1. Compuestos de origen natural con potencial antiparasitario, artemisinina y quinina, aislados de
Artemisia annua y especies del género Cinchona sp. respectivamente.

En los ultimos afios, se han publicado multitud de articulos sobre la actividad
antimicrobiana y antiparasitaria de productos derivados de fuentes naturales. La
artemisinina (1) o la quinina (2) son un ejemplo de ello, presentando ambos compuestos

gran potencial antiparasitario (Figura 1). De hecho, los productos naturales derivados de
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plantas como los compuestos de naturaleza fendlica, quinonas, cumarinas, terpenoides y
alcaloides han sido ampliamente investigados por su potencial antileishmania,

representando una clase prometedora de candidatos a farmacos contra la leishmaniasis®.

Entre los productos naturales, las quinonas son sustancias formadas por la oxidacion
de compuestos aromaticos para dar la correspondiente dicetona. De acuerdo a su grado
de complejidad quimica se clasifican en benzoquinonas; naftoquinonas y antraquinonas®.
Se trata de compuestos farmacoldgica y toxicolégicamente interesantes que ocupan un
lugar importante entre los diferentes tipos de agentes antitumorales®. El nticleo de quinona
es un elemento estructural comin de muchos medicamentos utilizados en la terapia de
canceres, y como ejemplo podemos mencionar mitomicina (3) o mitoxantrona (4) (Figura
2). Las caracteristicas mas notables de los compuestos quinoides son su capacidad para
actuar como agentes intercalantes de ADN, alquiladores reductores de biomoléculas y/o
generadores de especies reactivas de oxigeno (ROS) atraves del ciclo redox, ocasionando

dafio en las células tumorales lo que permite su explotacion con fines terapéuticos’.

E O HN
N\ on

)\

07 “NH,

(3) Mitomicina ) Mitoxantrona

Figura 2. Ejemplos de medicamentos anticancerigenos con nucleo de quinona.

Las algas rojas del género Laurencia han sido ampliamente estudiadas por su alta
productividad metabdlica y diversidad. Estas constituyen una importante fuente de
metabolitos secundarios halogenados con actividad citotoxica, antitumoral y bactericida;
por lo tanto, son estructuras interesantes para comenzar a evaluar su actividad
antiparasitaria. Aunque las especies de Laurencia se han estudiado en profundidad,
todavia la actividad biol6gica de muchos de sus metabolitos secundarios no se ha testado

de forma sistematica.



El proyecto en el que estd enmarcado este trabajo parte de un estudio fitoquimico del
alga roja Laurencia johnstonii, endémica del Golfo de California, México. A través del
fraccionamiento bioguiado, se aislaron e identificaron varios sesquiterpenos como
laurinterol (5), isoaurinterol (6), aplysin (7), a-bromocuparano (8) y a-isobromocuparano
(9) (Figura 3) y las formas oxidadas de algunos de ellos*. Todos ellos mostraron potencial
antiparasitario, con actividad moderada frente a Acanthamoeba castellanii Neff, y buena
actividad frente a dos especies de Leishmania con un indice terapéutico aceptable,
abriendo una ventana al desarrollo de farmacos antileishmania con esqueletos carbonados
diferentes a los comercializados actualmente®. Estos precedentes condujeron a plantear la
sintesis quimica de modelos simplificados como una opcion para la obtencion de nuevas

cabezas de serie en el tratamiento de esta parasitosis.

OH OH o

(5) Laurinterol ) Isoaurinterol (7) Aplysin
) a-Bromocuparane ) a-Isobromocuparane

Figura 3. Sesquiterpenos aislados de Laurencia johnstonii.

* No se muestran las estructuras de las formas oxidadas ya que estan en proceso de patente.



2. Objetivos

En base a estos antecedentes, nos planteamos el siguiente objetivo,

e La obtencion de nuevas moléculas sintéticas con actividad antikinetoplastida
usando como modelo la estructura de las formas oxidadas de sesquiterpenos

naturales del género Laurencia.

Debido a las circunstancias desencadenadas por la alerta sanitaria Covid19 y la
imposibilidad de completar la experimentacién quimica se plantea como objetivo

secundario una revision bibliografica sobre los siguientes temas:

e Sesquiterpenos marinos con actividad antileishmania.

e Actividad bioldgica de quinonas sesquiterpénicas marinas.



3. Material y métodos

Procedimientos experimentales generales

De manera general, todos los reactivos quimicos y disolventes empleados en el
desarrollo de este trabajo fueron obtenidos del almacén del grupo de investigacion. Los
reactivos utilizados en las diferentes reacciones fueron adquiridos de la empresa Sigma-
Aldrich. Asimismo, se ha hecho uso del equipamiento estandar de un laboratorio de

quimica organica. Las técnicas experimentales utilizadas se describen a continuacion.

Experimentos de Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

Los experimentos de 1D (*H, C) y 2D (HSQC, HMBC, ROESY) RMN se
adquirieron en espectrometros BRUKER ® AVANCE 500 MHz y 600 MHz equipado
con criosonda. Las muestras se disolvieron en cloroformo deuterado (CDCls), empleado
como patron de referencia interno (dn 7.26 ppm, dc 77.0 ppm). Los resultados se
procesaron haciendo uso del programa informatico MestRenova 9.1.0-14011 y TopSpin
3.5 p17.

Técnicas cromatograficas
Cromatografia en columna abierta

La separacion y purificacion de los productos de reaccion se realizO mediante
cromatografia en columna abierta, utilizando mezclas de n-Hex y AcOEt como fase movil

y gel de SiO2 60 G de la casa Merck® como fase estacionaria.

Cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC)

Las purificaciones finales se realizaron en el sistema de HPLC de la marca Agilent
1260 Infinity Quaternary LC. A su vez, se empled una columna preparativa de fase
normal p-Porasil™ silica (125 A, 10 pm, 19x150mm @). Las reacciones se recogieron

en un colector automatico GIBSON® FC203B, a un flujo constante de 2 mL/min.

Cromatografia en capa fina (TLC)
La monitorizacion de las reacciones y de las purificaciones se realizd6 mediante
cromatografia en capa fina con cromatofolios de gel de silice (20 x 20 cm, Analytical

Chromatography). Se visualizé mediante luz UV (254 nm) con una lampara de la marca



Spretoline ® Model CM-10 y se revelaron por pulverizacion con una solucion de cloruro
de cobalto (2% en &cido sulfdrico) y calentamiento.

Programa de edicion de estructuras
Para dibujar las estructuras quimicas se hace uso del programa informético
ChemDraw Ultra 14.0.

Estrategias de revision bibliografica

Se realizd un andlisis de la literatura cientifica del area de las ciencias quimicas y
biomédicas mediante el empleo de bases de datos especializadas, en concreto, Scifinder
Scholar, herramienta que contiene toda la informacion bibliografica de Chemical
Abstract Services (CAS) y Medline®. Esta plataforma incluye publicaciones periodicas

y patentes internacionales.

Sesquiterpenos marinos con actividad antileishmania
Para esta revision se seleccionan tres palabras clave: ‘“sesquiterpene”, “marine” y
“Leishmania”. La Figura 4 muestra la estrategia de busqueda y cémo se refinan los

resultados de manera consecutiva.

SESQUITERPENE
65055 items

W

MARINE
2017 items

s

LEISHMANIA

4 items

Figura 4. Estrategia de busqueda: Sesquiterpenos marinos con actividad antileishmania.

Actividad biolégica de quinonas sesquiterpénicas marinas.
Igualmente, para la revision bibliografica de quinonas sesquiterpénicas bioactivas de

origen marino se sigue el esquema representado en la Figura 5.



SESQUITERPENE
65426 items |

—y——

MARINE
2029 items

e

QUINONE
117 items
ACTIVITY

60 items

Figura 5. Estrategia de busqueda: Quinonas sesquiterpénicas bioactivas de origen marino.
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4. Resultados y discusion

Parte 1. Obtencion de quinonas con actividad antikinetoplastida

Basados en la estructura de las formas quinonicas de los sesquiterpenos marinos con
actividad antiparasitaria aislados de Laurencia jonhstonii, se plante6 la sintesis de metil-
benzoquinonas sustituidas en dos pasos de reaccion, partiendo de moléculas comerciales

sencillas segun el esquema de la Figura 6.

OMe Qx AlXq

= 0 o U0 20

Compuesto
mayoritario

OMe

Compuestos minoritarios

Figura 6. Esquema general de la estrategia sintética.

La primera etapa consiste en una alquilacion de Friedel-Crafts. Esta reaccion implica
la formacidn de un enlace C-C entre el anillo aromatico y un grupo alquilo en presencia
de un 4cido de Lewis usado como catalizador®. En este caso se realiza la alquilacion sobre
2,5-dimetoxitolueno empleando 2-cloro-2-metilbutano como haluro sustituido en
presencia de AICls. El siguiente paso de reaccion propuesto es la desproteccion de -OMe

mediante oxidacion con AgO (I1).

Obtencion de 1,4-dimetoxi-2-metil-5-(tert-pentil)benceno

En condiciones anhidras con una atmosfera de argén y una temperatura de 0 °C se
afiade de forma secuencial 876 mg de AICl3 (6.57 mmol), 1 mL de nitrometano, 476 pL
de 2,5-dimetoxitolueno (3.285 mmol) (Figura 7) y 808 pL de 2-cloro-2-metilbutano (6.57
mmol) (Figura 8), manteniendo agitacion magnética durante 1.5 horas. Para detener la
reaccion se afiadid agua hasta observar decoloracién. A continuacion, se realiz6 una
extraccion liquido-liquido con éter etilico y la fase organica se secé con MgSO. anhidro
y se filtrd por gravedad. El éter etilico se evaporo6 a presion reducida con un rotavapor
Buchi R-200®. Los productos de reaccion se purificaron mediante cromatografia en
columna de gel de silice (120 x 30 mm @) usando como eluyente n-Hex/AcOEt (99:1)

resultando 3 fracciones principales en base al comportamiento en TLC.
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—7.26 CDCI3
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i
Me H, H-6
OMe
2,5-dimetoxitolueno
6.8 6.7 6.6
(ppm)
) . 1
T T T T T T T T T T T T T
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5
(ppm)

Figura 7. Espectro de RMN de 'H de 2,5-dimetoxitolueno (CDCls, 500 MHz, 295 K). Ampliacidn de la region
aromdtica entre 6.6 y 6.8 ppm donde se observan las sefiales de los protones aromdticos. Se indica su
asignacion y las correspondientes constantes de acoplamiento (J) en Hz.

[l
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212019 1.8 1.7 1.6 1.5 1.4 1.3 1.2 1.1 1.0 0.9 0.8 0.7
(ppm)

T T T T T T T T T
.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5
(ppm)

Figura 8. Espectro de RMN de 'H de 2-cloro-2-metilbutano (CDCls, 500 MIHz, 295 K). Ampliacién de la regidn
entre 0.5y 2.0 ppm y asignacion de las sefiales.
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El anlisis de los espectros de RMN de *H de las fracciones resultantes confirmé que
la fraccidn 1 (F1) contenia sefiales que indicaban la presencia de 1,4-dimetoxi-2-metil-5-
(tert-pentil)benceno (espectro no mostrado). Siguiendo la estrategia sintética se utiliza
para la obtencion del compuesto A (2-metil-5-(tert-pentil)ciclohexa-2,5-diene-1,4-
diona).

Obtencion del compuesto A (2-metil-5-(tert-pentil)ciclohexa-2,5-diene-1,4-diona)

A partir de la fraccién anterior (294 mg, 1.34 mmol) se afiadi6 en el siguiente orden
4 mL de dioxano, 1.2 g de 6xido de plata (AgO (1)) (5.34 mmol), y 2 mL de HNOs 7N,
todo ello en agitacion continua y a una temperatura de 0°C. Después de 1.5 horas se
detuvo mediante adicion de agua hasta observar un cambio de color de rojo ladrillo a
amarillo. Tras extraer con diclorometano (CH2Cly) se elimino el disolvente con la ayuda
del rotavapor y se analizé el espectro de RMN-'H. La mezcla de reaccion se purifico
haciendo mediante cromatografia en columna (120 x 30 mm @), usando gel de silice como
fase estacionaria en condiciones isocraticas (n-hex/AcOEt (99:1)). Las fracciones se
agruparon de acuerdo a su similitud en TLC. Los resultados de RMN revelaron la
presencia de compuestos con sefiales caracteristicas de benzoquinonas, con lo que se

procedio a realizar la purificacion final por HPLC.

=]
oA

100 %
I\ g AcOEt

' \_ 100 % |
J Tm—————{ n-hexane i i )
40 55 70 t (min)

Figura 9. Cromatograma resultante de la purificacion en HPLC (Absorbancia/tiempo de retencion) del
compuesto A (tg = 31 min). Grdfico del sistema de elucion.

Purificacion del compuesto A (2-metil-5-(tert-pentil)ciclohexa-2,5-diene-1,4-diona)
El producto de reaccién se purific6 mediante HPLC. Se empleé una columna p-
Porasil siguiendo el grafico de elucion representado en la Figura 9. Se mantuvo un flujo

constante de 2 mL/min. Del anélisis de TLC y RMN-H de las 30 subfracciones obtenidas
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se obtuvo un compuesto puro que se identific6 como compuesto A (2-metil-5-(tert-
pentil)ciclohexa-2,5-diene-1,4-diona).

Elucidacion estructural del compuesto A (2-metil-5-(tert-pentil)ciclohexa-2,5-diene-
1,4-diona)

La estructura quimica del compuesto A se determiné mediante experimentos de RMN
(600 MHz) monodimensionales y bidimensionales. El anlisis del espectro de RMN-H
(Figura 10) indicd la presencia de un singulete a 6+ 6.52 ppm (H-6) y un doblete a 81 6.50
(J=1.6 Hz, H-3), correspondientes a dos protones olefinicos respectivamente. Este ultimo
esta acoplado con la sefial de un metilo desapantallado a 61 2.01 ppm (J=1.6 Hz, Me-7)
lo que confirma que H-3 y el metilo se encuentran del mismo lado del anillo y que el
compuesto A es el resultante de la reaccion de monoalquilacion sobre el anillo. En el
rango comprendido entre 0.5y 1.8 ppm se encuentran las sefiales de la cadena alquilica.

7.26 CDCI3
—6.52
_6.50
~-6.49
201
~2.01

6.52
6.50
6.49

70

69
0.88
0.88
0.87
0.87
0.87
0.86
0.86
0.86

ﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁ

/
é
\

R

\
\

Me-7

9
00
3

6.52 6.50 6.48 2.04 2.02 2.00
f1 ppm, f1ppm,

, . A WS

6.0 5.5 5.0 45 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
f1ppm)

0.99~_
1.00 7~
611 —=
3.06—=

7.5 7.0

o
(O]

Figura 10. Espectro de RMN de 'H de A (CDCls, 600 MHz, 298 K). Ampliacién de las regiones entre 6.48-
6.53 ppmy 1.99-2.04 ppm.

Del analisis del espectro de RMN de *C se deducen los principales grupos
funcionales de la molécula confirmando la presencia de dos carbonos carbonilicos a d¢

188.9 y 187.9 ppm y cuatro carbonos de dobles enlaces (Figura 11, Tabla 1).

14



77.16 CDCI3

_188.83
\-187.88
155.24
144.30
_-135.50
~133.30
—38.52
~35.63
3021
—27.85
15.13

T T T T T T T T T T
190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
1 (ppm)

Figura 11. Espectro de RMN de **C de A (CDCls, 150 MHz, 298 K) en el que se indican los grupos funcionales
presentes en la molécula.

WGM H-3

C7 —...
+20

cr/es 4

—. 30
c-3
40

F50

60

+70

f1ppm,

90

+100

r110

+120

+130

6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 20 15 1.0
f2 (ppm,

Figura 12. Experimento HSQC de A (CDCl;, 600 MHz, 298 K). Este experimento permite establecer las
correlaciones de cada protdn con su respectivo dtomo de C. En la figura se han sefialado las correlaciones
observadas para A.
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Estos datos, combinados con las correlaciones observadas en el experimento HSQC
permitieron establecer las correlaciones directas 'H-'°C, incluyendo las sefiales

correspondientes al fragmento zert-pentilo, tal y como se indica en la Figura 12.

Una vez se ha confirmado la formacion del nucleo 2-metil-1,4-quinona, el estudio de
las correlaciones observadas en el experimento HMBC nos permitié confirmar la posicion

en la que se encuentra sustituido el radical tert-pentilo (Figuras 13 y 14).

H-6 H-3
A
¢7— o}
— £
. /A
c-2 = i\@f
v‘

Figura 13. Experimento HMBC de A (CDCl;, 600 MHz, 298 K). Este experimento permite establecer las
correlaciones *H-13C a dos y tres distancias de enlace. En la imagen se muestran las ampliaciones del
experimento HMBC donde se aprecian las correlaciones que muestran H-6 y H-3. Los mds representativos
son los indicados con flechas en la figura.

1 \ L130
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Figura 14. Ampliacion del experimento HMBC de A (CDCl;, 600 MHz, 298 K). Las correlaciones mds
representativas estan indicadas con flechas en la figura.
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Las correlaciones de H-3 con C-1y C-7, y de H-6 con C4 y C-2’ confirmaron que H-
6 se encuentra sobre el mismo doble enlace que el fragmento tert-pentilo, y que el Me-7
es vecinal a H-3, y permiten situar cada grupo carbonilo en el anillo quinona. Por otra
parte, para confirmar que la posicion relativa de los protones H-3 y H-6 en el anillo es
para- son determinantes las correlaciones que se observan entre H-6 con C-2, H-3 con C-
5y las del metileno H2-3’ y de los Me-1" y Me-5" con C5.

De este modo queda completamente definida la estructura del compuesto A,
confirmandose la obtencién del compuesto mayoritario de la reaccion, cuyos datos

espectroscopicos estan recogidos en la Tabla 1.

Tabla 1. Datos de RMN-H* y 13C del compuesto A (CDCls, 600 MHz, 298 K).

Posicion 1 (ppm, J) 8¢ (ppm)
1 188.8, C
2 144.3,C
3 6.50, d (1.6) 135.5, CH
4 187.9,C
5 155.2,C
6 6.52, s 133.3, CH
7 2.01,d (1.6) 15.2, CH3

1,5 1.20, s 27.8, CHs
2 385, C
3 1.70, dd (5.0, 3.6) 35.7, CH,
& 0.87,t 30.2, CHs

Andlisis de la actividad antiparasitaria del compuesto A

El compuesto A fue analizado en el Instituto Universitario de Enfermedades
Tropicales y Salud Publica de Canarias por el grupo de Amebas de Vida Libre con el fin
de determinar su actividad antikinetoplastida frente a dos especies de Leishmania y

Trypanosoma cruzi y su toxicidad frente a macréfagos murinos J774A.1 (Tablas 2 y 3).
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Tabla 2. Actividad antiparasitaria (ICsp) y toxicidad (CCso) del compuesto Ay de los farmacos de referencia.

, , , Macréfagos
e L. allgaz(or:\:nss L.I donovani T. cruzi 1774A.1
so (LM) Cso (LM) ICso (LM) CCso (M)
Compuesto A 0.625+0.104 112.11 +22.02 4.37 +0.26 23.47 £ 2.45
Milefosina 6.48 £ 0.24 3.32+0.27 -- 72.19 + 3.06
Benznidazole - - 6.94 +£1.94 400.00 + 4.00

ICso: concentracion inhibitoria mdxima media; CCsy: concentracion requerida para reducir la
viabilidad de macréfagos murinos J744A.1 en un 50%.

Tabla 3. indice de selectividad (S1)=CCs./ICso del compuesto A comparado con los férmacos de referencia.

Compuestos L. amazonensis L. donovani T. cruzi
SI (CCso/1Cs0) SI (CCso/1Cs0) SI (CCso/1Cs0)
Compuesto A 37.6 0.21 5.37
Miltefosina 11.1 21.74 --
-- 57.64

Benzinidazol --

El compuesto A resulta especialmente activo contra L. amazonensis con un ICsq de

625 nM y un Sl de 37.6, que supera el mostrado por miltefosina.
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Parte 2. Revision de sesquiterpenos y sesquiterpenquinonas marinas

bioactivos

Sesquiterpenos marinos con actividad antileishmania
Del andlisis bibliogréfico se deduce que son escasos los sesquiterpenos de origen

marino descritos hasta el momento que poseen actividad frente a leishmania.

El sesquiterpeno (S)-(+)-curcufenol (10), aislado de las esponjas marinas Didiscus
axeata, D. flavus, Myrmekioderma styx y Epipolasis sp., resulta activo frente a L.
donovani con un ICso de 11 uM, proximo al de la pentamidina y anfotericina B. Mientras
que, el derivado esterificado del &cido nicotinico (11) posee una actividad incluso mayor
que la propia pentamidina (1Cso 0.6 M),

Euplotina C (12), aislado del ciliado Euplotes crassu, destaca por presentar actividad
leishmanicida con un I1Cso 4.6-8.1 pug/mL*t. Asimismo, shagene A (13), aislado de un
octocoral no identificado, posee efecto citotoxico frente a amastigotes de L. donovani
(ICso 5 uM) con un indice de selectividad (SI) 70 veces superior que el de miltefosinal?.

OH Ojj\@fe
(10) (S)-(+)-curcufenol
(12) Euplotina C (13) Shagene A

Figura 15. Compuestos sesquiterpénicos con actividad antileishmania.

19



Actividad bioldgica de quinonas sesquiterpénicas marinas.

Las Unicas quinonas sesquiterpénicas con actividad antileishmania que han sido
descritas son la forma oxidada del avarol (14), avarona (15), aislados de la esponja
Dysidea avara, y la forma semisintética tiazoavarona (16). Todos ellos presentan buena
actividad frente a L. infantum y L. tropica (Tabla 4)®.

0]
1L
z OH z
\E. < O
(14) Avarol (15) Avarona (16) Tiazoavarona

Figura 16. Par redox avarol/avarona y su andlogo semisintético tiazoavarona.

Tabla 4. Actividad antileishmania de sesquiterpenos aislados de la esponja Dysidea avara en comparacion
con control.

Compuestos Llé:]f:;::)’: SI L,' Cl:,f 7:::)21 SI IL(':;T::; SI
14 7.42 £0.27 5.0 3.19 11.6 7.08+1.91 11.6
15 28.21+0.32 2.2 7.64 8.1 20.28 £3.56 8.1
16 8.78 £+ 0.26 0.38 4.99 0.67 9.52+0.32 0.67

Anfotericina 0.20 £ 0.03 - 0.189 - 0.17 £0.04 -
B

P Forma parasitaria promastigote. * Forma parasitaria amastigote. SI= HMIEC-1/ICso Leishmania sp. HMCE-
1: actividad sobre células del endotelio microvascular humano.

Extendemos por tanto la busqueda a sesquiterpenquinonas bioactivas de origen
marino, compuestos de biogénesis mixta, que incluyen un fragmento sesquiterpénico y
un ndcleo de quinona en su estructura. Para racionalizar la presentacion de resultados se

agrupan, en la medida de lo posible, atendiendo a la sustitucién sobre el anillo quinénico.
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a. Sustitucion en 4’

(17) 4'-Isopropiltioavarona R= S’<

(18) 4'-Terc-bultiltioavarona R= S‘é

(19) 4'-Propiltioavarona R= S™\_-
(20) 4'-Octiltioavarona R= S\/(CHz)e

(21) (+)-19-Metilaminoavarona R= -NHCH;

(22) (+)-19-Metoxiavarona R= -OMe
o)
9 0]
OEt OH H
~"s0,H
" H
o)
(23) 19-Etoxinoavarona (24) 4'-Leucinavarona (25) Melemeleona B

(26) Popolohuanona H

(27) Penicilliumina A

Figura 17. Sesquiterpenquinonas marinas sustituidas en la posicion 4.

Tabla 5. Actividad de sesquiterpenquinonas sustituidas en la posicion 4'.

Compuesto Organismo Actividad Ref
Dysidea avara v andlogos Antiincrustante e inhibitoria frente bacterias y [14]
15, 17-20 siﬁtéticos de 1;’ g hongos marinos. Destaca 17y 18 con IMC< 1
ug/mLy LCso/ECso > 4
21 Dysidea sp. Citotoxicidad frente a A-549, HELA, K562, HCT- [15]
116 y BEL-7402. Destaca 21 con valores ICso [16]
22 Analogo sintético de 15 0.93-4.61 uM e ICsg 2.4 uM sobre FemX
23 Analogo sintético de 15 Citotoxicidad frente a NCI-H29 con ICsp 2.77 uM  [17]
20 Dysidea avara Citotoxicidad frente a A-549 y HT-29 con ICs [18]
Y 7.40 uM y 9.62 pM respectivamente
25 Dysidea avara Citotoxicidad frente a PTK con 1Csp 28 uM [19]
26 Dactylospongia elegans Actividad inhibitoria frente IL-6 y TNF-a [20]
27 Penicillium sp Citotoxicidad frente a A-549, HepG2 y HELA [21]
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b. Sustitucion en 3’

- 4
-

(28) (+)-20-Metoxiavarona  (29) R=CH,CH,Ph
(30) R= NHCHj

(0]

O

H

N OEt
L o)

(31) 18-Etoxineoavarona (32) 3'-Aminoavarona

NH,

Figura 18. Sesquiterquinonas sustituidos en la posicion 3.

Tabla 6. Actividad de sesquiterpenquinonas sustituidas en la posicion 3’.

Compuesto Organismo Actividad Ref
. s Citotoxicidad frente a A-549, HELA, [16]
28-30 Analogos sintéticos de 15 K562, HCT-116 y BEL-7402
31 Dysidea avara Citotoxicidad frente a NCI-H29 con ICs [17]
Y de 5.45 uM
Citotoxicidad frente a MDA-MB-231 con [22]

32 Dysidea sp. ICs0~2 pg/mLy LS174T, de menor
importancia (1Cso - 20 pg/mL)

c. Sustitucionen3’y ¢’

HO

Nakijiquinona

N
(33) A R=H (34)B R=CH(CH3), (37)G Ry= H
(35) € R=CH,OH (36) D R=CH(OH)CH; (38)H R1=MNTNH2
(39) | R,= Wﬁ/ NH

o)

Figura 19. Sesquiterpenquinonas sustituidas en la posicion 3'y 6'.
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(o} 0}
HO HO
Ph
OMe E H/\/
B (e}
(40) lllimaquinona (41) 5-Epi-illimaquinona (42) Esmenospongidina
(0] (0] (0]
HO HO/\¢\
- N/\)\ E NH M
H : H H 2 OMe
B (0] : (0]
(43) Esmenospongiarina (44) Esmenospongina (45)
(0}

OMe

(46) (47) Dysidina

Figura 19 (cont.). Sesquiterperquinonas sustituidos en la posicién 3'y 6'.

Tabla 7. Actividad de sesquiterpenoides sustituidos en la posicion 3'y 6' sobre el anillo de quinona.

Compuesto Organismo Actividad Ref

Citotoxicidad frente a L1210 y KB y actividad [23]
33,34 antifungica contra Candida albicans y Aspergillus
niger

Citotoxicidad frente a L1210 con ICsp de 5.8 [24]
ug/mLy 8.1 ug/mL respectivamente

35, 36
Spongiidae sp. Citotoxicidad frente a KB con ICso de 6.2 y 1.2
ug/mL respectivamente
37, 38 Citotoxicidad frente a L1210, KB y HER2 [25]

Citotoxicidad frente a Cryptococcus neoformans,  [26]
39 Candida albicans y Aspergillus niger con CMI
8.35, 8.35 y 16.7 ug/mL respectivamente

Citotoxicidad frente a V79 (ICso 0.6 umol/L)., [27]
Cdc25B (ICso 92 uM), P-388, KB-16, A549 y [29]
) ) A2780 (ICso 10.9 uM). Actividad inhibitoria sobre
40 Hippospongia sp la DNA polimerasa B (ICsp 45.2 uM),

activacion del factor HIF-1 y aumento de la
expresion de VEFG
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Tabla 7 (Cont.) Actividad de sesquiterpenquinonas sustituidos en la posicion 3’y 6.

Compuesto Organismo

Actividad

Ref

41-44 Hipposppongia sp.

- Citotoxicidad frente a V79 con ICso de 2.8, 0.6,
1.7 y 0.8 umol/L respectivamente

- 41 presenta actividad citotédxica frente a
crustaceos del género Artemia (LDso 18 ppm),
antibidtica sobre Staphylococcus aureus, S.
aureus resistente a meticilina y Enterococcus
faecium resistente a la vancomicina (LDso 31.3,
62.5 y 15.6 pg/mL respectivamente) y
antifingica sobre Candida albicans resistente a
la anfotericina (LDso 125 pg/mL)

(28]

45-46 Dactylospongia elegans

Activacién del factor HIF-1 y aumento de la
expresion de VEFG

[29]

47 Dysidea villosa

- Activacién de la via de sefializacién de la
insulina, aumento de la captacién de glucosay
disminucion de la resistencia a la insulina

- Antiinflamatoria por inhibicidn de fosfolipasa
A2y 5-lipoxigenasa
- Antitumoral por induccidn del daifo en ADN,

bloqueo de tubulina e inhibicidn de proteinas
quinasas

(30]

d. Sesquiterpenquinonas resultantes de la fusidon del esqueleto sesquiterpénico

con el anillo de quinona

OMe

(50) Neopetrosiquinona A (51) Neopetrosiquinona B

Figura 20. Sesquiterpenquinonas con anillo quindnico fusionado.
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(52) Helenaquinona  (53) 14-metoxi-helenaquinona (54) Helenaquinol

Figura 20 (cont.). Sesquiterpenquinonas con anillo quindnico fusionado.

Tabla 8. Actividad de sesquiterpenoides policiclicos.

Compuesto Organismo Actividad Ref
- Citotoxicidad frente a P-388, A-549 y MCF-7 [31]
Chondrosia chucalla y - Inhibicidn de la diferenciacion de células [32]
48 esponjas de las especies  endoteliales y del crecimiento de [33]
Heteronema, Hyrtios y Mycobacterium tuberculosis en un 99 % (CMI 34]
Strongylophora. 12.5 mg/mLy ICs0 2.0 mg/mL)

- Potenciacién de la actividad de la caspofungina

49 Smenospongia Citotoxicidad frente a LU-1, HL-60, SK-Mel-2, [35]
cerebriformis HepG-2 y MCF-7 (ICso 0.7-1.6 pg/mL)
Citotoxicidad frente a lineas celulares tumorales  [36]
50-51 Neopetrosia proxima de mama, pulmdn y colon por induccién de
apoptosis
(37]
Xestospongia cf. .
52-54 . Inhibitoria sobre PTK (Clso< 10 uM)
carbonaria
e. Misceldaneos
(55) Disicigonio A (56) Disidinoide B
Figura 21. Misceldneos.
Tabla 9. Actividad de los compuestos 55 y 56.

Compuesto Organismo Actividad Ref

Antiinflamatoria. 56 destaca por presentar [38]
valores de 1Csp 9.15 uM y 17.52 uM frente a

IL-6 y TNF-a respectivamente y actividad in

vivo en el pez cebra

55-56 Dysidea septosa
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5. Conclusiones

A partir de las formas oxidadas de los sesquiterpenos aislados del alga roja L.
johnstonii se han disefiado y sintetizado compuestos con actividad antileishmania,
como es el compuesto A.

Los resultados de actividad del compuesto A demostraron la efectividad del
disefio, ya que presenta una actividad frente a L. amazonensis de 1Cso = 625 nM
y un Sl de 37.6, superando el mostrado por miltefosina, uno de los farmacos de
referencia.

La revision bibliografica sobre sesquiterpenos marinos refleja que son muy pocos
los metabolitos que presentan actividad antileishmania.

Ademas, de la informacion bibliogréafica se desprende la importancia del anillo de
quinona en metabolitos que muestran actividades bioldgicas.

Los problemas de suministro y la complejidad de las estructuras de este tipo de
compuestos hacen de la sintesis quimica una herramienta que permite obtener

analogos mas simples igualmente eficaces.
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