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RESUMEN

Las microalgas marinas son cruciales como productores primarios debido a su capacidad de
realizar fotosintesis, transformando la luz solar en energia quimica y produciendo oxigeno.
Entre estas microalgas, los dinoflagelados destacan por las sustancias bioactivas que
generan, las cuales son de gran interés tanto para la industria farmacéutica como para la
alimentaria en el sector pesquero.

Los dinoflagelados del género Amphidinium son objeto de creciente interés debido a la gran
variedad y cantidad de metabolitos activos que producen y las actividades bioldgicas que
presentan. Recientemente, el grupo de investigacién en el que se encuadra esta memoria
del trabajo de fin de grado ha realizado una bioprospeccién de cepas de Amphidinium en la
isla de Tenerife.

En esta memoria se aborda el estudio del perfil quimico de extractos obtenidos del cultivo
artificial de dos cepas de Amphidinium aisladas en Tenerife (AmTF-8 y AmTF-12) con
potencial biotecnolégico en la produccidon de compuestos de alto interés para su uso como
patrones en el control toxicolégico y como herramientas farmacolégicas.

El estudio se llevé a cabo en el grupo de investigacién de productos marinos del IUBO-AG
en la Universidad de La Laguna.

Palabras clave: microalgas, dinoflagelados, Amphidinium, aplicaciones biotecnoldgicas,
metabolitos activos, amphidinoles.
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ABSTRACT

Marine microalgae are crucial as primary producers due to their ability to photosynthesise,
transforming sunlight into chemical energy and producing oxygen. Among these
microalgae, dinoflagellates stand out for the bioactive substances they generate, which are
of great interest to both the pharmaceutical and food industries in the fisheries sector.

Dinoflagellates of the genus Amphidinium are of increasing interest due to the great variety
and quantity of active metabolites they produce and the biological activities they exhibit.
Recently, the research group in which this dissertation report is framed has carried out a
bioprospecting of Amphidinium strains on the island of Tenerife.

This report deals with the study of the chemical profile of extracts obtained from the
artificial culture of two strains of Amphidinium isolated in Tenerife (AmTF-8 and AmTF-12)
with biotechnological potential in the production of compounds of high interest for use as
standards in toxicological control and as pharmacological tools.

The study was carried out in the marine products research group of the IUBO-AG at the
University of La Laguna.

Key words: microalgae, dinoflagellates, Amphidinium, biotechnological applications, active
metabolites, amphidinols.
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1. INTRODUCCION

1.1 Biotecnologia marina.

Los océanos cubren mas del 70% de la superficie terrestre y albergan una enorme diversidad
de especies. De los 35 filos animales identificados taxondmicamente, 34 se encuentran en
el medio marino, y muchos de ellos de forma exclusiva. Esta biodiversidad es el resultado
de una larga evolucidn, sometida a las extremas condiciones marinas, que favorecen la
producciéon de una gran variedad de moléculas con estructuras Unicas en términos de
diversidad, caracteristicas estructurales y funcionales.

Teniendo en cuenta que se ha explorado menos del 5% de las profundidades marinas (1-2),
los recursos marinos constituyen una fuente prometedora de aplicacién biotecnoldgica con
gran potencial para lograr nuevos avances en los sectores bioquimico, farmacéutico,
cosmético y bioenergético. La Organizacién para la Cooperacion y el Desarrollo Econédmicos
(OCDE) define la biotecnologia marina como "la aplicacion de nuevas metodologias a los
organismos marinos para aumentar la produccion de productos del mar, mejorar la
seguridad y el control de la proliferacion de microorganismos nocivos transmitidos por el
agua, desarrollar nuevos medicamentos y cuidados de salud, cosméticos y aplicaciones en
la agricultura y productos alimentarios"(3).

1.2 Microalgas marinas

Las microalgas marinas son ideales para producir productos de alto valor y materias primas
para energias renovables, debido a su posible cultivo artificial, su adaptabilidad a diversas
condiciones externas, su capacidad para producir biomasa sostenible, y la sintesis de
compuestos potencialmente bioactivos (4-5).

Las microalgas presentan varias ventajas con respecto a las plantas superiores, como una
estructura celular mas simple, una elevada productividad de biomasa, una elevada relacién
superficie celular/volumen, una rapida tasa de crecimiento (100 veces superior a la de las
plantas terrestres), una mayor eficiencia fotosintética (tasa de conversion de fotones en
biomasa), y la no competitividad de la tierra cultivable y los recursos hidricos (6-7).

El reto sigue siendo optimizar nuestra capacidad para acceder a ellas, identificarlas y
explotarlas, asi como crear las condiciones que permitan cultivar la gran mayoria de estos
microorganismos para proporcionar una fuente de suministro estable.
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1.2.1 Dinoflagelados

El filo Dinoflagellata engloba una gran diversidad de organismos eucariotas unicelulares
(figura 1), incluidos taxones fototroficos, por lo que desempefia un papel fundamental en
la cadena bioldgica. Los dinoflagelados se encuentran actualmente en todos los sistemas
acuaticos, principalmente en aguas marinas, donde se conocen al menos 2377 especies. Se
dan desde altas latitudes hasta los tropicos y pueden encontrarse incluso en el hielo marino

(7).

Unas 60 especies de dinoflagelados producen potentes toxinas citoliticas, hepatotdxicas o
neurotoxicas peligrosas para los seres humanos y otros organismos. Aparte de la toxicidad,
la mayoria de los metabolitos elaborados por dinoflagelados tienen un alto valor afadido a
través de su uso en estudios farmacoldgico (8).

La aparicién de estas toxinas esta asociada con la proliferaciéon de estas microalgas (en
inglés Harmful Algal Blooms), cominmente denominadas mareas rojas (figura 2) por los
cambios de coloracion que producen en la superficie del agua (9).

Figura 1: Micrografias existentes
de taxones de dinoflagelados
seleccionados que muestran parte
de su diversidad morfolégica. (a)
Akashiwo sanguinea, (b)
Erythropsidinium sp., (c)
Dinophysis miles var. schroeteri,
(d) Ornithocercus quadratus, (e)
Histioneis panda, (f) Prorocentrum
micans, (g) Oxyphysis oxytoxoides,
(h) Alexandrium catenella, (i)
Ceratium breve, (centro),
Gonyaulax polygramma,
(izquierda) y Podolampas
palmipes, (derecha). (j) Oxytoxum,
scolopax, (k) Amphisolenia
bidentata, (I) Pyrocystis fusiformis,
(m) Ceratium vultur (10).
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Figura 2: Marea roja de Noctiluca scintillans que tifi6 el litoral de la Ria de Vigo en 2020 (11).

1.2.2 Género Amphidinium

Entre la enorme riqueza de especies de dinoflagelados, el género Amphidinium (figura 3) es
especialmente relevante (12). Con respecto a otros dinoflagelados que suelen
caracterizarse por sus bajas tasas de crecimiento, estos son capaces de crecer rdpidamente
y generar rendimientos de biomasa altos, en condiciones de cultivo adecuadas (13-14).

Figura 3: Microfotografia de Amphidinium carterae. Fotografia obtenida
de Roscoff Culture Collection (15).

Asi mismo, son organismos capaces de sintetizar sustancias de gran
interés estructural y farmacoldgico: amphidinoles, amphidinolidas,
amphirioninas, amphidinolactonas, amphidinocétidos. Entre los
metabolitos secundarios de este género tienen gran relevancia los
amphidinoles (AMs), compuestos con cadenas polihidroxiladas de naturaleza policétida con
diversas actividades antifungicas, citotdxicas y hemoliticas y también frente a patégenos
humanos (16-17).
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1.3 Antecedentes.

Recientemente, el grupo de Productos Marinos del IUBO-AG, llevd a cabo la bioprospeccidn
de cepas del género Amphidinium en Tenerife. Doce cepas (tabla 1) fueron aisladas y
caracterizadas. Las cepas AmTF-8 (A. carterae) y AmTF-12 (A. gibboson) fueron
seleccionadas para su estudio, por su respectivo potencial en contenido en amphidinoles y
actividad antiproliferativa. (Glso< 4,5 microgramos/mL)

Strain ID | Closest neighbor Ident. (%) Accession

AmTF-1 = Amphidinium carterae 99.6 MZ351939.1
AmTF-2 = Amphidinium operculatum 97.4 MZ851805.1
AmTF-3 = Amphidinium sp. 93.6 EU046331.1
AmTF4 | Amphidinium massartii 99.8 MZ851799.1
AmTF-5 ' Amphidinium carterae 99.7 AY460586.1
AmTF-6 | Amphidinium carterae 98.2 v AY460586.1
AmTF-7 = Amphidinium carterae 97.6 AY460586.1
AmTF-8 | Amphidinium carterae 98.5 MK605108.1
AmTF-9 | Amphidinium massartii 98.6 MZ851799.1
AmTF-10 = Amphidinium carterae 99.8 AY460586.1
AmTF-11 = Amphidinium massartii 98.9 MZ851799.1
AmTF-12 = Amphidinium gibbosum 98.7 AY460587.1

Tabla 1: Vecinos mas cercano en el GenBank para secuencias parciales del gen LSU r-RNA.

2. OBJETIVOS.

e Estudio del perfil quimico de extractos obtenidos del cultivo artificial de dos cepas
de Amphidinium aisladas en Tenerife (AmTF-8 y AmTF-12) con potencial
biotecnolégico en la produccion de compuestos de alto interés siguiendo dos
estrategias:

-Estrategia de fraccionamiento bioguiado segun actividad
antiproliferativa del extracto celular de la cepa AmTF-12.

-Busqueda, aislamiento e identificacion de sustancias de interés de
tipo amphidinol (AMs) en el extracto del medio de cultivo libre de
células de la cepa AmTF-8.

e Aprendizaje del proceso de cultivos de dinoflagelados y uso de técnicas
cromatograficas para la separacion y purificacién de moléculas.
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e Introduccidén alainterpretacidn de distintos experimentos de Resonancia Magnética
Nuclear (RMN) y Espectrometria de Masas (MS) para la caracterizacién estructural
de moléculas complejas.

3. MATERIAL Y METODOS.

3.1 Material bioldgico.

Las cepas del género Amphidinium objeto de estudio, AmTF-8: Amphidinium carterae y
AmTF-12: Amphidinium gibbosum, fueron aisladas, cultivadas artificialmente vy
caracterizadas a partir de muestras de fitoplancton recolectadas en diferentes charcos en
la zona intermareal en Punta de Hidalgo, noreste de la isla de Tenerife (Figura 4). Las cepas
son mantenidas en el laboratorio del IUBO-AG a escala de cultivo de 20 mL en matraces de
50 mL (x3) en las condiciones que se detallan mas adelante.

Santa Cruz
de Tenerife

Puerto de
la Cruz

ueva del\Viento
Los Realejos

G ch

Masca
CANARIAS
Parque Natura
Acantilados de Corona
Los Gigantes Forestal [ TF-1 ]
Guia de Isora

Playa San Juan
Vilafior

&
Adeje
La Caleta
Costa Adeje

Los Cristianos El Médano

Costa del
Silencio

Figura 4: Localizacién Punta del Hidalgo (18).

3.2 Cultivo y escalado.

A la hora de realizar un cultivo se debe llevar a cabo la esterilizacidn del material a usar en
el autoclave a 121 2C durante 30 minutos.

También es necesario el filtrado del agua del mar que va a servir de base al medio de cultivo.
El agua, a la que se le afiade un 5% de agua destilada para disminuir la salinidad, se hace
pasar por una bateria de filtros que van desde las 2.5 micras, 0.65 micras, hasta el mas
pequefio, 0.2 micras.
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Posteriormente se le afiade las disoluciones patrén con los nutrientes del medio de cultivo
usado, el medio Guillard K modificado. Su composicion es la siguiente: NaNOs, 882 uM;
NH4Cl, 50 uM; NaH,PQO4, 10 uM; TRIS, 1 mM; NaEDTA:;H,0, 90 uM; Fe-Na-EDTA, 14.6 uM;
MnCl;+4H>0, 0.9 uM; ZnS04-7H,0, 0.08 uM; CoS04:7H,0, 0.05 uM; NaMo04-2H,0, 0.03 uM;
H,Se03, 0.01 puM; Tiamina, 0.7 uM; Biotina, 2.1 nM; B1, 0.37 nM.

El Medio Guillard K es un medio mineral estandar para el cultivo de microalgas marinas. La
naturaleza predominantemente inorganica de este medio le facilita como medio de
mantenimiento de cultivos axénicos (19).

Los cultivos de cada cepa fueron escalados, aproximadamente cada 20 dias en matraces de
50 mL, 250 mL, 1 Ly 5 L conteniendo respectivamente 20 mL, 150 mL, 500 mLy 3 L de agua
de mar enriquecida con medio Guillard K modificado (Figura 5-6). Los cultivos fueron
incubados a 21+ 2 °C bajo una intensidad de luz de de 60 pE s m? y un fotoperiodo luz
oscuridad de 18:6.

Figura 5: Diagrama general del escalado del cultivo.
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Figura 6. Fotografias de la cdmara de cultivo.

3.3 Cosecha y extraccion.

Un volumen de 20 litros de cada cepa de Amphidinium fue centrifugado (5000 rpm, 15min,
Sorvall™ RC SB), y los sobrenadantes filtrados, usando sistemas de filtracién al vacio y filtros
de borosilicato (GMFA).

La biomasa se extrajo con metanol:tolueno 3:1 bajo sonicacién hasta agotamiento.
Posteriormente, el extracto se filtré y el disolvente se eliminé al vacio (BUCHI Rotavapor R-
200).

Por su parte el medio de cultivo libre de células se pasd a través de un cartucho SPE RP-C18
acoplado a un recolector de vacio VISIPREPTH SPE (Supelco®) (esquema 1).

Cada 1-2 L, el paso del sobrenadante es interrumpido para retirar la sal del cartucho con
agua destilada. Una vez retirada la sal, se procedia a la extraccion de los compuestos
adsorbidos en el cartucho con metanol. Se concentré el extracto del medio en rotavapor,
eliminando el disolvente organico (metanol) y residuos de agua proveniente de la
extraccion.
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Cultivo Amphidinium.

Homogenizacidn

Centrifugacion

Filtracion
Biomasa (AmTF-12). Medio (AmTF-8).
SPE RP-C18 MeOH/ultrasonido
L) Extracto enriquecido en
— Extracto metandlico. —

Amphidinoles.

Esquema 1: Diagrama de obtencion de extractos de las cepas AmTF-8 Y AmTF-12.
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3.4 Ensayos de actividad antiproliferativa.

Los ensayos de actividad antiproliferativa se realizaron en colaboraciéon con el grupo de
investigacion BiolLab del IUBO-AG de la ULL. La actividad se evalud frente a seis lineas
celulares tumorales: A549 (células epiteliales basales alveolares de adenocarcinoma
humano), Hela (células de cancer de cuello uterino), Mia PaCa-2 (lineas celulares tumorales
humanas pancreaticas), SW1573 (células de cancer de pulmén), T-47D (lineas celulares
tumorales de cancer de mama) y WiDr (lineas celulares tumorales de carcinoma de colon).

3.5 Técnicas cromatograficas.

3.5.1 Cromatografia de exclusién molecular.

Esta cromatografia se basa en la separacién de los componentes en funcién a su tamafo
molecular. La capacidad separadora viene dada por el gel cuya matriz consta de un nimero
muy elevado de esferas porosas microscépicas que forman una red tridimensional.

Utilizamos una columna Sephadex LH-20 (3,5 x 24cm) y como fase movil metanol y mezclas
de n-hexano:CH,Cl,:MeOH (2:1:1).

Figura 7: Columna de Sephadex LH-20.

11
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3.5.2 Cromatografias liquidas de media y alta resolucién.

En la cromatografia liquida de media y alta resolucion, los componentes de la muestra,
previamente disueltos en un disolvente adecuado (fase movil), son forzados a atravesar la
columna cromatografica gracias a la aplicacion de presiones.

El material interno de la columna (fase estacionaria) esta constituido por un relleno capaz
de retener de forma selectiva los componentes de la mezcla. La resolucidon de esta
separacion depende de la interaccidn entre la fase estacionaria y la fase mdvil, pudiendo
ser manipulada a través de la eleccién de diferentes mezclas de disolventes y distintos tipos
de relleno. Como resultado final los componentes de la mezcla salen de la columna
separados en funcidn de sus tiempos de retencién.

Se usaron dos tipos de sistemas. El primero semiautomatico, controlado por una bomba de
presion media, (Ismatec, Fluid Metering ®) conectada a un inyector y a su vez conectado a
la columna LOBAR LiChroprep con fase estacionaria RP-18 y a un espectrofotémetro (BUCHI
C-635) que nos da los valores de absorbancia de las fracciones separadas (Figura 8).

Figura 8: Sistema de cromatografia liquida de media presion.

El segundo sistema utilizado fue el HPLC Agilent Technologies Serie 1200 (figura 9),
equipado con una bomba cuaternaria (G1311C), un colector de fracciones automatico
(G1364C), un detector del indice de refraccion (G1362A, Infinity™) y un detector UV (2).

12
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Figura 9: Sistema HPLC Agilent Technologies Serie 1200.

3.5.3 Cromatografia en capa fina (TLC).

Para el seguimiento de las separaciones cromatograficas se utilizaron cromatofolios de gel
de silice 60 F2s4 Merck®.

La placa de TLC se coloca verticalmente en una cdmara cerrada con un disolvente organico
(fase movil). Este se desplaza hacia arriba por capilaridad y los componentes de la muestra
migran distancias variables en funcién de sus afinidades diferentes por la fase estacionaria
y la fase movil.

Se evalla el factor de retencion de cada componente, ayudandonos también a dilucidar el
disolvente o mezcla de disolventes orgdnicos éptimo a la hora de llevar a cabo
cromatografias liquidas de los mismos. El revelador que se usd fue cloruro de cobalto al 2%
en disolucion de acido sulfurico al 10%.

Figura 10: Placas de TLC eluidas con diferentes polaridades de disolventes organicos.

13
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3.6 Técnicas de elucidacion estructural.

3.6.1 Resonancia magnética nuclear (RMN).

La aplicacién de un campo magnético externo produce desdoblamiento de los niveles
degenerados de energia del spin nuclear lo que induce a transiciones entre ellos. La
intensidad, forma y posicion de las sefiales obtenidas en el espectro de RMN estan
relacionadas con su estructura molecular.

En este estudio se emplearon dos equipos (Figura 11), uno de 500 MHz y otro de 600 MHz
(BRUKER® AVANCE) y metanol deuterado como disolvente.

Figura 11: Equipos de RMN utilizados.

3.6.2 Espectrometria de masas (RM).

Es una técnica analitica que determina la distribucién molecular de una sustancia segun su
masa. Utiliza un espectrometro de masas para analizar con precisidon la composicién de
elementos e isétopos, separando nucleos atdmicos por su relacién masa/carga (m/z). A
menudo se combina con cromatografia de gases (GC-MS).

El dispositivo mide las razones masa/carga de iones vaporizando e ionizando el material del
compuesto. El patrén de iones en el detector permite el analisis (21).

Espectros de masas de baja y alta resolucién se midieron empleando un espectrémetro LCT
Premier XE Micromass (Waters®) en modo electrospray.

14
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4. RESULTADOS Y DISCUSION.

Las separaciones cromatograficas del extracto celular de la cepa de Amphidinium AmTF-12
fueron guiadas por evaluacién de actividad antiproliferativa de las fracciones obtenidas en
cada paso. Los tiempos de espera, desde el envio de las muestras hasta la recepcion de los
resultados de los ensayos de bioactividad, se dedicaron al aislamiento cromatografico de
los metabolitos presentes en el extracto del sobrenadante del cultivo de la cepa AmTF-8,
un extracto enriquecido en amphidinoles. La reunién de las distintas fracciones se realizé
analizando el comportamiento en cromatografia en capa fina y por seguimiento de RMN de
proton.

4.1 Estudio bioguiado del extracto celular de AmTF-12.

El extracto celular del cultivo de AmTF-12 (1.25 g) se hizo pasar por una columna Sephadex
LH-20 (65 x 275 mm) (Figura 12), usando como fase mdvil una mezcla hexano-
diclorometano-metanol (2:1:1) y un flujo de 20 mL/min y se obtuvieron 4 fracciones
(Esquema 2).

Figura 12: Columna Sephadex LH-20 durante el fraccionamiento del extracto celular de
AmTF-12.
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AmTF-12

Sephadex LH-20
n-hexano:CH,Cl,:H,0 2:1:1

Flujo 20 mL/min

Fr2
T4.5 mg

Fr3 Frd
100.8 mg 101.1 mg

Columna Lobar LiChroprep RP-18

MeOH:H,0 7:3

3 mL/min

Fr2.3
5.4 mg

Fr2.4
49 mg

Universidad de La Laguna
Frl
129.6 mg
Fr2.1 Fr2.2
7.2mg 4.1 mg
HPLC

Columna Luna C18
MeOH:H,0 7:3

1 mL/min

AmTF-12 Fr2.4

Alicuota 15 mg

Fr2.A
1.3 mg

Fr2.4B
5.6 mg

Esquema 2: Fraccionamiento del extracto de AmTF-12.

Fr2.4C
5.3 mg
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Se tomé aproximadamente 1 mg de cada fraccidn y se enviaron al grupo de investigacién
BioLab del IUBO-AG de la ULL. En la tabla 2 se recogen los resultados del ensayo, la fraccién
2 del AmTF-12 fue la que mostré mejores resultados inhibiendo el crecimiento en un alto
en porcentaje de las seis lineas celulares utilizadas en el ensayo (Glsp<1.25 pug/mL) (Tabla 2)

Cmax Muestra
125 SGP-AmTF12-Fr1 31 37 46 75 103 63
125 SGP-AmMTF12-Fr2 <1.25 <1.25 <1.25 <1.25 <1.25 <1.25
125 SGP-AmTF12-Fr3 48 34 48 67 50 65
125 SGP-AmTF12-Fr4 105 54 125 125 125 125

Tabla 2: Inhibicion del crecimiento al 50% (Glso) frente a las distintas lineas celulares
tumorales de las fracciones obtenidas del extracto de AmTF-12.

Inhibicion del crecimiento al 50% (G150)

120

100

80

60

40
0 || || ||

SGP-AmTF12-Frl SGP-AmTF12-Fr2 SGP-AmTF12-Fr3 SGP-AmTF12-Fr4

Cmax

B A549 mHela m® Mia-PaCa2 SW1573 ®mT-47D m WiDr

Figura 13: valores de Glso (pug/mL).
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La Fr2 fue la que resulté mas activa frente a todas las lineas celulares, y con la que se
continud el estudio. El siguiente paso fue realizar una cromatografia liquida de media
presion (esquema 2) usando una columna LOBAR LiChroprep con fase estacionaria RP-18
(25 x 310 mm) en metanol:agua en proporcién 7:3 y un flujo de 3 ml/min. Se obtuvieron 4

fracciones que fueron nuevamente evaluadas en su actividad.

Con valores de Glso (ug/mL) (Tabla 3) de 3.7 ug/mL para A549, de 3.1 pug/mL para Mia PaCa-
2, de 4.7 pug/mL para Hela, de 1.3 pg/mL para SW1573, de 4.0 ug/mL para T-47D y de 1.9

ug/mL WiDr.
rressceiors ]
Cmax Muestra A549 Hela Mia SW1573 | T-47D WiDr
PaCa-2
125 | SGP-AmTF12-Fr2.1 125 125 125 68 125 125
125 SGP-AmTF12-Fr2.2 111 125 125 61 125 125
125 | SGP-AmTF12-Fr.2.3 88 100 75 46 125 71
125 | SGP-AmTF12-Fr2.4 3.7 4.7 3.1 1.3 4.0 1.9

Tabla 3: Inhibicidn del crecimiento al 50% (Glso) en las distintas lineas celulares tumorales

de las fracciones derivadas de las Fr2 del AmTF-12.
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Inhibicién del crecimiento al 50% (Gl

AmTF-12 Fr2.1 AmTF-12 Fr2.2 AmTF-12 Fr2.3 AmTF-12 Fr2.4

12

o

10

o

[o)
o

6

o

Cmax

H
o

2

o

B A549 M Hela M MiaPaCa-2 SW1573 mT-47D ™ WiDR

Figura 14: valores de Glso (pug/mL).

Tras analizar los resultados del ensayo de bioactividad decidimos seguir trabajando con la
fraccion 2.4. Después de varias cromatografias en capa fina probando diferentes
concentraciones se decide utilizar una cromatografia de alta resolucion HPLC en una
columna Luna C18 Phenomenex™ (250 x 10 mm), con fase movil metanol:agua 8:2 con un
gradiente de concentracidn hasta alcanzar 100% en metanol en 40 minutos y flujo de 1
mL/min.

Las fracciones obtenidas tal como se muestra en el esquema 1, y una alicuota
aproximadamente de 0,5 mg de cada una, fueron enviadas para un nuevo ensayo de
bioactividad, del cual estamos esperando los resultados en el momento de la entrega de la
memoria.

4.2 Separacion cromatografica del extracto del medio de cultivo de AmTF-8.

El extracto obtenido del medio de cultivo del AmTF-8 (0.18 g) fue centrifugado con el
objetivo de eliminar la sal de la muestra. Una vez hecho esto se hizo pasar por una columna
Sephadex LH-20 (figura 7) (240 x 35 mm), usando metanol como disolvente y un flujo de 2.5
mL/min. Se obtuvieron nuevamente 4 fracciones, de las cuales, los espectros de RMN-H,
mostraron que las tres primeras contenian amphidinoles (Esquema 3).

19



Facultad de Farmacia
Universidad de La Laguna

La fraccién 1y 2 fueron purificadas por cromatografia de alta resolucién HPLC en columna
Luna C18 Phenomenex™ (250 x 10 mm), con fase movil trifasica isocratica
metanol:agua:acético 7:3:0.1, y flujo de 1 mL/min. De la fraccién 1 se pudieron aislar 3
derivados de amphidinoles puros mientras que de la fraccién 2 se obtuvo un cuarto
compuesto (Esquema 3).

AmTF-8M
(20 L, 178 mg de extracto)

Sephadex LH-20

MeOH
3 ml/min
| | | |
AmTF-8M Fr1 AmTF-8M Fr2 AmTF-8M Fr3 AmTE-8M Erd
_389mg 25.1mg 31.9 mg 15.9 mg
HPLC
HPLC Mezcla de amphidinoles
Columna Luna C18 Columna Luna C18 por purificar.
MeQH:H20:AcOH MeOH:H:0:AcOH
(7:3:0,1) (7:3:0,1)
1 mL/min 1 mL/min
Fr2.1
Friil 24mg
1.3
me Fri1.2 Fr2.2
Fri3 Producto 1 Producto 4
Producto 2 Fr1.4 Fr2.3
84 mg 6.7 mg
Frl.5
Producto 3 Fr2.4
9.6 mg

Esquema 3: Fraccionamiento del extracto del medio de cultivo de AmTF-8.
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5. Elucidacion estructural de los compuestos aislados del extracto
del medio de AmTF-8.

La determinacién de la estructura de los productos 1 -4 se llevd a cabo con una serie de
experimentos de RMN monodimensionales y bidimensionales (*H, *3C, COSY, HSQC, HMBC,
HSQC-TOCSY, H2BC) y de espectrometria de masas (ESI-HRMS).

El andlisis de los datos permitié concluir que los productos 1y 2 eran productos aislados
con anterioridad: Amphidinol-20B (producto 1) y Luteophanol-D (producto 2), mientras que
los productos 3 y 4, eran nuevos derivados de amphidinoles.

Respecto a los dos primeros, en la figura 15 se muestran sus estructuras, perteneciendo
ambos a la misma serie y con la Unica diferencia de un grupo hidroxilo adicional en el
Amphidinol 20B en la posicién C-53. Ambos compuestos mostraron en espectrometria de
masas HRSIMS los iones moleculares [M+Na]* correspondientes, 1345.7498 y 1329.7557
respectivamente, y el fragmento en 903,53 caracteristico de la ruptura entre las posiciones
C-41y C-42 en la estructura de estos derivados.

903.5 [M+Na]*

R=0H, Amphidinol 20B (Producto 1)
R=H, Luteophanol D(Producto 2)

Figura 15: Estructuras de los productos 1y 2 y sus principales datos de masas.

21



Facultad de Farmacia
Universidad de La Laguna

El compuesto 3 todavia esta en proceso de adquisicion de datos y estudio de determinacién
estructural mientras que del compuesto 4 ya se ha llegado a la propuesta de la estructura
plana que se describe a continuacién. En el esquema 4, se resumen los principales
acoplamientos que se observan con el uso de cada experimento bidimensional de RMN para
la determinacion de la estructura.

Experimentos RMN
bidimensionales.

14 1H COSY: °|

“

\ / .
. ‘CH‘ ~ .
- .~

. ”

] OH OH O

T -
]
O=0
./
OX «€

COSY/TOCSY:
Acoplamientos de
protones de carbonos
vecinos a 2 enlaces
(COSY) ya2omas
enlaces (TOCSY)

HSQC: Acoplamientos
de carbonos con sus
protones.

HMBC: Acoplamiento
de protones con
carbonos a dos y tres
enlaces.

H2BC: Acoplamiento
de protones con
carbonos a dos

enlaces.

Esquema 4: Acoplamientos que se observan en cada experimento bidimensional de RMN
realizado.

El producto 4 se aisl6 como un sdlido amorfo incoloro. El espectro de masas (figura 16)
mostré en modo positivo un ion pseudomolecular a m/z 1194.4 del aducto [M+Na]*
correspondiente con una férmula molecular CssHgs NaO2sS. Los experimentos de RMN *Hy
HSQC editado sugirieron la presencia de: dos grupos metilos, doce metilenos sp® (uno de
ellos oxi-metileno), un metileno sp?, veintidds metinos sp? (todos menos uno asociados a
oxigenos), trece metinos sp? y tres carbonos cuaternarios sp? (Figuras 17-18). Un andlisis
detallado de los experimentos permitié establecer la estructura plana de este compuesto
(figura 19) siendo un derivado nuevo en la literatura y de una serie de amphidinoles distinta
a los productos 1y 2.
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20240424 _SGP AMS fr 2 t89 12 (0.367) Cm (8:35) 2: TOF MS ES+
100+ 11899.4 5 86a4
12832
12822 13572
1200.4
= 1265.5 1356.2] 1431.2

13635

1250 1300 1350 1400 1450

Figura 16: Espectro de masas de baja resolucion del producto 4.
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Figura 17: Vista general experimento HSQC del producto 4.
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Figura 19: Estructura planar del producto 4.
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6. Conclusiones.

Se lleva a cabo un estudio de perfil quimico de extractos obtenidos del cultivo artificial de
dos cepas de Amphidinium aisladas en Tenerife (AmTF-8 y AmTF-12) con potencial
biotecnoldgico en la produccidn de compuestos de alto interés

Se inicia un estudio bioguiado del extracto celular de la cepa AmTF-12 identificando las
fracciones cromatograficas con mayor actividad antiproliferativa frente a distintas lineas
celulares, a fin de establecer el proceso cromatografico éptimo para obtener los
metabolitos activos en estudios futuros a mayor escala.

Del extracto del sobrenadante de la cepa AmTF-8 se logran purificar y aislar cuatro
derivados de amphidinoles,

Utilizando andlisis detallado RMN/MS se lograron identificar el Amphidinol-20B vy el
Luteophanol-D, ademas de establecer la estructura plana del compuesto 4.
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