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IR: Infrarrojo
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MD: Molecular Dynamic

MMFF: Merck Molecular Force Field
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NOESY: Nuclear Overhauser Enhancement SpectroscopY
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PDB: Protein Data Bank



Abreviaturas

PKs: Protein Kinases
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PPs: Protein Phosphatases
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PSPs: Protein Serine/Threonine Phosphatases
PTPs: Protein Tyrosine Phosphatases

KR: B-Ketoacylreductasa

KS: B-Ketoacylsynthase

RMN: Resonancia Magnética Nuclear
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RMN"C: RMN de carbono

ROE: Rotating-frame Overhauser Effect
ROESY: Rotating-frame Overhauser Enhancement SpectroscopY
RMSD: Root Mean Square Desviation

SD: Stochastic Dynamic

STC: Structural Thermodynamics Calculation.
TCA: TriCarboxilic Acid

TNCG: Truncated Newton Conjugated Gradient
TOCSY: TOtal Correlation SpectroscopY
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L.- INTRODUCCION

I.1.-LAS MICROALGAS

El 70% de la superficie terrestre se encuentra cubierta por agua,
proporcionando las condiciones adecuadas para el crecimiento de mas de 10 millones
de especies marinas. De esta manera, el entorno marino contiene aproximadamente el
80% de las especies vegetales y animales que hay en la Tierra, lo cual convierte a los

, . . . L 123
océanos en una importante fuente de sustancias quimicas con estructuras unicas. ™

Entre este amplio nimero de especies podemos encontrar macro y
microorganismos, siendo éstos Ultimos los que forman la mayor parte del plancton. Si
se tiene en cuenta la naturaleza del plancton se puede dividir en zooplancton y
fitoplancton. Aqui nos centraremos en el fitoplancton, que es como se conoce a las
microalgas, especies mayoritarias en los océanos (Figura 1.1). Muchos de estos
organismos se caracterizan por ser fotosintéticos, produciendo el 50% del oxigeno
terrestre, asi como grandes cantidades de biomasa que sirven de alimento al
zooplancton. Otra caracteristica por la que son bien conocidas las microalgas desde el
punto de vista quimico es por la produccion de novedosos y complejos metabolitos

secundarios.”

Las microalgas presentan un inmenso rango de diversidad tanto genética,
pudiendo existir como células aisladas, colonias o filamentos, como de produccion
quimica, lo que complica su clasificacion, es mas, dependiendo del autor ésta puede
variar considerablemente. Asi nos encontramos con clasificaciones basadas en: la
obtencion de energia, las fuentes de carbono utilizadas, la estructura celular, la
composicion quimica de los organismos, asi como en la presencia o ausencia de células

moviles flageladas.

! Jha, R. K.; Zi-rong, X. Mar. Drugs., 2004, 2, 123-146.

2 Simmons, T. L.; Andrianasolo, E.; McPhail, K.; Flatt, P.; Gerwick, W. H. Mol. Cancer Ther., 2005,
2, 333-342.

3 Blunt, J. W.; Copp, B. R.; Munro, M. H. G.; Northcote, P. T.; Prinsep, M. R. Nat. Prod. Rep., 2006,
23,26-78.

4 Shimizu, Y. En: Drugs from the See, Fusetani, N., Ed. Karger, Basel, 2000, 30-45.
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Cyanophyta

Chlorophyta Chrysophyta

Cryptophyta

Haptophyta Glaucophyta

Figura 1.1.- Ejemplos de microalgas marinas.



Introduccion

Dependiendo de la fuente de energia utilizada por los microorganismos nos
podemos encontrar con una gran variedad de procesos metabdlicos. Los mas
importantes son dos, aquellos en los que la fuente de energia es un compuesto quimico
y aquellos en los que lo es la luz. Los organismos que usan los compuestos quimicos
se llaman quimiotrofos, mientras que los que toman como fuente de energia la luz son
los fototrofos. Los quimiotrofos pueden ser de dos tipos, quimiorganotrofos si usan
compuestos organicos o quimiolitotrofos si lo que usan son los compuestos

inorgénicos.

Otro modo de clasificar a los organismos es teniendo en cuenta la fuente a
partir de la cual obtienen el carbono necesario para su supervivencia. En este caso se
pueden dividir en dos grandes grupos, autotrofos y heterotrofos. Los autotrofos usan
compuestos quimicos inorganicos o luz como fuente de energia, son capaces de crecer
en ausencia de materiales organicos y usan el diéxido de carbono como tnica fuente de
carbono para sintetizar el material celular, mientras que, los heterdtrofos obtienen el

carbono de compuestos organicos.

Ahora bien, existen microalgas que crecen en presencia de CO, y luz so6lo
cuando tienen una fuente adicional de carbono orgénico, las que usan sustratos
exogenos como fuente de carbono y energia, y otras que crecen normalmente con luz y
CO,. Estas tltimas podrian usar una fuente de carbono organico adicional para
acelerar el crecimiento.  Segin esto, combinando los dos criterios vistos

anteriormente, nos encontramos con la siguiente clasificacion:
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e Fotoautotrofos: Para sintetizar el material celular utilizan como fuente de
energia la luz, y el carbono lo obtienen a partir del CO,.

e Auxotrofos: Necesitan por lo menos un factor de crecimiento organico en baja
concentracion, que en principio no es usado como fuente de carbono o energia.

e  Mixotrofos: Crecen con luz en presencia de CO, y necesitan por lo menos un
sustrato orgéanico que es fotometabolizado durante el crecimiento.

e  Heterotrofos: Utilizan uno o mas sustratos organicos como fuente de energia y
carbono, aunque en alguna ocasion es necesario el CO,. Normalmente estas
células pueden crecer en total oscuridad.

e Fagotrofos: Obtienen el material organico a partir de otras especies.

Por otro lado, las algas se pueden clasificar de forma general en dos grandes
grupos si nos fijamos en su estructura celular: las procariotas y las eucariotas, que a
su vez estan repartidas en dos y en diez divisiones, respectivamente (Tabla I.1). Todas
estas divisiones estan formadas por una Unica clase excepto la de Chrysophyta y la de

Chlorophyta, constituidos por cuatro y tres clases distintas respectivamente.

Los criterios mas importantes empleados para distinguir estas divisiones son
bioquimicos y se basan en los pigmentos, sustancias de reserva y composicion quimica
de las paredes celulares, aunque otra caracteristica también tenida en cuenta es la
presencia o ausencia de células moéviles flageladas. En la Tabla 1.1 se pueden observar

las principales caracteristicas quimicas distintivas.



CRITERIOS Pigmentos Sustancias Dotacién | p, . ed celular
de reserva flagelar
2}
]
3
5
g = 3
DIVISIONES Y CLASES 3 s 0 2
n 2 g R < 5o
s 3 2| Eeg =0 c B S <
= = S B = < B & < 8
TEE|S22E |% B |SEc5%
s 5 5| E2EEE|£ £ | 58588
O U X|Oo<<a | -~ « O A< = 2
% Cyanophyta
£ Cyanophyceae a p + + + - - - - + + - -+
s
E Prochlorophyta
& Prochlorophyceae ab - - -+ - - - - - -+
Euglenophyta
Euglenophyceae ab B + - - -+ + + - - - - -
Cryptophyta
Cryptophyceae ac o + -+ - - -+ - - - - -
Glaucophyta
Glaucophyceae a pB + - -+ - -+ - - - - -
Dinophyta
(Pyrrhophyta) ac B + -+ - - -+ + o+ - -
Dinophyceae
Haptophyta
(Prymnesiophyta) ac B + + - -+ -+ + - - - -
Haptophyceae
E Chrysophyta
-2 | Chloromonadophyceae | ac B +| + - - - -+ + 4+ - - -
§ Xanthophyceae ac B +| + - - - - 4+ + - - - -
= Chrysophyceae ac af + | + - - - + + + + - - -
Bacillarophyceae ac ofp + + - - - + - + o+ - - -
Phaeophyta*
Phaeophyceae ac o,p + + - - - - + -+ - -
Rhodophyta
Rhodophyceae a p + - -+ - - - + + -+ -
Chlorarachniophyta
Chlorarachniophyceae | ab - + - - - - + - - - - - -
Chlorophyta
Chlorophyceae ab of + -+ - - -+ + + - + -
Zygnematophyceae ab B + -+ - - -+ o+ - L L
Charophyceae* ab B + -+ - - - - o+ - L L

* En estas clases no encontramos microalgas.

Tabla I.1.- Principales caracteristicas de las clases de algas.
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Todos estos organismos se encuentran relacionados filogenéticamente’
(Figura 1.2) aunque los taxonomistas suelen diferir en algunas clasificaciones. Por un
lado estan los microorganismos pertenecientes a la division de Cyanophyta, que en
general se cree que son el origen de la mayoria de las algas fotosintéticas, y que en
muchas ocasiones han sido considerados como bacterias y no como algas debido a su
naturaleza procariotica. Sin embargo, resulta que son fotosintéticos y comparten
muchas caracteristicas eucaridticas. Por otro lado, no hay conformidad en si incluir a
las microalgas en el reino animal o vegetal, ya que no todas tienen actividad
fotosintética y otras que si la tienen son heterotrofas. Tal es asi, que para estas especies
que se encuentran entre los dos reinos se ha propuesto uno nuevo, el de los Protistas.
En éste nos podemos encontrar con organismos eucariotas tanto autoétrofos como
heterotrofos y mayoritariamente unicelulares, cubriendo una gran parte de las

microalgas.

Chrysophyceae

4

Bacillariophyceae
(Diatomeas)

Prymnesiophyceae
(Prymnesium)

Chlorophyta
(Algas verdes)

Phaeophyta
(Algas Pardas)

?’yrr.'iq,qﬁ'y!a
(Dinoflagelados

Cryptophyta Rhodophyta

. (Algas Rojas) g
Protista g J Eucariota

Procariota

N Cyanophyta
N\ (Algas verde-azuladas)

Bacteria

Figura 1.2.- Relaciones filogenéticas de las microalgas.

5 Shimizu Y. Chem Rev., 1993, 93, 1685-1698.



Introduccion

1.2.- METABOLITOS SECUNDARIOS DE MICROALGAS MARINAS

El medio marino se caracteriza porque sus organismos producen compuestos
bioactivos poseedores de estructuras novedosas respecto de las producidas por los
organismos terrestres.”®  Ademds, aunque inicialmente un gran nimero de estas
estructuras novedosas se aislaron de invertebrados como esponjas, tunicados o
moluscos, posteriormente se observo que los productores reales de muchas de ellas
eran microorganismos. Esto se debe a que en unos casos los invertebrados se
alimentan por filtracién y, en otros, son simbiontes o epifitos de los macroorganismos.
Este es el caso de las toxinas cabeza de serie de algunos de los distintos tipos de mareas
rojas’: Saxitoxina (PSP, Paralytic Shellfish Poisoning), Acido Okadaico (DSP,
Diarrhetic Shellfish Poisoning) y Ciguatoxina (CFP, Ciguatera Fish Poisoning), que
recibieron el nombre de la almeja, esponja y molusco con el que inicialmente se
relaciond el fendmeno toxico. Esto no es necesariamente asi, en el grupo de las
Brevetoxinas (NSP, Neurotoxic Shellfish Poisoning), cuyo efecto era la muerte masiva
de peces, el origen fue correctamente establecido desde un principio en Ptychodiscus
brevis, aunque posteriormente este organismo se identifico como Karenia brevis.
Estos microorganismos no s6lo generan sustancias toxicas, sino que también producen
sustancias farmacoldgicamente activas como es el caso del Dolostatin 10,* un potente

. , .9 .. .
anticancerigeno, o la Zooxantelatoxina’, que presenta actividad vasoconstrictora.

5 Moore, B. S. Nat. Prod. Rep., 2005, 22, 580-593.

7 Daranas, A. H.; Norte, M.; Fernandez, J. J. Toxicon, 2001, 39, 1101-1132.

8 Luesch, H.; Moore, R. E.; Paul, V. J.; Mooberry, S. L.; Corbet, T. H. J. Nat. Prod., 2001, 64, 907-
910.

% Nakamura, H.; Asari, T.; Fujimaki, K.; Maruyama, K.; Mural, A. Tetrahedron Letters, 1995, 36,
7255-7258.
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1.2.1.- Metabolitos de los Dinoflagelados (Pyrrhophyta)

Los dinoflagelados, fotosintéticos y heterotrofos, son el segundo grupo mas
abundante del fitoplancton después de las diatomeas. Aunque hasta el momento se han
identificado mas de 4000 especies, solo una pequefia parte de ellos, alrededor de un
2%, estan involucrados en los afloramientos toxicos relacionados con mareas rojas.
De entre estos, resulta llamativo que aproximadamente 30 especies de este género son
capaces de biosintetizar policétidos con estructuras complejas de poliéter,'”'" muchos

de ellos bioactivos.

., 10 ., . . .
En funcién de su estructura, - los poliéteres sintetizados por los dinoflagelados
se pueden dividir en tres grupos; poliéteres fusionados, macrociclos y poliéteres
lineales. Estos tipos de moléculas se comentaran brevemente a continuacion,

resaltando las moléculas mas significativas dentro de cada uno de los grupos.

1.2.1.a.-Poliéteres fusionados

Estos compuestos se caracterizan por estar formados por anillos éter
fusionados por uniones tipo frans. La Tabla 1.2 muestra ejemplos representativos de
este grupo, resaltando la Brevetoxina B,'? por ser la primera estructura de este tipo
conocida, y la Maitotoxina,”” que es el producto natural no polimérico de mayor

tamaflo aislado hasta el momento.

10 Rein, K. S.; Borrone J. Comparative Biochemistry and Phisiology Part B, 1999, 124, 117-131.

1 Kobayashi, J.; Isuibashi, M. En: Comprehensive Natural Products Chemistry.

2 Lin, Y.Y; Risk, M. J. Am. Chem. Soc., 1981, 103, 6773-75.

13 Murata, M.; Naoki, H.; Iwashita, T.; Matsunaga, S.; Sasaki, M.; Akihiro Yokoyama, A.; Yasumoto,
T. J. Am. Chem. Soc., 1993, 115, 2060-2062.
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Compuesto Organismo Actvividad Intoxicacién
Karenia brevis
(Ptychodiscus brevis)

Brevetoxina, 1 o NSP

Gymnodinium breve Interacciona con

canales de Na"

dependientes de

. . o ) Voltaje

Ciguatoxina, 2 Gambierdiscus toxicus CFP

. o ) Interacciona con

Gambierol, 3 Gambierdiscus toxicus canales de K
dependiente de CFP
voltaje
Protoceratium reticulatum

Accion sobre la

Yessotoxina, 4 fosfodiesterasa DSP
Lingulodinium polyedrum
Aumenta [Ca2+]
. . . . intracelul

Maitotoxina, 5 Gambierdiscus toxicus {ntrace uiar por CFP

canales de cationes
no selectivos.

Tabla L.2.- Ejemplos de poliéteres fusionados
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CHO

. 14,15,16
1 Brevetoxina B ™

17,18,19,20

Ciguatoxina

' Nakanishi, K. Toxicon, 1985, 23, 473-479.

15 Pierce, R.H.; Henry, M.S.; Blum, P.C.; Hamel, S.L.; Kirkpatrick, B.; Cheng, Y.S.; Zhou, Y.; Irvin,
C.M.; Naar, J.; Weidner, A; Fleming, L.E.; Backer, L.C.; Baden, D.G. Harmful Algae, 2005, 4, 965—
972.

16 purkerson-Parker, S. L.; Fieber, L. A.; Rein, K. S.; Podona, T.; Baden, D. G. Chemistry & Biology,
2000, 7, 385-393.

17 Murata, M.; Legrand, A. M.; Ishibashi, Y.; Yasumoto, T. J. Am. Chem. Soc., 1989, 111, 8929-
8931.

8 Murata, M.; Legrand, A. M.; Ishibashi, Y.; Fukui, M.; Yasumoto, T. J. Am. Chem. Soc., 1990,
112, 4380-4386.

1 Bidard, J.-N.; Vijverberg, H. P. M.; Frelin, C.; Chungue, E.; Legrand, A.-M.; Bagnis, R;
Lazdunski, M. J. Biol. Chem., 1984, 259, 8353-8357.

2 Wong, C.-K.; Hung, P.; Lee, K. L. H.; Kam, K.-M. Toxicon, 2005, 46, 563—571.
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. 21,2223
3 Gambierol” "~

24,25,26

4 Yessotoxina

2! Satake, M.; Murata, M.; Yasumoto, T. J. Am. Chem. Soc., 1993, 115, 361-362.

22 Morohashi, A.; Satake, M.; Yasumoto, T. Tetrahedron Lett., 1998, 39, 97-100.

2 Ghiaroni, V.; Sasaki, M.; Fuwa, H.; Rossini, G. P.; Scalera, G.; Yasumoto, T.; Pietra, P.; Bigiani,
A. Toxicological Sciences, 2005, 85, 657-665.

2 Murata, M.; Kumagai, M.; Lee, J. S.; Yasumoto, T. Tetrahedron Lett., 1987, 28, 5869-5872.

% Miles, C. O.; Samdal, I. A.; Aasen, J. A. G.; Jensen, D. J.; Quilliam, M. A.; Petersen, D.; Briggs, L.
M.; Wilkins, A. L.; Rise, F.; Cooney, J. M.; MacKenzie. A. L. Harmful Algae, 2005, 4, 1075-1091.
% Alfonso, A.; de la Rosa, L. Vieytes, M. R.; Yasumoto, T.; Botana, L. M. Biochemical
Pharmacology, 2003, 65, 193-208.
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5 Maitotoxina

*" Murata, M.; Yasumoto, T. Nat. Prod. Rep., 2000, 17,293-314.
28 Lundya, P. M; Nelson, P.; Mi, L.; Frew, R.; Minaker, S.; Vair, C.; Sawyer, T. W. European
Journal of Pharmacology, 2004, 487, 17— 28.
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I-2-1.b.- Macrociclos

Dentro de este grupo de compuestos se incluyen tanto los macroélidos como los

no macrolidos, siendo estos tltimos similares a los antibidticos producidos por hongos

terrestres del género Streptomyces. En este conjunto de compuestos cabe destacar a las

Anfidinolidas, que presentan actividades prometedoras contra lineas celulares de

cancer de colon. El resto se encuentra relacionado con distintas actividades asi como

con intoxicaciones de tipo DSP y NSP, como se indica en la Tabla L.3.

Compuesto Organismo Actvividad Intoxicacion
Anticancerigeno:
Anfidinolidas, 6 Amphidinium sp. leucemia L1210, cancer —
de colon y carcinoma
de epidermis KB.
Dinophysis fortii
Pectenotoxinas, 7 D. acuta Dafios hepaticos. DSP
D. acuminata
D. caudata
Reorganiza el
Goniodoma sp. citoesqueleto.
Goniodomin, 8 G. pseudogoniaulax Antifungico: —
Candida albicans,
C. mortierella y
C. ramannianus.
Antagonista del
Alexandrium receptor muscarinico
Espirolido, 9 ostenfeldi de acetilcolina. —
Activador de canales
Ca tipo L.
Sensibiliza células de
Gymnodimina, 10 Prorocentrum lima neuroblastoma tipo NSP
Neuro 2A frente a
otras toxinas
Prorocentrolidos, 11 Prorocentrum DSP
maculosum
Zooxantelatoxina,12 |  Symbiodinium sp. ACthld?d —
vasoconstrictora

Tabla I.3.- Ejemplos de macrociclos.
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6 Anfidinolida A***°

. 31,3233
7 Pectenotoxina 1°

HO

. . 4
8 Goniodomin A***

2 Kobayashi, J.; Ishibashi, M.; Nakamura, H.; Ohizumi, Y.; Kasei, M. Tetrahedron Lett., 1986, 27,
5755-5758.

30 Tsuda, M.; Kariya, Y.; Iwamoto, R.; Fukushi, E.; Kawabata, J.; Kobayashi, J. Mar. Drugs, 2005, 3,
1-8.

3! Draisci, R.; Lucentini, L.; Giannetti, L.; Boria, P; Poletti, R. Toxicon, 1996, 34, 923-935.

32 Burgessa, V.; Shaw, G. Environment International, 2001, 27, 275-283.

33 Spector, I.; Braet, F.; Shochet, N. R.; Bubb, M. R. Microscopy Research and Technique, 1999, 47,
18-37.

3% Murakami, M.; Makabe, K.; Yamaguchi, K.; Konosu, S. Tetrahedron Lett., 1988, 29, 1149-1152.
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N

O HO

36,37 38,39,40
B

9 Espirolido 10 Gymnodimina

41,42

11 Prorocentrolido B

35 Hsia, M. H.; Morton, S. L.; Smith, L. L.; Beauchesne, K. R.; Huncik, K. M.; Moeller, P. D. R.
Harmful Algae, 2006, 5, 290-299.

3% Hu, T.; Curtis, J. M.; Walter, J. A.; Wright, J. L.C. Tetrahedron Lett., 1996, 37, 7671-7674.

37 Ciminiello, P.; Dell’ Aversano, C.; Fattorusso, E.; Magno, S.; Tartaglione, L.; Cangini, M.; Pompei,
M.; Guerrini, F.; Boni, L.; Pistocchi, R. Toxicon, 2006, 47, 597-604.

38 Sekia, T.; Satakea, M.; Mackenzieb, L.; Kasparb, H. F.; Yasumoto, T. Tetrahedron Lett., 1995, 36,
7093-7096.

39 Miles, C. O; Wilkins, A. L.; Stirling, D. J.; Mackenzie, L. J. Agric. Food Chem. 2003, 51, 4838-
4840.

40 Dragunow, M.; Trzoss, M.; Brimble, M. A.; Camerona, R.; Beuzenberg, V.; Holland, P;
Mountfort, D. Environmental Toxicology and Pharmacology, 2005, 20, 305-312.

4 Torigoe, K.; Murata, M.; Yasumoto, T. J. Am. Chem., 1988, 110, 7877-7878.

“2 Hu, T.; de Freitas, A. S. W.; Curtis, J. M.; Oshima, Y.; Walter, J. A.; Wright, J. L. C.

J. Nat. Prod., 1996, 59, 1010-1014.
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OH

12 Zooxantelatoxina B>*

I-2-1.c.- Poliéteres lineales

Se trata de moléculas que contienen cadenas polihidroxiladas y anillos éter,
fundamentalmente aislados aunque en ocasiones aparecen fusionados o formado
sistemas espiro. Por lo tanto, atendiendo a estas caracteristicas nos encontramos con
distintos tipos de compuestos (Tabla 1.4) como son el Acido Okadaico (AO) y
Dinophysistoxinas (DTXs), Anfidinoles, Cooliotoxina, Azaspiracidos y Palitoxina,
siendo esta ultima molécula una de las toxinas mas potentes aislada de una fuente

natural.

4 Onodera, K.; Nakamura, H.; Oba, Y.; Ohizumi, Y.; Ojika, M. J. Am. Chem. Soc, 2005, 127, 10406-
10411.
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Compuesto Organismo Actvividad Intoxicacion
Prorocentrum
arenarium
P. belizeanum
P. concavum
P. faustiae
P. hoffmanianum
P. lima Inhibicion de las
Acido Okadaico, 13 P. maculosum proteinas fosfatasas DSP
Dinophysistoxina, 14 | Dinophysis acuminata | Tipo 1 (PP1) y Tipo 2
D. acuta (PP2A)
D. fortii
D. mitra
D. norgevica
D. rotundata
D. sacculus
D. tripos
Disminuye [F actina],
Azaspiracidos, 15 Protoperidinium sp dre(inclﬁg eessqtflue(igi(r)ay AZP
aumenta [Ca2+] en
linfocitos.
Inhibidor de
adenocarcinoma de
Prorocentin, 16 Prorocentrum lima colon y melanoma —
humano.
Antimicrobiano.
Interconvierte bombas
Ostreopsis siamensis | Na', K" en canales de
Palitoxina, 17 O. ovifrons cationes no selectivos CFP*
y actividad
hemolitica.
. Disruptor de
Anfidinoles, 18 Amphidinium klebsii membranaf)hemoh'tico -
y antifingico.

*Realmente la intoxicacion producida por la Palitoxina se conoce como clupeotoxismo pero estd muy
relacionada con la ciguatera.

Tabla I.4.- Ejemplos de poliéteres lineales.
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oo 1 48.49,50
15 Azaspiracido

H OH

16 Prorocentin’'

* Schmitz, F.JI.; Prasad, R. S. J. Am. Chem. Soc., 1981, 103, 2467-2469.
4 Tachibana, K.; Scheuer, P. J. J. Am. Chem. Soc., 1981, 103, 2469-2471.

4 Suzuki, T.; Beuzenberg, V.; Mackenzie, L.; Quilliam, M. A. Rapid. Commun. Mass. Spectrom.,
2004, 18, 1131-1138.

47 Boudreaua, R. T. M.; Hoskina, D. W. International Immunopharmacology, 2005, 5, 1507-1518.

8 Satake, M.; Ofuji, K.; Naoki, H.; James, K. J.; Furey, A.; McMahon, T.;

Silke, J.; Yasumoto, T. J. Am. Chem. Soc., 1998, 120, 9967-9968.

4 James, K. J.; Sdez, M. J. F.; Furey, A.; Lehane, M. Food Additives and Contaminants, 2004, 21,
879-892.

Y Romén, Y.; Alfonso, A.; Louzao, M. C.; de la Rosa, L. A.; Leira, F.; Vieites, J. M.; Vieytes, M. R.;
Ofujid, K.; Sataked, M.; Yasumoto, T.; Botana, L. M. Cellular Signalling, 2002, 14, 703—716.
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52,53,54

17 Palitoxina

31 Lu, C. K.; Chou, HN; Lee, C. K.; Lee, T.H. Org. Lett., 2005, 7, 3893-3896.

32 Moore, R. E., Bartolini, G. J. Am. Chem. Soc., 1981, 103, 2491-94.

53 Ukena, T; Satake, M.; Usami, M.; Oshima, Y.; Naoki, H.; Fujita, T.; Kan, Y.; Yasumoto, T. Biosci.
Biotechnol. Biochem., 2001, 65, 2585-2588.

5% Zeliadt, N. A.; Warmka, J.K.; V. Wattenberg, E. V. Toxicology and Applied Pharmacology, 2003,
192,212-221.
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18 Anfidinol>>%"’

Dado que el trabajo de esta tesis se basa en el estudio de una especie del
género Prorocentrum, caracterizado por sintetizar AO como metabolito cabeza de serie

de otros compuestos, centraremos nuestra atencion en este grupo.

I-3.- ACIDO OKADAICO Y SU ACTIVIDAD

El AO se aisléo por primera vez en el afio 1981 simultdneamente de dos
esponjas, Halicondria okadai, esponja negra del Pacifico, y Halicondria
melanodocia,” esponja del Caribe. Sin embargo, fue posteriormente con el
aislamiento de las Dinophysistoxinas (DTXs) cuando se observo que los organismos
productores de este tipo de moléculas eran dinoflagelados de los géneros

Prorocentrum™ 'y Dinophysis.”® Este grupo de toxinas son las responsables de las

>3 Satake, M.; Murata, M.; Yasumoto, T. J. Am. Chem. Soc.,1991, 113, 9859-9861.

56 Morsy, N.; Matsuoka, S.; Houdai, T.; Matsumori, N.; Adachi, S.; Murata, M.; Iwashita, T.; Fujita,
T. Tetrahedron, 2005, 61, 8606-8610.

57 Houdai, T.; Matsuoka, S.; Matsumori, N.; Murata, M. Biochimica et Biophysica Acta, 2004, 1667,
91-100.

58 Murakami, Y.; Oshima, Y.; Yasumoto, T. Bull. Japan. Soc. Sci. Fish., 1982, 48, 69-72.
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mareas rojas del tipo DSP, lo que ha supuesto a lo largo de estos ultimos afios un gran
problema para el ecosistema y la industria pesquera. Esto se debe a que estas toxinas
entran en la cadena tréfica a través de los moluscos bivalvos que se alimentan de los
dinoflagelados productores causando intoxicaciones en humanos a través del consumo
de los mismos. Los sintomas mas caracteristicos de una intoxicacion DSP son diarrea,

. O . 7
nauseas, vomitos, cefaleas y dolor abdominal.

Por otro lado, este grupo de compuestos se caracteriza por su capacidad como
inhibidores selectivos de las proteinas fosfatasas del tipo 1 (PP1) y 2A (PP2A), por lo
que el AO se ha utilizado en muchisimos trabajos publicados sobre el papel de las

60
fosfatasas en los procesos celulares.

Los procesos de fosforilacion estan considerados como la modificacion mas
importante después de la traduccion de proteinas. Ademas ha sido demostrado que
ocurre en una amplia variedad de organismos, desde bacterias a mamiferos,
controlando y regulando multiples funciones celulares como el crecimiento y muerte,
diferenciaciéon, metabolismo y sefiales de transduccién. Las reacciones de
fosforilacion-defosforilacién que tienen lugar en los procesos celulares dependen de
dos tipos de enzimas: las proteinas kinasas (PKs), que catalizan la transferencia de
grupos fosfatos del ATP a las proteinas y las proteinas fosfatasas (PPs), que catalizan la
hidrolisis de los grupos fosfatos de las proteinas fosforiladas. Nos centraremos en las
PPs,®' ya que son la diana del AO y algunos de sus derivados. Las PPs se pueden
clasificar en dos grupos de acuerdo a su especificidad hacia los residuos aminoacidos
sobre los que actia, PSPs especificas para restos Serina-Treonina y PTPs que lo son

para residuos Tirosina. Dentro de las PSPs nos podemos encontrar con dos grupos

5% Yasumoto, T.; Murata, M.; Oshima, Y.; Sano, M. Tetrahedron, 1985, 41,1019-1025.

6 Fernandez, J. J.; Candenas, M. L.; Souto, M. L.; Trujillo, M. M.; Norte, M. Current Medicinal
Chemistry, 2002, 9, 229-262.

! McCluskey, A.; Sim, A. T. R.; Sakoff, J. A. J. Med. Chem., 2002, 45, 1151-1175.
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mayoritarios de proteinas, la PP1, especifica para la subunidad  de las PKs y la PP2A,

que presenta afinidad por la subunidad a.

Existen un gran nimero de enfermedades que estdan relacionadas con
desajustes en el equilibrio de la actividad de fosforilacion-defosforilacion y dado que
PP1 y PP2A regulan el 90% de las reacciones de las PSPs, los inhibidores selectivos de
las mismas se han convertido en importantes herramientas farmacolédgicas para estudiar
los procesos celulares regulados por estas proteinas. Entre otros se encuentran el ciclo
celular, la muerte celular por apoptosis, el desarrollo de tumores, la contraccion del

musculo liso y ciertos desordenes neurologicos, metabolicos y respiratorios.

El AO, inhibidor selectivo de PP1 y PP2A, es de muchisima utilidad en el
estudio de estos procesos ya que, a diferencia de los otros, presenta mayor selectividad
frente a la PP2A.> Los valores de las medidas de inhibicion publicados para el AO
pueden diferir de unos autores a otros, lo cual se puede deber a diferentes razones: al
tipo de fuente de donde se extraiga la proteina, al i6n o iones utilizados en los
tampones y/o al sustrato empleado. Los valores de ICs, se encuentran entre 10-100 nM

para la PP1 y entre 0.02-0.2 para la PP2A.

En cualquier caso, para tener un control efectivo de estos procesos resulta
esencial conocer el modo de accion de los inhibidores, lo que esta intimamente
relacionado con la estructura del complejo inhibidor-enzima. Hasta el momento se han
realizado diversos trabajos para profundizar en el estudio de las interacciones entre
estas proteinas y el ligando, llegdndose a obtener cristales de los complejos de la PP1

con la Caliculina A,* la MCLR (microcistna-LR),* el AO®*®® y mas recientemente

62 Boudreau, R. T. M:; Hoskin,D. W. International Immunopharmacology, 2005, 5, 1507-1518.
 Kita, A.; Matsunaga, S.; Takai, A.; Kataiwa, H.; Wakimoto, T.; Fuestani, N.; Isobe, M.; Miki, K.
Structure, 2002, 10, 715-724.

64 Goldberg, J.; Huang, H.-b.; Kwon, Y.-G.; Greengard, P.; Nairn, A. C.; Kuriyan, J. Nature, 1995,
376, 745-53.
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con la motuporina.”” Aunque atn no se han conseguido cristales del complejo con la
PP2A, que es la proteina por la que el AO muestra una mayor afinidad, la informacion
obtenida del estudio cristalografico del complejo PP1-AO es de gran importancia para
proponer modelos de interaccion PP2A-AO. Como se muestra en la Figura 1.3, del
complejo AO-PP1, parece ser que las interacciones mds importantes son las que tienen
lugar entre el doble anillo espiro (C-30—C-38) y los residuos Ile-130 y Trp-206, las
interacciones hidrofobicas entre la region C-4—C-16 y los aminoacidos Phe-276 y
Val-250, asi como los puentes de hidrogeno entre el carbonilo del grupo carboxilo con

Tyr-272,y los grupos hidroxilo C-2 y C-24 con Arg-96 y Arg-221, respectivamente.

Es importante sefialar que la conformacion que adopta el AO en el cristal del

complejo con la proteina es muy similar a la que presenta el AO en estado solido,** y

< . L. 69,70
también con la que muestra en disolucion.””

Por lo tanto, aunque lo realmente
importante es el complejo formado entre la proteina y el ligando, el conocer las
conformaciones de posibles ligandos en disolucion es de gran ayuda, ya que esto junto
con ensayos de actividad sobre las proteinas de interés contribuye a tener detallada

informacion acerca de las relaciones estructura-actividad.

65 Maynes, J. T.; Bateman, K. S.; Cherney, M. M.; Das, A. K.; Luu, H. A.; Holmes, C. F. B
James,M. N. G. J. Biol. Chem., 2001, 23, 44078-44082.

% Terrak, M.; Kerff, F.; Langsetmo, K.; Tao, T.; Dominguez, R. Nature, 2004, 429, 780-784.

67 Maynes, J. T.; Luu, H. A.; Cherney, M. M.; Andersen, R. J.; Williams, D.; Holmes, C. F. B.; James,
M. N. G. J. Mol. Biol., 2006, 356, 111-120.

88 Estructura de rayos-X obtenida en nuestro laboratorio por el profesor Dr. D. Matias Lopez.
Resultados aun sin publicar.

% Matsumori, N.; Murata, M.; Tachibana, K. Tetrahedron, 1995, 51, 12229-12238.

70 Norte, M.; Gonzalez, R.; Fernandez, J. J.; Rico, M Tetrahedron, 1991, 47, 7437-7446.
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Val-250(A)
Gy 275% Arg 221(A)

o
Arg 96(A)

Cys 27‘:%
lle 130:(1(?

o

Asp 220(A)

I

Figura 1.3.- Complejo PP1-AO y sus interacciones.”’

! http://www.rcsb.org/pdb/explore/biologyAndChemistry.do (Procheck).
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I1.- ESTUDIO DEL DINOFLAGELADO PROROCENTRUM BELIZEANUM

I1.1.- ANTECEDENTES

Las microalgas marinas del género Prorocentrum son organismos bentonicos
que pueden medir entre 15 y 100 um, siendo una de sus caracteristicas mas importante
la presencia de dos flagelos. Dentro de este género nos podemos encontrar con un
amplio nimero de especies, y aunque una busqueda en la base de datos resulta en
aproximadamente 89 especies muchas de ellas son iguales entre si, quedndo el numero

real de especies identificadas alrededor de 30.

La mayor parte de estos organismos se caracterizan por la produccion de

73,74,75

poliéteres tipo AO y (DTX) Dinofisistoxinas (Figura IL.1), aunque es cierto que

no sintetizan Unicamente esta clase de metabolitos, ya que junto a ellos nos podemos

1:q. 42,7677
encontrar con macrolidos "

(Figura 11.2) y con otro tipo de poliéteres lineales
como es el caso del prorocentin’® (Figura IL3) aislado recientemente de un cepa de P.
lima. Todos estos compuestos comparten un mismo origen biosintético, la ruta de los

policétidos.™®

Debido a la variedad de estructuras que se pueden encontrar dentro de este
género de dinoflagelados asi como a las potentes actividades biologicas se ha suscitado

en los ultimos afios un interés creciente por el estudio de este tipo de organismos.

72 http://www.algaebase.org

3 Hu, T.; Curtis, J. M.; Walter, J. A.;Wright, J. L. C., J. Chem. Soc., Chem. Commun., 1995, 597-
599.

™ Hu, T.; Curtis, J. M.; Walter, J. A.; McLachlan, J. L. ;Wright, J. L. C. Tetrahedron lett., 1995, 51,
9273-9276.

5 Yasumoto, T.; Murata, T.; Oshima, T.; Sano, M.; Matsumoto, G. K.; Clardy, J. Tetrahedron, 1985,
41,1019-1025.

7 Hu, T.; Curtis, J. M.; Walter, J. A.; Wright, J. L. C. Tetrahedron Llett., 1999, 40, 3977-3980.

" Lu, C.-K.; Lee, G.-H.; Hwang R.; Chou, H.-N. Tetrahedron Lett., 2001, 42, 1713-1716.
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R40

AO R1=CH3; R2=R3=R4=H
DTX1 R1=R2=CH3; R3=R4=H
DTX2 R1=H; R2=CH3; R3=R4=H
DTX3 R1=R2=CH3; R3=acyl; R4=H
DTX4 R1=CH3; R2=R3=H; R4=
(0] OH OH
E_ ~ s o x OH OSOzH
0OSO3H
0OSO3H
DTX5a R1=CH3; R2=R3=H; R4=
OH OH OH
I(Y\/\/OW\/\’(NH\WOSO?’H
(o) (o) OSOzH
DTX-5b R.=CH;; R,=R3;=H; Rs;=
o (o) OSO3H

\(Y\/\/\ OWN HWOSO:;H
OH OH OH

Figura I1.1.- Ejemplos de derivados del AO.
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II.- Estudio del dinoflagelado Prorocentrum belizeanum

Prorocentrolido

CH; OH

Espiro-prorocentrimina

CH; OH CH;

Hoffmaniolide

Figura I1.2.- Ejemplos de macrolidos.
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Prorocentin

Figura I1.3.- Ejemplo de polieter lineal.

Durante los ultimos afios, en nuestro laboratorio se ha trabajado con distintas
cepas de P. lima,””"*° de las que junto con el AO se han aislado diferentes derivados
esterificados del mismo. En esta tesis nos interesamos en el P. belizeanum, ya que se
trata de una microalga poco estudiada hasta el momento y que presenta un perfil toxico

distinto al observado en otras especias de Prorocentrum.

El P. belizeanum (Figura 11.4) fue identificado por primera vez en Belice, en
al afio 1993 por Marfa Faust,®' pero fue mas tarde, en el afio 1998, cuando Morton y
col.¥ detectaron la presencia en estas células de AO y DTX-1 a través de un estudio

HPLC-Masas, hecho éste, corroborado posteriormente por Hummert y col.*

78 Suarez-Gomez, B.; Souto, M. L.; Norte, M.; Fernandez, J. J. J. Nat. Prod., 2001, 64, 1363-1364.
™ Fernandez, J. J; Suarez-Gomez, B.; Souto, M. L.; Norte, M. J. Nat. Prod., 2003, 66, 1294-1296.

80 Suarez-Gomez, B.; Souto, M. L.; Cruz, P. G.; Fernandez, J. J., Norte, M. J. Nat. Prod., 2005, 68,
596-599.

8 Faust, M. A. J. Phycol., 1993, 29, 100-107.

82 Morton, S.L..; Peter, D. R. M.; Young, K. A. y Lanoue, B. Toxicon, 1998, 36, 201-206.

8 Hummert, C.; Kastrup, S.; Reichelt, M.; Luckas, B. Chromatographia, 2000, 51, 397-407.
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Figura I1.4.- Fotografia de P. belizeanum. Ana Faust™

Clasificacién: Reino: Protista Subreino: Biciliata Infrareino: Alveolata Division:
Myzozoa Clase: Dinophyceae Orden: Prorocentrales Familia: Prorocentraceae

Género: Prorocentrum Especie: belizeanum.

8 Faust, M. A.; Gulledge, R. A. en: http://www.nmnh.si.edu/botany/projects/dinoflag/index.htm.
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Para llevar a cabo este trabajo nos cedieron una muestra de células del
dinoflagelado P. belizeanum de la coleccion de microalgas del IEO Vigo (Instituto
Espafiol de Oceanografia de Vigo) por cortesia de D. Santiago Fraga. La muestra
contenia 3 ml con aproximadamente 7000 células/ml de un cultivo clonico almacenado

en medio L1.

I1.2.- CONDICIONES PARA EL CULTIVO DEL P. BELIZEANUM

El primer paso, imprescindible, para poder realizar el estudio fitoquimico del
dinoflagelado consiste en desarrollar en el laboratorio el cultivo del P. belizeanum,
para lo que se establecieron las condiciones adecuadas de cultivo. Los factores que se
controlaron fueron, la composicion del medio de cultivo, el ambiente fisico artificial, el

aporte de CO, y el pH. Todos estos factores se comentan brevemente a continuacion.

I1.2.1.- Medio de cultivo

Sin lugar a dudas, el aspecto mds importante a la hora de cultivar de forma
artificial cualquier especie de dinoflagelado es la eleccion del medio de cultivo
adecuado, ya que éste debe satisfacer los requerimientos nutricionales del organismo y
permitir que se desarrolle y complete todo su ciclo biolégico. Con este fin, se utilizo el
medio Guillard-K® (Tabla II.1), que es una modificacién del medio /2 descrito por
Guillard,* ya que es el més especifico y mejor caracterizado para especies flageladas,”
asi como por haber sido utilizado con anterioridad por Morton y col.* en el cultivo del

mismo organismo.

8 Keller, M.D.; Selvin, R.C.; Claus, W.; Guillard, R.R.L. J. Phycol., 1987, 23, 633-638.

8 Guillard, R.R.L. Culture of Phytoplankton for Feeding Marine Invertebrates. En: Culture of
Marine Invertebrate Animals. Smith, W.L.; Chanley M.H. (Eds.), Plenum Press, N. Y., 1975, pp. 29-
60.
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Para preparar el medio se afiadid un 5% de agua destilada a la cantidad
deseada de agua de mar, con el fin contrarrestar el aumento de salinidad debido a la
posterior adicion de los nutrientes, y se esterilizé la mezcla haciéndola pasar por una
serie de filtros con distintos tamafios de poros (I um, 0.45 um y 0.22 um). A
continuacién se afiadieron a la mezcla los correspondientes nutrientes a partir de
disoluciones “stock™ (1000X), a razén de 1 ml por litro de cultivo. Todo esto se realizé

en condiciones asépticas, utilizando una campana de flujo laminar.

Aditivos Concentracion final Disolucion “Stock”
en el medio (M) (2/1 agua destilada)
1.-Nutrientes mayoritarios
NaNO; 8.83x10™ 75.05
NaH,PO, 1x10° 1.38
Na,Si05.9H,0* 1.07x10° 30.0
2.-Metales traza
FeEDTA 1.46x10° 43
MnCl,.4H,0 9x107 0.18
7ZnS0,.7H,0 8x10® 0.02
CoCl,.6H,0 5x10° 0.01
Na,Mo00,.2H,0 3x10° 7x10°
CuS0,.5H,0 1x10° 2.5x107
Na,EDTA.2H,0 9x107 33.6
3.-Vitaminas
Tiamina. HCI 3x107 0.1
Biotina 2.1x107 5.1x10™
B 3.7x107"° 5.0x10™
4.-Otros aditivos
TRIS 1x10° 121.14
NH,CI 5x107 2.68
H,SeO; 1x10° 1.3x107

* S6lo se usa en el caso de que se realicen cultivos de diatomeas

Tabla I1.1.- Composicion del medio Guillard K.

31



Patricia G. Cruz Lopez

11.2.2.- Ambiente fisico artificial
Otro factor que se debe controlar para el correcto desarrollo celular son las
condiciones ambientales, por lo tanto con este fin se controlaron para nuestro

microorganismo, la temperatura, la intensidad luminica y los ciclos de luz.

La temperatura idonea para realizar el cultivo suele ser una similar a la del
medio natural donde prolifera el organismo. En el caso del P. belizeanum, las aguas de
las que procede son templadas manteniendo un promedio entorno a los 26 °C, sin
embargo, el cultivo se desarrolld a 23 °C ya que se ha observado que este cambio de
temperatura no afecta al perfil toxico del microorganismo y porque compartia camara

de cultivo con otros microorganismos.

Con respecto a la intensidad y periodos de luz, es recomendable mantener un
periodo de oscuridad que simule los ciclos dia-noche naturales, ya que éste suele
favorecer los ritmos celulares. En nuestro caso el fotoperiodo que se aplicd consistid
en 16 horas de luz y 8 de oscuridad, y la luz empleada en los periodos de simulacion de
dia fue generada por tubos fluorescentes de neén con una intensidad Iuminica de
aproximadamente 160 pE m™s™,"" equivalente al 10% de la existente en la superficie

del agua de mar a pleno sol.

Debido a que el requerimiento de CO, de nuestro organismo es pequeilo, fue
suficiente para que las células se abastecieran de CO, la cdmara de aire que queda en

los recipientes de cultivo (un tercio del volumen total).

No fue necesario el ajuste del pH mas alld del que proporciona el medio,
como se comprobd al monitorizar los cultivos una vez finalizada la adicion de
nutrientes, ya que el medio Guillard-K utilizado incluia una disolucién tampon de tris

(2-amino-2(hidroximetil)-1,3-propanodiol), que fij6 el pH en un valor de 7.0.

$Quilliam, Marine Biology,1999, 134, 541-549.
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I1.3.-DESARROLLO DE LOS CULTIVOS  ARTIFICIALES DE
PROROCENTRUM BELIZEANUM

El mantenimiento de las células se realizé a pequena escala en erlenmeyers de
50 ml o en tubos de ensayo de 20 ml, a partir de los cuales se obtuvo el inoculo para

pasar a volimenes superiores.

Por lo tanto, debido a que el interés es el de hacer crecer el cultivo para
obtener grandes cantidades de biomasa, se realizd el escalado de los cultivos
aumentando paulatinamente los volimenes en las diferentes etapas del ciclo de cultivo,
para lo cual se realizaron trasvases de células a recipientes mayores. De este modo se
obtuvo un cultivo a gran escala que permitié disponer de suficiente cantidad de
biomasa para llevar a cabo el posterior estudio de la produccion de los metabolitos

secundarios de la microalga.

El cultivo se comenzo6 con una primera etapa donde los tubos o erlemeyers de
mantenimiento se replicaron a un estadio similar, en este caso en erlenmeyers de 50 ml
que contienen 25 ml de medio Guillard-K, y fueron inoculados con 5 ml del cultivo de
la microalga. Los trasvases se realizaron en la fase de crecimiento exponencial de las
células y la densidad del indculo fue de aproximadamente 7000 células/ml. (Figura

IL5).

Posteriormente, se prepararon erlenmeyers de 250 ml conteniendo 120 ml de
medio, los cuales se inocularon con 30 ml de cultivo cada uno. Una vez alcanzado el
maximo de crecimiento, éstos sirvieron de indculo para la siguiente etapa que se
realizo en erlenmeyers de 5 1 que contenian aproximadamente 2.3 1 de medio (Figura

1L6).
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Figura ILS5.- Diferentes escalas de cultivo correspondientes a los primeros estadios de

cultivo, erlenmeyers de 50 y 250 ml.

Figura I1.6.- Cultivo en erlenmeyers de 5 1.

Finalmente, la ultima etapa del cultivo se realiz6 en recipientes de 60 1 que
contenian 40 1 de medio, y cada uno se inoculé con el contenido de uno de los
recipientes de la etapa anterior (Figura 1.12). Todos los trasvases indicados se llevaron

a cabo con los indculos en la fase exponencial del crecimiento.

Figura I1.7.- Cultivo en recipientes de 60 litros.
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Siguiendo el procedimiento descrito, se realizaron cultivos con un volumen
total de 1020 litros, lo que permitid obtener suficiente biomasa para proceder al
estudio fitoquimico. El tiempo entre cada trasvase fue de aproximadamente 21 dias
para los primeros estadios, mientras que para la recoleccion a partir de los recipientes
de 60 litros se dejaron pasar 2 meses, ya que es el tiempo estimado para que cultivos de
organismos de este género presenten una produccion Optima de toxinas.” El ciclo de

cultivo se describe en el Esquema I1.1.

4 ™
Células de ¢
Prorocentrum belizeanum
L 7
i 21 dias
{ N\

Erlenmeyers de 50 ml
con 30 ml de cultivo

* 21 dias

Erlenmeyers de 250 mli
con 120 ml de cultivo

* 21 dias 5 MESES

Erlenmeyers de 5 |
con 2.5 | de cultivo

* 21 dias
@ B
Recipientes de 60 |
con 45 | de cultivo
* 2 meses
RECOLECCION g
DE LAS CELULAS
L J

Esquema II.1.- Etapas del ciclo de cultivo.
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I1.4.- RECOLECCION Y EXTRACCION

P. belizeanum es un organismo bentdnico, caracteristica que facilitd el proceso
de recoleccion de la microalga, debido a que se fija en el fondo y paredes de los
tanques. El proceso de recoleccion se llevd a cabo de la siguiente manera: primero se
succiono la mayor parte del agua de mar contenida en los tanques. Y en segundo lugar
se separaron los restos del medio de cultivo que quedaron con las células,
centrifugandolas a una velocidad de 7000 r.p.m. y manteniendo la temperatura entre 5
y 10° C. De este modo fue posible obtener un residuo de células libre de medio

(Esquema I1.2).

Las células asi obtenidas se sometieron a maceracion en acetona en un bafio de
ultrasonido que asegur6 la ruptura completa de las mismas, y permitié una extraccion
mas eficaz de los metabolitos. Este proceso se repitid sucesivas veces hasta que no se
observo color en el disolvente. El residuo de células resultante se sometié al mismo
proceso con metanol como disolvente hasta agotamiento. En cada caso el residuo
celular se separo6 del disolvente mediante filtracion a través de una placa de vidrio, y la
ulterior evaporacion del disolvente nos llevo a dos extractos, un extracto de acetona de
22.1 g, y otro de metanol de 16.0 g., que tuvieron que ser nuevamente filtrados debido
a la presencia de un precipitado blanquecino formado por sales, que dificultaba el

manejo del extracto. El proceso se resume en el Esquema I1.2.
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IL.5.- SEPARACION CROMATOGRAFICA

En esta memoria se recoge el estudio de metabolitos secundarios a partir del
extracto de acetona (22.1 g), para ello fue necesaria la puesta a punto de una marcha

cromatografica utilizando distintas fases estacionarias.

En primer lugar se realizé una separacion por exclusion, utilizando como fase
estacionaria Sephadex LH-20 y como fase mévil la mezcla de Cloroformo:Metanol:n-
Hexano en las proporciones 1:1:2. Este primer paso permitié eliminar una gran
cantidad de clorofilas, aunque fue necesario repetirlo sucesivas veces hasta su casi
completa eliminacién. De este proceso se obtuvieron tres fracciones que se sometieron
a ensayos farmacologicos, siendo la denominada fraccién B la que presentd una mayor
actividad, al tiempo que las placas de TLC nos indicaron la presencia del acido

okadaico, por lo que centramos en ella los estudios posteriores.

A continuacion, la fraccion B se someti6 de forma consecutiva a
cromatografias de media presion en fase reversa. En este caso fue necesario probar con
distintas mezclas de eluyentes hasta conseguir las condiciones Optimas de separacion.
Finalmente, fue posible aislar como producto mayoritario el Acido Okadaico (AO), 70

mg, con mezclas de MeOH:H,O (17:3) y CH;CN:H,O (1:1).

La ultima etapa fue la de purificacion de los metabolitos minoritarios a través
de sucesivas cromatografias de alta eficacia (HPLC) en fase reversa, pudiéndose
separar e identificar DTX-5¢, 4.0 mg, Acido Belizeanico (AB), 2.0 mg, Acido 19-epi-
Okadaico (AEO), 1.0 mg, Diol éster C;y del AO (10 mg), y el ya conocido Metil-
okadaato” (2.0 mg). Las condiciones de purificacién utilizadas se retnen en el

Esquema I1.3.
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I1.6.- ESTUDIO DE ELUCIDACION ESTRUCTURAL DEL ESTER C-10

La formula molecular de este nuevo compuesto fue establecida como
Cs4Hgy014 de acuerdo con su espectro de masas FAB (Fast Atom Bombardment) de alta
resolucion, m/z 977.5602 [Cs,Hg,O 14+Na]+, donde se observo el fraccionamiento
correspondiente al diol C,oH;50, (m/z 167.1014). El espectro de infrarrojo (IR) mostré

una banda intensa a 1732 cm™ caracteristico del carbonilo de un grupo éster.

La comparacion de los espectros de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de
proton y de carbono del AO y del nuevo compuesto permitid establecer que éste
contenia todas las sefiales correspondientes al AO ademés de un grupo de sefales
nuevas (Figuras I1.8 y I1.9). Esta informacion se pudo corroborar con el experimento
HSQC, donde se establecieron las correlaciones proton-carbono de los 16 metinos (tres
vinilicos), 16 metilenos (uno olefinico) y 5 metilos (uno vinilico) del AO, asi como con
las correlaciones caracteristicas en el HMBC de los 7 carbonos cuaternarios. Junto a
este grupo de senales, claramente identificadas, aparecieron 14 nuevas sefiales de
proton correspondientes a 2 metinos vinilicos y 6 metilenos (segin el HSQC dos
olefinicos) ademas de dos nuevos carbonos cuaternarios en el HMBC. Como
referencia, los desplazamientos quimicos de RMN de protéon y carbono del AO en

CDCl; se muestran en la Tabla I1.2.
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Carbono 8¢ 5'H Carbono B¢ 5'H
1 176.7 23 76.5 3.35
2 77.2 24 71.1 4.07
3 42.6 2.12/1.62 25 144.7
4 69.3 3.96 26 84.9 3.90
5 31.6 1.72/1.31 27 64.7 4.04
6 32.8 1.83/1.79 28 353 1.28/0.95
7 71.5 3.34 29 31.1 1.91
8 96.5 30 75.0 3.25
9 121.5 5.29 31 27.4 175
10 1394 32 26.6 1.96/1.86
11 33.2 1.91/1.87 33 30.3 1.52/1.34
12 71.5 3.35 34 95.6
13 42.2 2.21 35 254 1.48/1.31
14 136.3 5.63 36 18.7 1.84/1.51
15 1314 5.42 37 359 1.61/1.39
16 79.1 451 38 60.3 3.62/3.53
17 30.6 2.14/1.54 39 10.7 0.88
18 37.3 2.04/1.80 40 16.2 1.01
19 105.7 41 112.5 5.39/5.02
20 26.4 1.47/1.32 42 15.9 0.97
21 27.1 1.81/1.72 43 23.1 1.73
22 69.7 3.57 44 27.3 1.36

Tabla II.2.- Desplazamientos quimicos de proton y carbono-13 del AO en CDCl;.
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Una vez analizados los datos de RMN del AO y del diol ester Cyy del AO
resulta relativamente facil observar cuales son las sefiales correspondientes a los
nuevos protones. De esta forma, aparecen sefales pertenecientes a los protones
vinilicos de un doble enlace Z (J = 8.0 Hz), H-4’ (84 5.56) y H-5" (84 5.60), que en el
experimento COSY se correlacionaron con los metilenos alilicos H,-3" (dy 2.86) y H,-
6’ (dy 2.85), respectivamente (Figura II.10). También aparecen sefiales que se
corresponden con las de dos metilenos vinilicos H,-9” (8 5.10 y 5.02) y H,-10" (8
5.05 y 4.89), y las de dos metilenos unidos a heteroatomo H,-1" (3y 4.68 y 4.58) y H,-
8’ (04 3.93).) Todas ellas fueron correlacionadas con las correspondientes a las de sus
carbonos a través del experimento HSQC; C-1’ (67.5), C-3* 31.3), C-4’ 128.0), C-5°
129.2), C-6’ (31.3), C-8’ (64.8), C-9’ (113.7) y C-10’ (110.7). (Figura IL.11).

= L
&1
¥ L 3.0
—4.0
— 5.0
---::-::::::::::it::::::::::::::::::::::-:‘:,I:a:,é -
576" ||

Figura IL10.- Corte del espectro COSY para el fragmento C-3’—C-6".%

% Para sefialar las correlaciones se ha optado por indicar en primer lugar el protén que primero
aparece en la diagonal (derecha — izquierda) y después con el que presenta correlacion.
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Figura I1.11.- Seccion del espectro HSQC para el fragmento C-1°’—>C-10°.

La estructura del fragmento fue finalmente establecida a través de las
correlaciones observadas en el HMBC para los carbonos cuaternarios olefinicos. Asi,
el carbono centrado a ¢ 142.4 fue identificado como C-2’ por sus correlaciones con
los protones del metileno unido a heterodtomo H,-1" y con el alilico H,-3’. Del mismo
modo, el carbono cuaternario a d¢ 147.9 fue identificado como C-7° por sus
correlaciones con el metileno alilico H,-6" y con el metileno unido a heteroatomo H,-
8’. Todo ello establece la estructura del fragmento como la dada en la Figura I1.13, en
la que aparece unido con el resto de la molécula a través de la sefial de correlacion
entre el carbono carbonilico C-1 (8¢ 176.3) y los protones Hp-1" (6y 4.68 y 4.58) de

uno de los extremos del fragmento. (Figura I1.12).
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Figura 11.12.- Espectro de HMBC del fragmento C-1"’—>C-10".

OH

Figura I1.13.- Correlaciones de HMBC mas significativas del fragmento C-1’—>C-10’
Secuencia: C-1 (8¢ 176.3) —> Hj-1° (8y 4.68 y 4.58, d¢ 67.5) « C-2° (6¢c 142.4) >
Hz-9’ 6y 5.10 y 5.02, ¢ 113.7), H,-3” (dy 2.86, &¢ 31.3)> H-4> (dy 5.56, &¢
128.8)— H-5’ (8y 5.60, d¢ 129.2)— H,-6" (8y 2.85, 8¢ 31.3)«— C-7° (6¢ 147.9)— H,-
8’ (84 4.06, 5¢ 64.8), H,-10 (84 5.05 y 4.89, d¢ 110.7)
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En el experimento ROESY se observaron sefiales de correlacion que fueron
idénticas a las correspondientes al AO, por lo que concluimos que la conformacion del

éster es muy similar a la del AO. (Figura I1.14, Tabla IL.3).
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Figura I1.14.- Estructura del diol ester C,y del AO.

48



Carbono 5 13C 5'H Carbono s ¥’C 5'H Carbono 8 B¢ §'H
1 176.3 19 106.0 37 253 1.56/1.53
2 75.8 20 30.0 1.42/1.37 38 60.7 3.68/3.55
3 44.2 2.03/1.70 21 28.0 1.81/1.74 39 11.0 0.92
4 68.7 3.99 22 70.3 3.60 40 16.5 1.06
5 32.0 1.72/1.35 23 77.4 3.43 41 112.7 5.37/5.05
6 27.7 1.82/1.78 24 71.3 4.12 42 16.2 1.02
7 72.0 3.39 25 143.9 43 23.2 1.73
8 71.6 26 85.3 3.94 44 27.8 1.41
9 122.3 5.34 27 66.3 4.05 1’ 67.5 4.68/4.58
10 138.7 28 355 1.33/0.97 2’ 142.4
11 333 1.88/1.86 29 31.5 1.94 3 31.3 2.86
12 71.2 3.57 30 75.2 3.30 4° 128.0 5.56
13 42.3 2.28 31 28.0 1.80 5° 129.2 5.60
14 135.7 5.54 32 27.0 2.02/1.87 6’ 31.3 2.85
15 131.3 5.51 33 31.0 1.54/1.40 7 147.9
16 79.5 448 34 96.3 8 64.8 4.06
17 31.0 2.16/1.60 35 36.2 1.65/1.45 9’ 113.7 5.10/5.02
18 37.3 2.05/1.87 36 19.0 1.88/1.55 10° 110.7 5.05/4.89

Tabla I1.3.- Datos de RMN'H y RMN"*C para el diol éster Cyo del AO en CDCl;,
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IL7.- ESTUDIO DE ELUCIDACION ESTRUCTURAL DEL COMPUESTO
DTX-5¢

De acuerdo con la marcha cromatografica descrita anteriormente, la
purificacion final de DTX-5c¢ se llevo a cabo en una columna de fase reversa HPLC-X
Terra usando la mezcla de MeOH-H,O (7:3) como eluyente. El compuesto fue aislado
como un solido amorfo de color amarillo, presentando en el espectro de IR una banda
intensa a 1650 cm™ caracteristica de un grupo amida, y otra debida a grupos sulfato a
1235 cm™. La presencia de grupos sulfato y amida se confirmé por el espectro de
masas FAB que mostro un i6n molecular a m/z 1498.5851, correspondiente a la
formula molecular [C68H103N02782Na3]+. Por otro lado, un analisis MS-MS en modo
negativo correspondiente a este idn molecular dio el siguiente fraccionamiento: 1430
— 1350 — 1270 — 1110 — 803, lo que parecia indicar que el nuevo compuesto era un
derivado del éster C;y de acuerdo con la presencia de los fragmentos del AO (827) y
del diol éster C;y del AO (977) en la secuencia anteriormente citada. Ademas, el
analisis del espectro de MS-MS, pone de manifiesto dos pérdidas secuenciales de 119
Da correspondientes a OSO;Na, que nos confirma la presencia de dos grupos sulfato en

la molécula.

Esta hipotesis es consistente con los datos observados en la RMN, ya que si se
comparan los datos de RMN de proton del diol éster C;o del AO con los
correspondientes a la DTX-5c se puede observar que todas las sefiales del primero
estan contenidas en el espectro de la nueva molécula (Figuras I1.15 y I1.16). La
principal diferencia se corresponde con la sefial del hidroxi-metileno terminal H,-8’,
que se encuentra desplazada a campos mas bajos en el nuevo compuesto (8 3.93 vs Oy
4.52), lo que es indicativo de que este metileno esta unido a un nuevo grupo éster. La
comparaciéon de ambos espectros nos permitid identificar las nuevas sefiales

correspondientes a la cadena del nuevo éster.
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II.- Estudio del dinoflagelado Prorocentrum belizeanum

Dada la solubilidad de este nuevo compuesto, insoluble en CDCl;, fue

necesario tomar los datos de RMN en CD;OD, razon por la cual reasignamos los

desplazamientos quimicos de RMN de protén y carbono-13 del AO en CD;0D, tal y

como mostramos en la Tabla I1.4.

(0]

Carbono s Bc 5'H Carbono s Bc S'H
1 182.2 23 78.1 3.28
2 76.0 24 71.8 3.92
3 46.1 1.79/1.52 25 146.7
4 68.2 3.92 26 86.2 3.80
5 33.1 1.72/1.16 27 65.8 3.94
6 28.2 1.82/1.51 28 36.3 1.28/0.82
7 73.2 3.22 29 32.0 1.78
8 97.1 30 76.7 3.13
9 123.5 5.13 31 28.5 1.69
10 138.8 32 27.5 1.88/1.25
11 33.1 1.90/1.69 33 30.6 1.22
12 71.4 3.71 34 96.5
13 429 2.20 35 36.6 1.49/1.26
14 137.2 5.81 36 194 1.79/1.40
15 131.9 5.34 37 26.1 1.37
16 80.2 4.52 38 60.9 3.57/3.39
17 31.0 2.08/1.43 39 10.6 0.79
18 37.7 1.88/1.72 40 16.6 0.91
19 106.5 41 112.6 5.25/4.91
20 334 1.84/1.72 42 16.9 0.98
21 27.5 1.90/1.75 43 22.9 1.59
22 71.1 3.50 44 27.5 1.16

Tabla I1.4.- Desplazamientos quimicos de proton y carbono-13 del AO en CD;0D.

51



Patricia G. Cruz Lopez

"@Otdd W OV [9p 01D 19159 [0IP [9p H NIAY 9P 01199dsH 'S T[] eAn31g

o€
*

ovy

*

0's

8-H

J

52



1I.- Estudio del dinoflagelado Prorocentrum belizeanum

1.0

20

3.0

H-8’

UL &MMMﬂ x f
L | Nk MW S ./ / L "\,—-"P‘ \ 4
[
4.0
Figura IL.16.- Espectro de RMN'H de DTX-5¢ en CD;0D
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En el experimento HSQC se observo que las sefiales nuevas correspondian a 6
metinos (dos vinilicos) y 6 metilenos (dos alilicos), mientras que a su vez, el HMBC
nos sefialo la presencia de dos nuevos carbonos cuaternarios. Ademas, las
correlaciones establecidas en el experimento COSY nos indicaron claramente la
presencia de dos fragmentos independientes, el que denominamos A (C-2—C-6"") y

el B (C-87—>C-14").

El fragmento A se construy6 a partir de las sefiales vinilicas H-3” (&g 5.61) y
H-4" (8y 5.63), que estan formando un doble enlace E (J = 15.4 Hz). Ello nos permite
correlacionar H-3"" con los protones H,-2"" (8y 3.08), mientras que H-4” correlaciona
con el metileno H,-5” (dy 2.33) que, a su vez, se correlaciona con el metileno H,-6”

(dn 2.29) completando la secuencia de este fragmento. (Figura I1.17).

I | i v, " Wl -w . o " > _‘— Y
e = e e %/
E o .
:p 1 fj E —3.0
B0 @ b o i |
s = y Aot :
: o | ;
' P : : L
i o - = E i
s F o E s
E = 28 o E
; % = : ;
a Zi 4 s P so
-4 : 5 |
D U S 447/5
= "-’_ 3727 8
6.0
‘ T T T T [ T T T T T T T T I T T 2 _‘
6.0 5.0 4.0 3.0 2.0

Figura I1.17.- Seccion del espectro COSY para el fragmento C-2—C-6"".
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II.- Estudio del dinoflagelado Prorocentrum belizeanum

Los desplazamientos de carbono correspondientes a estas seflales se
establecieron utilizando el experimento HSQC (Figura I1.18) que corrobora la
existencia de dos metinos vinilicos C-3"" (¢ 123.7) y C-4”’ (8¢ 133.7), al igual que la
de los tres metilenos, dos de ellos vecinales a grupos carbonilo C-2”" (6¢ 38.1) y C-6”’

(8¢ 36.0) y el tercero alilico, C-5"" (8¢ 29.0).

120 20
3”
5!! =

4" 6"

L 140 - 40

6.0 5.4 3.2 2.2

H,-2"' (8 3.08, 8¢ 38.1) <~ H-3"" (81 5.61, 8¢ 123.7) — H-4" (8 5.63, 8¢
133.7) — Hy-5" (851 2.33, 8¢ 29.0); — H»-6"" (811 2.29, 8¢ 36.0)

Figura I1.18.- Secciones del espectro HSQC vy esqueleto del fragmento C-3"’—C-6"". En

negrita se muestran las conexiones del COSY.

La secuencia correspondiente al fragmento B se establecié comenzando por
una primera correlacion entre el metileno Hp-8*” (8y 3.26) y el proton H-9” (3y 3.90)
que a su vez aparece conectado con los dos protones del metileno H,-10"" (3 1.94 y
1.73). Estos protones metinélicos diastereotdpicos muestran una segunda correlacion

con el metino H-11" (3y 4.24) que a su vez se pudo correlacionar con el metino H-12"’
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(04 4.33). Las correlaciones para establecer la secuencia de H-12>> — H-14"" no eran
observables claramente en el experimento COSY por lo que recurrimos a un
experimento TOCSY-1D, de manera que la excitacion selectiva del proton del
metileno H,-14" centrado a 8y 4.38 nos llevo a los metinos H-13" (8y 4.22) y H-12"",

lo que permiti6 cerrar esta secuencia. (Figura 11.19 y 11.20).

el
T e SRR

4.0 3.0 2.0
— 4.0

— 4.4

14713 147147

[ \ |
44 4.0

Figura II.19.- Seccion del espectro COSY para el fragmento C-8—C-14"".

56



II.- Estudio del dinoflagelado Prorocentrum belizeanum

4.50 4.40 4.30 4.20 4.10 4.

Figura I1.20.- TOCSY-1D con excitacion selectiva sobre H-14" (3y; 4.38).

Las sefiales de protén de este fragmento fueron correlacionadas con las
correspondientes de carbono en el experimento HSQC, confirmando la presencia de 3
metilenos: C-8”" (8¢ 45.8), C-10"" (d¢ 38.1), C-14" (&¢ 70.7) y de 4 metinos: C-9” (8¢
69.0), C-11"’(8¢ 69.7), C-12” (5¢ 80.3) y C-13"’ (5¢ 71.1). (Figura I1.21).

147-mmmas. gn Ll b 40
13" .
= 8”
oo e 0
| \ \ - .
4.8

H,-8" (51 3.26, 8¢ 45.8) — H-97 (8} 3.90, 8¢ 69.0) — H,-10°* (5 1.94 y 1.73, 8¢
38.1) — H-117 (8y; 4.24, 8¢ 69.7) H-12* (8} 4.33, 8¢ 80.3) — H-13"" (51 4.22, 8¢
71.1) — Hy-147 (5, 4.38 y 4.12, 8¢ 70.7).

Figura IL.21.- Seccién del espectro HSQC y esqueleto del fragmento C-8”’—>C-14"". En

negrita se muestra la secuencia obtenida en el experimento COSY y TOCSY-1D.
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El analisis de los desplazamientos quimicos de las sefiales de estos fragmentos
establece la naturaleza hidrocarbonada del fragmento A y la presencia de todos los

nuevos heteroatomos en el fragmento B.

En efecto, el analisis de los desplazamientos quimicos correspodientes al
fragmento B nos indican lo siguiente: que el metileno C-8*” (8¢ 45.8 y 8y 3.26) debe
estar unido al nitrégeno de un grupo amida, cuya presencia fue sugerida por la
absorcion observada en IR. Asi como que el metino C-12°7 (dy 4.33, d¢ 80.3) y el
metileno C-14"" (dy 4.38 y 4.12, 8¢ 70.1), cuyos desplazamientos quimicos aparecen a
campos mas bajos que los correspondientes a metinos y metilenos con grupos
hidroxilo, son aquellos sobre los que se sitian los grupos sulfato. En consecuencia,
sobre los metinos C-9”* (dy 3.90, 8¢ 69.0), C-11"" (8 4.24, 6¢ 69.7) y C-13"" (64 4.22,

d¢ 71.1) deben situarse los grupos hidroxilo.

Una vez identificados los nuevos fragmentos de la molécula su estructura se
confirm¢é a través de las sefiales de correlacion presentes en el HMBC. Ademds, las
sefales de los carbonos cuaternarios correspondientes a los carbonilos C-1"" (¢ 172.4)
y C-7"" (8¢ 175.2), nos permitieron establecer las conexiones entre estos fragmentos y
el esqueleto del Cy, diol-éster. En efecto, el carbonilo C-1"" (8¢ 172.4) estd
correlacionado con los metilenos H,-8” (8y 4.52) v Hy-2" (dy 3.08), conectando el Cy
diol-éster con el fragmento A, que a su vez se uni6 al fragmento B a través de las
correlaciones observadas entre el carbonilo C-7" (8¢ 175.2) y los metilenos H,-8" (dy
3.26) y H,-6”" (8y 2.29). De este modo se pudo establecer la estructura plana del
fragmento del nuevo compuesto como la dada en la Figura I1.22, donde se encuentran

ilustradas las conectividades.
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II.- Estudio del dinoflagelado Prorocentrum belizeanum

(o) H (o) OSO3H
N
H OH OH OH

— 150

H,-8’

c-1” c7m |-

Q" H2'2”
HZ 8 Hz_su

— 200

| \ ‘ | '
5.0 4.0 3.0 2.0
Figura I1.22.- Seccion del espectro HMBC y estructura del fragmento C-8’—C-14"" con

las correlaciones. En negrita se muestran las secuencias obtenidas con el experimento

COSY y TOCSY-1D.

La comparacion de los datos obtenidos en el experimento ROESY del nuevo
compuesto con aquellos observados para el diol-éster nos indica que, tanto la
configuracion relativa de los centros quirales comunes como la geometria de los dobles
enlaces se mantiene inalterada. Por otro lado, el doble enlace nuevo, entre C-3"" y C-
4>’ debe encontrarse con una configuracion E en concordancia con una constante de

acoplamiento J5- 4 = 15.4 Hz.

En lo referente a las configuraciones relativas de los nuevos centros quirales
presentes en el fragmento B, C-9°, C-11"", C-12”" y C-13", el solapamiento de las
sefiales correspondientes al experimento RMN'H nos impidié medir las constantes de
acoplamiento *Jin. Por lo que se realizd el experimento COSY-DQF y HSQC-
TOCSY para medir 3 an y 3JC_H, respectivamente, pero debido a la poca cantidad de
muestra y a su degradacion no se pudieron medir estas constantes, y en consecuencia,
proponer una configuracion relativa. Sin embargo, el experimento ROESY nos
muestra ROE del proton H-9°’ con los protones H-11"" y H-12*". Si suponemos que

este fragmento no presenta libre rotacion debido a la diastereotopia observada en los
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metilenos C-10" y C-14"’, los roes observados solo serian explicables con una
configuracion relativa para los centros C-9’°, C-11"’, C-12” y C-13"" como (9”’R*,

117°8*, 12’R* y 13°°S*). En la Figura I1.23 se muestran los ROEs comentados.

3.90

410
! H-11"/H-9" 4.20
H-12"/H-9" |
(Y ZEE R A W) 1) - e R - 4.30
4.40
4.40 4.30 4.20 4.10 4.00 3.90

Figura I1.23.- Espectro de ROESY del fragmento C-9”” — C-14"".

Como resultado del estudio estructural llevado a cabo se propone para este

.89
nuevo metabolito,

DTX-5c, la estructura mostrada en la Figura I1.24, cuyos
desplazamientos de proton y carbonos se muestran en la Tabla IL.5. Se trata del cuarto
ejemplo de éster sulfatado aislado de un dinoflagelado del género Prorocentrum.
Hasta el momento las toxinas conocidas de este tipo, DTX4,90 DTX5ay DTXSb,9] se
habian aislado del P. maculosum, con fragmentos diol-éster Cg, Cg y Co
respectivamente. La principal diferencia entre todos estos compuestos radica en la
cadena del éster, lo cual es indicativo de que este tipo de microalgas sintetizan
fragmentos comunes en distintas especies. En nuestro caso, P. belizeanum produce

fundamentalmente el diol-éster Cyo. Este tipo de toxinas se encuentran clasificadas

dentro de un grupo conocido como toxinas DSP solubles en agua.

8 Cruz, P. .; Daranas, A. H.; Fernandez, J. J.; Souto, M. L.; Norte, M. Toxicon, 2006, 47, 920-924.

% Hu, T.; Curtis, J. M.; Walter, J. A.; Wright, J. L. C. J. Chem. Soc., Chem. Commun., 1995, 597-599.
' Hu, T.; Curtis, J. M.; Walter, J. A.; McLachlan, J. L.; Wright, J. L. C. Tetrahedron Lett., 1995, 36,
9273-9276.
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0SO;H

0SO;H

Figura I1.24.- Estructura de DTX-5c.
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Carbono s"c 8'H Carbono "c 'H Carbono s§"C 8'H
1 176.2 24 71.1 4.10 3’ 31.8 2.86/2.86
2 74.9 25 146.2 4’ 128.8 5.59
3 45.8 1.89/1.81 26 85.9 3.92 5 128.8 5.59
4 67.6 4.00 27 65.5 4.08 6’ 31.8 2.83/2.83
5 32.5 1.73/1.36 28 36.7 1.36/0.94 7 148.1
6 26.9 1.89/1.66 29 31.8 1.87 8’ 66.9 4.52
7 72.5 3.34 30 76.1 3.26 9’ 112.6 5.06/4.99
8 97.4 31 28.3 1.80 10° 109.8 5.01/4.87
9 123.2 5.26 32 26.9 2.00/1.80 1” 172.4
10 138.7 33 30.4 1.36/1.36 2” 38.1 3.08/3.08
11 32.5 1.99/1.89 34 95.6 3” 123.2 5.61
12 71.8 3.69 35 36.7 1.59/1.43 4> 133.7 5.63
13 42.3 2.35 36 19.1 1.87/1.52 5 29.0 2.33/2.33
14 135.8 5.78 37 26.2 1.50/1.38 6’ 36.0 2.29/2.29
15 131.6 5.54 38 60.6 3.70/3.52 7 175.2
16 79.6 4.57 39 10.0 0.93 N-H 4.08
17 31.1 2.21/1.57 40 16.3 1.05 8” 45.8 3.26/3.26
18 374 1.99/1.85 41 111.9 5.33/5.01 9>’ 69.0 3.90
19 106.8 42 16.3 1.05 10”° 38.1 1.94/1.73
20 33.2 1.92/1.87 43 22.6 1.73 11> 69.7 4.24
21 26.9 1.98/1.85 44 25.4 1.42 12> 80.3 4.33
22 70.4 3.64 1’ 67.6 4.62/4.52 13” 71.1 422
23 77.5 3.36 2’ 142.4 14> 70.7 4.38/4.12

Tabla IL5.- Datos de RMN'H y RMN"*C para DTX-5¢ en CD;0D.
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I1L.- ESTUDIO DEL ACIDO 19-¢pi-OKADAICO

IIL1.- ESTUDIO DE ELUCIDACION ESTRUCTURAL DEL ACIDO 19-¢pi-
OKADAICO

Este nuevo compuesto se aislo como un so6lido blanquecino amorfo, y su
férmula molecular resulté ser igual a la del AO, C44Hg5013, de acuerdo con su espectro

de masas, m/z 827.4 [C44H68013+Na]+.

El espectro de RMN de protén correspondiente a esta nueva molécula es muy
similar al del AO (Figuras III.1 y IIL2), aunque muestra algunas diferencias
significativas que afectan especialmente a los desplazamientos quimicos de proton del
metileno C-18 y del metino C-23. Por otro lado, el experimento HSQC presenta el
mismo numero de sefiales que en el caso del AO; 16 metinos, 16 metilenos y 5 metilos,
todos de la misma naturaleza que los del AO. Igual ocurre con los 7 carbonos
cuaternarios observados en el HMBC. Sin embargo, algunas de estas sefiales aparecen
también con distinto desplazamiento de carbono, siendo destacables los casos de C-16,

C-18, C-19 y C-23. (Tabla IIL1).

El estudio de la estructura de esta molécula se decidi6 abordar siguiendo las
pautas usadas en el estudio de la molécula de AO,” es decir, aprovechando la
presencia de los carbonos cuaternarios para dividirla en cinco regiones, A (C-3—C-7),
B (C-11-C-18), C (C-20—-C-24), D (C-26—C-33) y E (C-35—>C-38). Las regiones
A, D y E resultaron ser idénticas a las del AO en tanto que los cambios mas

sustanciales se concentraron en la zona de los fragmentos By C.

92 Norte, M; Gonzalez, R.; Fernandez, J. I.; Rico, M. Tetrahedron, 1991, 35, 7437-7446.
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1IL.- Estudio del Acido 19-epi-Okadaico
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(0)
AO AEO
Carbono s Bc 5'H s *C 5'H
15 131.9 5.34 133.1 5.56
16 80.2 4.52 82.9 4.43
17 31.0 2.08/1.43 31.6 1.98/1.81
18 37.7 1.88/1.72 333 2.36/1.57
19 106.5 109.0
20 334 1.84/1.72 344 1.82/1.74
21 27.5 1.90/1.75 28.7 1.92/1.45
22 71.1 3.50 70.9 3.60
23 78.1 3.28 81.8 2.93
24 71.8 3.92 71.3 4.05

Tabla II1.1.- Desplazamientos de proton y carbono de las sefiales que en el AEO presentan

cambios con respecto al AO.

El fragmento B se comenzd a estudiar en el experimento COSY (Figura
I11.3) a partir de una sefial a campo bajo correspondiente al protén olefinico H-14 (dy
5.80) que forma un doble enlace E (J = 15.8 Hz) con la otra sefial de proton olefinico,
H-15 (8y 5.56). Partiendo de H-14 se observa una correlacion con el metino alilico H-
13 (8 2.28) que a su vez estd conectado con el metilo H3-42 (8 1.04) y el metino H-
12 (84 3.78). La secuencia de conexiones se cierra con la observada entre H-12 y el

metileno Hp-11 (84 1.93 y 1.66). Por otro lado, H-15 aparece acoplado con el metino
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1IL.- Estudio del Acido 19-epi-Okadaico

alilico unido a heteroatomo H-16 (dy 4.43), y para este ultimo también se observa la

correlacion con el metileno Hp-17 (84 1.98 y 1.81).
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Figura I11.3.- Espectro COSY para el fragmento B (C-11—C-18).

En tanto que el experimento COSY no nos permitié establecer la conectividad
de este ultimo metileno (H,-17) con H,-18 (8y 2.36 y 1.57) se decidid realizar un
TOCSY-1D. Este experimento se realizd mediante excitacion selectiva del proton H-
14, permitiéndonos conectar la secuencia completa, como se observa en la Figura

I11.4.
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Figura I11.4.- TOCSY-1D con excitacion selectiva en H-14 (3 5.80).

Los desplazamientos quimicos de los carbonos correspondientes a este
fragmento se establecieron en base a las sefiales observadas en el experimento HSQC,
que nos confirman la presencia de dos metinos vinilicos C-14 (d¢ 136.7), C-15 (&¢
133.1), dos metinos en a a un oxigeno C-12 (8¢ 71.6), C-16 (&¢ 82.9), asi como un
metino alilico C-13 (8¢ 42.1), tres metilenos diastereotopicos C-11 (8¢ 33.7), C-17 (8¢
31.6) y C-18 (8¢ 33.3) y un metilo C-42 (6¢ 16.8). (Figuras IIL5 y I1L.6).

120 —
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12 |
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14 "

‘ 140 80 ‘ | 50
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Figura IIL.5.-Zonas seleccionadas del espectro HSQC correspondientes a las sefiales del

fragmento B (C-11—-C-18).
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%

Hy-11 (5, 1.93 y 1.66, 8¢ 33.7) < H-12 (81 3.78, 8¢ 71.6), Hy-42 (8y; 1.04, 8¢
16.8) « H-13 (51 2.28, ¢ 42.1) < H-14 (5y; 5.80, 8¢ 136.7) — H-15 (81 5.56,
Sc 133.1) —> H-16 (51 4.43, 8¢ 82.9) —, Hy-17 (5 1.98 y 1.81, 8¢ 31.6) —
H,-18 (8 2.36 y 1.57, 8¢ 33.3).

Figura IIL6.- Fragmento B con sus correspondientes desplazamientos de 'H y *C. Las

correlaciones COSY y TOCSY se indican en negrita.

Las sefiales pertenecientes al fragmento C se pudieron conectar nuevamente
usando el experimento COSY, que nos permite comenzar a partir del acoplamiento
entre los metinos H-24 (8y 4.05) y H-23 (8y 2.93). Esta ultima sefial nos lleva al
metino H-22 (8y 3.60), que también se encuentra conectado con el metileno H-21 (dy
1.92 y 1.45) (Figura IIL.7). La secuencia se completdé con el TOCSY-1D, excitando
en este caso de forma selectiva el proton H-23, que nos permite llegar hasta el metileno

H-20 (5 1.82 y 1.74). (Figura IIL8).
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Figura IIL.8.- TOCSY-1D con excitacion selectiva sobre H-23 (8y; 2.93).

70



1IL.- Estudio del Acido 19-epi-Okadaico

Una vez correlacionados todos los protones de este fragmento se paso al
estudio del experimento HSQC, a partir del cual se pueden obtener los desplazamientos
quimicos de los carbonos correspondientes a esta secuencia, tres metinos en o a un
oxigeno C-22 (8¢ 70.9), C-23 (d¢ 81.8) y C-24 (8¢ 71.3), asi como los dos metilenos
con hidrégenos diastereotopicos C-20 (6c 34.4) y C-21 (8¢ 28.7). La secuencia de este

fragmento se resume a continuacion en las Figuras I11.9 y I11.10.

= = = 70 20
24 22 - e ==
([T | et 21
- 23 20 "™
[ l \790 I I \ 4
4.0 3.0 2.0 1.4

Figura II1.9.- Seccion del espectro HSQC correspondiente a las sefiales del

fragmento C (C-20—>C-24).

H-20 (5 1.82 y 1.74, 8¢ 34.4) — H-21 (8 1.92 y 1.45, 8¢ 28.7) — H-22 (5
3.60, 8¢ 70.9) — H-23 (5 2.93, 8¢ 81.8) — H-24 (81 4.05, 5¢ 71.3).

Figura I11.10.- Fragmento C con sus correspondientes desplazamientos de "Hy "°C. Las

correlaciones COSY y TOCSY se muestran en negrita.
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Aplicando la misma estrategia se establecieron los desplazamientos quimicos

de proton y carbono-13 de los fragmentos A, D y E.

o [~

%

Fragmento A: H,-3 (o4 1.81 y 1.60, &¢ 46.3) —> H-4 (8y 3.96, d¢c 68.5) — H,-5 (Oy
1.73 y 1.25, 8¢ 32.6) > H,-6 (64 1.82 y 1.59, 3¢ 28.0) > H-7 (dy 3.26, d¢ 73.0).

% o

OH
Fragmento D: H-26 (5; 3.84, 5¢ 86.0) — H-27 (8y; 4.00, 8¢ 65.7) — H,-28 (8;; 1.33
y 0.86, 8¢ 36.5) — H-29 (5;; 1.79, 5¢ 31.9) — H-40 (5;; 0.95, 5 16.4); H-30 (5
13.17, 8¢ 76.6) — H-31 (8y 1.72, 8¢ 28.4) — H,-39 (5 0.83, 8¢ 10.8); Hy-32 (5y

1.95y 1.30, 8¢ 27.2) - H,-33 (64 11.27, 8¢ 30.5).
U

O

Fragmento E: H,-35 (64 1.52, y 1.28, 8¢ 36.5) —> H;-36 (Oy 1.81 y 1.44, 5 19.4)
H,-37 0y 1.42, 8¢ 26.3) — H,-38 (65 3.61 y 3.42, 8¢ 61.1)

Figura III.11.- Fragmentos A, D y E con sus correspondientes desplazamientos de proton

y carbono-13. Las correlaciones COSY se indican en negrita.
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Una vez asignadas las distintas secuencias de acoplamiento proton-proton de la
molécula se procedio a la union de los distintos fragmentos a través del experimento
HMBC. De este modo, podemos unir los fragmentos B y C a través de las
correlaciones observadas entre C-19 (8¢ 109.0) con uno de los protones H,-17 (8y
1.98) y uno de los protones H,-21 (g 1.92), como se puede observar en la Figura

I11.12.

C-19/H17

}
.

C-19/H-21 k118

T zan 230 z20 210 200 180 180 170 160 150

Figura I11.12.- Espectro HMBC y estructura del fragmento B y C con las correlaciones que

los une. En negrita se muestran las conexiones observadas en el COSY y en el TOCSY.

De la misma forma, las correlaciones observadas entre C-11 (d¢ 33.7) y C-9
(0¢c 123.3) con H;3-43 (8y 1.64) y con uno de los protones H,-11 (dy 1.66),

respectivamente, asi como la de C-8 (8¢ 97.4) con H-9 (dy 5.17) nos permite conectar
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los fragmentos A y B. Mientras que los fragmentos C y D quedan unidos a través de
las conectividades de H-26 (dy 3.84) con C-24 (3¢ 71.3), de H-41 (dy 5.27) con C-24
(0c 71.3), C-25 (8¢ 146.4) y C-26 (3¢ 86.0), asi como de H-41" (3 4.96) con C-24 y C-
26. Por ultimo, los fragmentos D y E quedaron unidos a través de las correlaciones
que mostrdé H-33 (8y 1.27) con C-34 (8¢ 97.8) y C-35 (d¢ 36.5). La estructura plana de
este compuesto queda definitivamente fijada a través de las correlaciones que presenta
el carbonilo C-1 (8¢ 182.7) con H3-44 (84 1.21) y H-3 (8 1.60) asi como la de C-2 (&¢
75.4) con H-3 (6y 1.60). Todo ello configura una estructura plana para el compuesto

idéntica a la del AO. (Figura II11.13).

r 50 _
’ * = H-?S’ 30
H-41 H-41 C-11/H,-43 © C-35
H H H-26 60 H £ 40
..... C.24 4 70 : s £
C-27 4 H-3 =
i L & C-2 S
- 80 C-24 70 H 8o
b . o
i i -80 H :
E % ' ' ‘34
C-8/H-9 : L100
==l 90 [ caaiH11 - 120
L L 130
[ 140 1% 170
i C-25 s
—150 Cc-41 i - 110 - H,-44 | 180
= C-1 weoiend .
L 160 120 | %65
54 52 50 48 42 40 38 36 L, & Af dd . o

Figura III.13.- Zonas seleccionadas del espectro HMBC, indicando las correlaciones que

unen a los fragmentos A con By C con D y E. Las secuencias en negrita se unieron con el

COSY y el TOCSY.

74



1IL.- Estudio del Acido 19-epi-Okadaico

JA qué puede, por tanto, deberse las diferencias de desplazamiento quimico
de proton y carbono observadas? 1a respuesta mas inmediata es que puede deberse a
alglin aspecto configuracional y que debe localizarse en la zona donde se observan las
diferencias, es decir, la de los fragmentos B y C. Obviamente, la técnica a aplicar para
confirmar dicha aseveracion es el experimento ROESY, y con este fin examinamos con
detenimiento las correlaciones dipolares del espectro correspondientes a esta parte de la
molécula (Figura III.14). En efecto, las caracteristicas correlaciones ROE entre el
metino H-22 con los metinos H-24 y H-27 asi como las del metino H-26 con uno de los
protones olefinicos de H,-41, son observables en ambos compuestos, AO y AEO, por
lo que la estereoquimica relativa del anillo de oxano E del sistema triciclico se
mantiene intacta en el nuevo compuesto. Sin embargo, en el experimento ROESY del
nuevo compuesto se observa un ROE fuerte entre los protones H-23 (84 2.93) y uno de
los protones del metileno H,-18 (3y 2.36), lo que no es posible en el AO (Figura
III.15). Este hecho sélo es explicable aplicando un cambio en la configuracion del
carbono espiro-cetalico C-19 de S* en el AO a R* en el nuevo compuesto, tal y como

se puede ver en la Figura II1.16.

______________

} o - SEEEEEERELE a0
'y H-23/H-18
>

— 40

T T 1
5.0 4.0 3.0 2.0

Figura I11.14.- Espectro de ROESY de la zona del fragmento C-18—C-26 del AEO.
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Representacion tridimensional del AO.

Representacion tridimensional del AEO.

Figura III.15.- ROEs observados en el sistema triciclico del AO y del AEO.
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De igual manera, si analizamos el resto de ROEs presentes en el nuevo
. 71 .
compuesto podemos observar que coinciden con los del AO," estableciendo para el

, . - . 45,6893
resto de la molécula la misma configuracion relativa que en el AO,™™

exceptuando
el centro C-19 que ahora presenta una configuracion 19R*. Finalmente, partiendo de
estos ROEs se pudieron asignar todos los protones diastereotopicos excepto los de los

metilenos H,-35 y H,-36, como se indica en la Tabla IIL.2.

El aislamiento e identificacién del AEO supone el primer ejemplo de toxina
del grupo del AO que no posee la misma configuracion relativa en el fragmento activo
C-1—-C-26, y en consecuencia deberia afectarse la conformacion de la molécula, y esto

a su vez podria ser de gran importancia en la actividad bioldgica de la misma.

% La configuracion relativa del AO es: (2R", 4S*, 7TR*, 8R*, 12*, 13R*, 16R*, 19S*, 22R*, 23R*,
24R*, 26S8*, 278*, 298*, 308*, 31R*, 34S5*).
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Carbono 5 1¥C 5'H Carbono s ¥’C 5'H Carbono 8 B¢ 3'H
1 182.7 16 82.9 443 31 28.4 1.72
75.4 17 316 1.98(proR¥) 32 272 1.95 (proR¥)
2 1.81(proS*) 1.30 (proS*)
463 1.81(proS*) 18 333 236(proR¥) 33 30.5 127
3 1.60(proR*) 1.57(proS¥)
4 68.5 3.96 19 109.0 34 97.8
326 1.73 (proS*) 20 344 1.82(proR¥) 35 36.5 1.52
S 1.25 (proR*) 1.74(proS*) 1.28
280  1.82 (proR¥) 21 287 1.92(prosS®) 36 19.4 1.81
6 1.59 (proS™) 1.45(proR*) 1.4
7 73.0 3.26 22 70.9 3.60 37 26.3 1.42
97.4 23 81.8 2.93 38 61.1 3.61(proR*)
8 3.42(pros™)
9 123.3 5.17 24 71.3 4.05 39 10.8 0.83
10 139.1 25 146.4 40 16.4 0.95
1 3.7 1.93(proS*) 26 86.0 3.84 41 1121 5.27
1.66(proR*) 4.96
12 71.6 3.78 27 65.7 4.00 42 16.8 1.04
13 42.1 2.28 28 36.5 1.33 (proR*) 43 22.8 1.64
0.86 (proS*)
14 136.7 5.80 29 31.9 1.79 44 27.7 1.21
15 133.1 5.56 30 76.6 3.17

Tabla I11.2.- Datos de RMN'H y RMN"*C para el AEO en CD,0D.
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I1L.2.- ANALISIS CONFORMACIONAL DEL ACIDO 19-¢pi-OKADAICO

En las interacciones ligando-proteina la conformacion que adopta el ligando en
su forma libre en disoluciéon juega un papel importante en su actividad. El AO, es un
inhibidor selectivo de las proteinas PP1 y PP2A, y se caracteriza por mantener tanto en

45,68 . L. 69,70 o
® como en disolucion””"" una conformacion igual a la que presenta en

estado solido
el complejo AO-PP1.”° Si a su vez tenemos en cuenta que el AEO es un isomero del
AO en un punto importante de la molécula para su plegamiento, nos resultd interesante
iniciar un estudio conformacional con este nuevo metabolito, ya que esto junto con el
ensayo de actividad del compuesto frente a PP1 y PP2A nos podria ayudar a
profundizar en los conocimientos sobre la relacion estructura-actividad de este tipo de
ligando. Con este objetivo se abordd un trabajo en el que se combinaron Métodos

Computacionales y los analisis de Resonancia Magnética Nuclear que se describen a

continuacion.

I11.2.1.- Obtencion de Restricciones Experimentales aplicando RMN

La Resonancia Magnética Nuclear, a partir de distintos experimentos, nos
aportd los datos que se utilizaron como restricciones en el estudio conformacional del
AEQ. Mas concretamente, los experimentos que se llevaron a cabo con este fin son los

que se indican a continuacion:
¢ En el experimento RMN'H se midieron la mayor parte de las constantes de
acoplamiento, y a partir de éstas se determinaron los angulos diedros utilizando

ecuaciones de tipo Karplus.

¢ En el experimento COSY-DQF se midieron aquellas constantes de

acoplamiento que debido a solapamientos entre sefiales no se pudieron medir en el
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1 sz I , . . . .
RMN H, que también se convirtieron en angulos diedros a partir de ecuaciones tipo

Karplus.

¢ El experimento ROESY se utilizé para medir las intensidades de ROE que

posteriormente se relacionaron con distancias interprotonicas.

I11.2.1.a.- Determinacion de distancias interprotonicas a partir del experimento
ROESY

Para estimar las distancias H-H en el AEO se utilizo el experimento 2D-
ROESY pese a que tiene una serie de inconvenientes frente al 2D-NOESY. EI motivo
es que para moléculas de ese tamafio el efecto NOE es muy pequefio (wtc aprox 1.1)
independientemente de las distancias entre protones y por tanto la informacion
estructural obtenida seria escasa, lo que no ocurre en el experimento ROESY. En los
experimentos NOESY/ROESY se producen dos efectos contrapuestos durante el
tiempo de mezcla (tm). Por un lado la relajacién cruzada que da lugar al efecto
NOE/ROE vy por otro la relajacion “spin-red” que tiende a restablecer los valores en el
equilibrio, por lo que el NOE/ROE observado depende mucho del T1 y del tiempo de
mezcla utilizado. Ademas, una interpretacion cuantitativa del NOESY/ROESY debe
considerar que la intensidad del NOE/ROE para un par de protones puede estar

afectada por la presencia de otros protones cercanos (difusion de espin).

A la hora de cuantificar la intensidad de las sefiales en el experimento ROESY
debe tenerse en cuenta la posible presencia de los siguientes efectos que pueden

complicar el andlisis:
¢ Dependencia de la distancia (en Hz) de cada sefial analizada respecto a la

posicion del trasmisor (offsef), lo cual conlleva que en los bordes de la ventana

espectral el bloqueo de espines sea mas débil, por lo que el ROE no depende soélo de
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las distancias internucleares sino también del offset. Este efecto fue estimado y

. 94,95,96,97
corregido.” ">

¢ Interferencias entre NOE y ROE, dificiles de corregir, pero que debido al
tamafio de la molécula estudiada (efecto NOE de baja intensidad) no deben ser de gran

importancia.

¢ Contribuciones TOCSY en el ROESY, que al ser de signo contrario
cancelan parcialmente el ROE. Las contribuciones TOCSY se minimizaron con la
eleccion de un campo de confinamiento adecuado de espines débil, con irradiacion

continua 1.4 KHz.

Para afrontar algunos de los problemas anteriores se realizaron experimentos
ROESY con distintos tiempos de mezcla (200, 300 y 500 ms) con el fin de seleccionar
un valor de “compromiso” lo suficientemente corto para que el efecto ROE se
comportara de manera lineal pero en el que la intensidad de sefial fuera suficiente para
ser interpretable. Finalmente, la cuantificacion de las intensidades de las sefiales de

correlacion se realizé fundamentalmente analizando el ROESY adquirido con un

94

0= arctan(W/_()

sen’f;sen’ 6, Q=w-—w,

ROElcjorr. = ROE;]xp.
0 es el angulo entre el eje de precesion del nucleo y el campo de confinamiento (spin-lock

field) de la magnetizacion xy; Q es el denominado “offset”; w es frecuencia de precesion del
nucleo; wy es la frecuencia del campo de confinamiento.

% Barbero, J. J. Curso avanzado de Resonancia Magnética Nuclear, 2005, 11, 175-192.
(http://www.uam.es/otros/germn/cursos.htm).

% Keeler, J. Understanding NMR Spectroscopy, 2002 & 2004 chapter 8. (spectroscopyNow.com).
7 Gemmecker, G. Advanced NMR Spectroscopy, 1999. (spectroscopyNow.com).
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tiempo de mezcla de 200 ms. A continuacion, las integrales se convirtieron en
distancias interprotonicas utilizando la aproximacion de dos espines aislados’ (ISPA).

En la cual se considera que los dos protones objetos de estudio estan aislados (no hay
NOE/ROE indirectos) y se descarta el efecto de los movimientos internos. En esta
aproximacion se toma una intensidad NOE/ROE de referencia y se calcula la distancia

. . 99,96,97
que separa a la correspondiente pareja de protones.”

En nuestro caso, se tomo
como calibracion interna la distancia entre H-30 y H-32 (proR*) (2.57 A), ya que al
estar ambos hidrogenos dentro de un anillo oxano fusionado con otro anillo oxano se
trata de una distancia estable, y se minimiza la contribucion TOCSY que puede
interferir en la cuantificacion de las intensidades. De este modo se pudieron obtener
las distancias correspondientes a un total de 36 picos de correlacion que se utilizaron

como restricciones de distancia (Tabla II1.3).

Una vez determinadas las distancias que se usaron como restricciones se
realizé una ultima correccion asociada a los grupos metilo, ya que la intensidad de la
sefial de este grupo se debe a tres protones. Por lo tanto, a las distancias medidas

. , 100
experimentalmente en este caso se le sumé 0.5 A.

Finalmente, se afiadio un margen de error extra a las distancias de restriccion
que se utilizaron, para asi compensar posibles errores asociados a la medida de la
intensidad de los picos cruzados y en su conversion a distancia. Para ello, como limite
inferior se establecio un valor de 1.8 A, mientras que como limite superior se tom6 la

distancia calculada mas un 10% de la misma. (Tabla IIL3).

98

r;; distancia entre los nucleos i-j.
_ 6 [Irer 7, distancia que se toma como referencia.
Ty = Tref |7 I; Intensidadel ROE entre los niicleos i-.
I,or Intensidad del ROE entre los nucleos de referencia.

% Pastor, M. M Curso introductorio a la espectroscopia de RMN, Parte 11, Aspectos Experimentales,
2005.( http://desoft03.usc.es/mmartin/rmnweb/cursosrmn/CURSORMN_Manuel parte2.pdf)

190 Neuhaus, D.; Willianson, M. P. En: The Nuclear Overhauser Effect in Structural and
Conformational Analysis. Ed. Wiley-VCH, 2000, 499-506.
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H-H I ROE-expt. D expt. D expt.+10%
3PS 4 2,30 2.4 2,6
4-14 0,29 3.4 3,7
5ProS* 4 1,44 2,6 2,8
§ProS”_gproR” 14,30 1,7 1,9
677 1,13 2,6 2.8
7-9 2,03 2.4 2,7
11712 2,02 2.4 2,7
117,13 0,72 2,9 3,2
12-13 1,47 2,6 2.8
12-14 0,28 3.4 3,7
12-42 0,76 32 3,6
13-14 0,75 2,9 3.1
13-15 1,32 2,6 2,9
14-42 0,53 3,5 3,9
16-14 1,46 2,6 2.8
17716 1,68 2,5 2,7
1875°-16 0,52 3,0 3.3
187°%" .23 3,78 2,2 2.4
20P°%" 22 1,17 2,7 2,9
21P5" 22 1,20 2,6 2,9
2227 4.47 2,1 2.3
2324 0,38 32 3.5
26-28 1,15 2,7 2,9
27-40 1,94 2.4 2,7
29-39 2,46 2,8 3.1
30-31 1,39 2,6 2.8
31-39 2,63 2,8 3.1
32PR* 3() 1,41 2,6 2,8
37-38P5 1,02 2,7 3,0
387530 0,66 2,9 32
38540 1,47 2,6 2,8
41-26 1,67 2.5 2,7
4141 8,03 1,9 2,1
42-13 2,73 2,8 3.1
42-15 0,25 3.9 43
43-9 2,02 2,9 32

Tabla II1.3.- En esta tabla se muestran las distancias interprotonicas obtenidas a partir de la

intensidad de los ROEs correspondientes.
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II1.2.1.b.- Determinacion de restricciones de torsion a partir de las constantes de
acoplamiento

Las restricciones aplicadas a los angulos diedros de la molécula se obtuvieron
de la medida de las constantes de acoplamiento proton-protén a tres enlaces, “Jip.
Dichas constantes se midieron a partir de los experimentos RMN'H y del COSY-DQF,
aunque del primero de ellos solo fue posible obtener tres valores debido al
solapamiento de las sefales, éstos fueron de gran utilidad ya que sirvieron para validar
el que las constantes medidas en el COSY-DQF eran aceptables. En este caso, las
constantes que se tuvieron en cuenta fueron aquellas correspondientes a los protones de
las partes mas flexibles de la molécula C-12/C-16 y C-26/C-30. Como se puede
observar en la Tabla I11.4, los valores medidos para todas estas constantes superaban
los 7 Hz, lo que es indicativo de una orientacion H-H anti, lo mismo que indicaron los
angulos calculados a partir de la ecuacion de Barfield'®' y de Karplus.'” Sin embargo,
para ser conservadores se tomaron como restricciones en los célculos valores de dngulo

diedro de 180° a los que se les aplic6 un margen de error de + 40°.

Protones 13JH-H AEO Ec.lerﬁeld Ec.Kz:rplus Al.lgl!lro )
NMR'H COSY-DQF ) @) restriccion(®)
12-13 7.5 144 145
13-14 8.3 8.8 * 151
15-16 7.9 8.9 * 148
26-27 9.0 153 156 180440
27-28PR 10.2 163 176
28775229 10.0 161 176
29-30 10.9 171 *

- . . . 2
* Angulos no calculados porque las ecuaciones no estan parametrizadas para C-sp”.

Tabla II1.4.- Constantes de acoplamiento, sus angulos diedros (°) obtenidos a partir de las

ecuaciones de Barfield y Karplus, y los que se utilizaron como restricciones de torsion.

19 Smith, W. B.; Barfield, M. Magn. Res. Chem., 1993, 31, 696-697.
12 M. Karplus, J. Chem. Phys., 1959, 30, 11-15.
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I11.2.2.-Modelizacion del Acido 19-¢pi-O utilizando Restricciones Experimentales

Una vez estimadas las distancias y los angulos diedros que se utilizarian como
restricciones se abordd el estudio conformacional del AEO en disolucion utilizando
técnicas de Mecanica Molecular. Concretamente, se realizaron bulsquedas
conformacionales, minimizaciones y dinamicas moleculares utilizando el programa

MacroModel 8.5.'”

I11.2.2.a.- Realizacion de Busquedas Conformacionales

Como punto de partida para el estudio conformacional se utiliz6 una estructura
generada por epimerizacion del centro C-19 de la estructura de rayos X del AO.*® EI
método de busqueda conformacional elegido fue el MCMM (Monte Carlo Multiple

. 104,105
Minimun),

ya que es el mas recomendado para muestrear de manera eficiente todo
el espacio conformacional en este tipo de moléculas. Se realizaron de forma separada
cuatro busquedas conformacionales utilizando los campos de fuerza MMFFs (Merck
Molecular Force Field)'"™'" y el MM3*.'*!% Dado que la espectroscopia de RMN
se realiz6 en MeOH y éste no se encuentra disponible dentro de la lista de ecuaciones

parametrizadas en MacroModel 8.5,' las biisquedas se realizaron utilizando tanto el

19 MacroModel es un programa de modelado molecular basado en campos de fuerza que perrmite
realizar minimizaciones, busquedas conformacionales y simulaciones dinamicas entre otros procesos.
La interfase gafica (GUI, graphical user interface) para MacroModel es Maestro, y en nuestro caso
utilizamos la version 6.0.

104 Este método forma parte de la aplicacion de MacroModel y es muy utilizado ya que explora de
manera eficiente el espacio conformacional mediante cambios arbitrarios en las coordenadas
cartesianas o en los angulos de torsion.

195 Chang, G.; Guida, W. C.; Still, W. C. J. Am. Chem Soc., 1989, 111, 4379-4386.

1% Este campo de fuerza es uno de los que se ha publicado mas recientemente y se caracteriza por ser
un método general aunque es mas popular con moléculas organicas.

' Halgren, T. A. J. Comput. Chem. 1996, 17, 490-519.

1% Se encuentra dentro de la familia de campos de fuerza MM parametrizados por Allinger, que son
muy utilizados para compuestos organicos de pequefio tamafio.

19 Allinger, N. L.; Yuh, Y. H.; Lii, .H. J. Am. Chem. Soc., 1989, 111, 8551-8566.
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modelo GB/SA (Generalized Born/Surface Area) de solvatacion continuo para agua
propuesto por Still y col.,''’ asi como con un modelo no solvatado en el que se aplico
una constante dieléctrica equivalente a la del MeOH (32.7), con el fin de tener
informacion de como afectan las distintas condiciones de cada simulacion a los
resultados del estudio conformacional. Por lo tanto se  estudid el espacio
conformacional en cuatro condiciones diferentes, aplicando las restricciones de
distancia y angulares comentadas en el Apartado II1.2.1. Utilizando cada una de las
condiciones citadas anteriormente se aplicaron busquedas con 20000 pasos, variando
en cada uno entre dos y cinco grados de libertad, tomando como estructura de partida
en cada paso la generada en el paso anterior. Cada estructura fue minimizada mediante
el algoritmo TNCG'" (Truncated Newton Conjugated Gradient) empleando como
criterio minimo de convergencia valores de 0.05 KJ/A mol. Todas aquellas estructuras
con una diferencia de mas de 50 KJ sobre la de minima energia en cada busqueda

fueron eliminadas.

Una vez terminada cada busqueda conformacional se procedido a la
reminimizacion de los conformeros obtenidos, manteniendo en cada caso el mismo
campo de fuerza y solvatacién que en el paso anterior, pero ahora el método que se
utiliz6 para llevar a cabo esta minimizacion fue el FMNR (Full Matrix Newton
Raphson) con 5000 iteraciones, un criterio de convergencia de 0.05 KJ/A mol, y un
umbral de RMSD de 0.25 A para considerar dos conformeros como duplicados. En
este caso solo se conservaron aquellos conférmeros situados dentro de una ventana de
energia potencial de 26.0 KJ/mol con respecto al minimo de la busqueda. Se
selecciond esta energia como corte ya que se ha observado que permite tener una
muestra optima del espacio conformacional, donde se evita la presencia de estructuras

estéricamente comprometidas y se permite la presencia de estructuras razonables con

10 Qi W. C.; Tempczyk, A.; Hawley, R. C.; Hendrickson, T. J. Am. Chem. Soc., 1990, 112, 6127-
6129.
"' Ponder, J.; Richards, F. J. Comput. Chem., 1987, 8, 1016-1024.
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112 ,
El nimero de estructuras que quedaron una vez

energias relativas sobrestimadas.
aplicada esta minimizacion fueron 361, 399, 376 y 403 para los campos de fuerza
MM3*-cte.diel., MM3*-H,0, MMFFs-cte.diel. y MMFFs-H,0, respectivamente.
Dado que el nimero de estructuras resulto ser algo elevado para su manejo, se utilizo el

13114 para calcular la desviacion cuadratica media (RMSD) de la

programa X-Cluster
posicion de los atomos mediante la superposicion de pares de estructuras, lo que
permite agruparlas en familias conformacionales y el valor de RMSD nos indica la
precision de las estructuras entre si. Como resultado de la aplicacion de este programa,
en las cuatro situaciones estudiadas se obtuvo una familia conformacional en la que
pudieron incluirse todas las estructuras, que resultaron ser bastante homogéneas entre

si.

Por lo tanto, como muestra de esta amplia familia conformacional se
seleccionaron los diez conférmeros de minima energia para cada uno de los campos de
fuerza utilizados. Estas estructuras se encuentran representadas en la Figura IIL.17, y
en la Tabla IIL5 se pueden ver sus energias relativas asi como los valores de RMSD

con respecto al minimo global de cada busqueda.

12 Thepchatri, P.; Cicero, D. O.; Monteagudo, E.; Ghosh, A. K.; Cornett, B.; Weeks, E. R.; Snyder, J.
P. J. Am. Chem. Soc., 2005, 127, 12838-12846.

'3 E] XCluster es un programa que se encuentra dentro del paquete de aplicaciones de MacroModel,
y es una herramienta muy util para analizar distintas conformaciones moleculares, ya que permite
agruparlas de acuerdo a criterios de distancia mediante la superposicion de los atomos.

14 Shenkin, P. S.; McDonald, D. Q. J. Comput. Chem. 1994, 15, 899-916.
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Figura I11.17.- Representacion estereoscopica de los diez conformeros de minima energia
resultantes de los campos de fuerza MM3*-cte.diel. (estructuras en verde), MM3*-H,0
(estructuras en azul), MMFFs-cte.diel. (estructuras en naranja), MMFFs-H,O (estructuras

en rojo).
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Conférmero AE* RMSD(A) AE® RMSD(A) AE® RMSD(A) AE! RMSD(A)

1 0,00 0,0 0,00 0,0 0,00 0,0 0,00 0,0
2 1,05 0,2 0,25 0,4 2,36 0,1 2,29 0,8
3 1,54 0,9 0,74 0,7 2,43 1,0 2,83 1,0
4 2,38 0,1 1,50 0,2 4,11 0,5 2,89 0,1
5 2,83 0,9 3,19 0,8 4,70 2,2 3,50 1,0
6 3,96 0,5 4,05 0,7 5,10 1,0 3,61 1,2
7 4,13 0,5 4,37 0,6 5,21 0,1 3,78 0,1
8 4,25 0,9 5,24 0,9 6,00 1,4 4,01 0,9
9 4,29 0,0 6,58 0,7 6,12 0,9 4,12 0,8
10 4,34 0,6 6,61 0,4 6,46 0,0 5,06 1,3

Tabla IIL5.- AE relativa (KJ/mol) para cada uno de los campos de fuerza. AE™:
MM3*-cte. diel., AE": MM3*-H,0, AEe: MMFFs-cte. diel., AE®: MMFFs-H,0. El valor

de RMSD esta calculado con respecto al minimo global en cada situacion.

Como se puede observar en la Figura I11.18 las disposiciones tridimensionales
que adopta la molécula en los distintos campos de fuerza son bastante parecidas.
Aunque también es cierto que en el campo de fuerza MM3* la molécula parece estar
algo mas plegada que en el MMFFs, no observandose diferencias importantes entre la
situacion solvatada y sin solvatar dentro de cada uno de estos campos de fuerza. De
cualquier modo, la similitud entre las estructuras obtenidas en las distintas condiciones

nos permite incluirlas en la misma familia conformacional.

Una vez establecida la similitud entre las estructuras resultantes del estudio de
modelizacion estamos en disposicion de pasar a evaluar como se ajustan las estructuras
calculadas a nuestras medidas experimentales, es decir, la exactitud de nuestros

resultados.
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Para ello, se calcularon las violaciones de distancia para cada uno de los diez
conférmeros de minima energia respecto a las distancias calculadas a partir del
experimento ROESY. Como se puede observar en la Tabla III.6 el niimero de
violaciones para estos conférmeros oscilan entre 1-6, y sus valores se encuentran entre
0,02-0,50 A. Por lo tanto, ante estos resultados, si tenemos en cuenta que valores de
violaciones hasta 0,5 A son considerados como aceptables'"”, podemos aceptar que los
datos tedricos nos muestran un buen modelo conformacional, que se adapta bastante a

los datos experimentales.

Figura III.18.- Imagen estereoscopica de los conférmeros obtenidos en las
busquedas conformacionales, las estructuras representadas en los colores verde, azul,
naranja y rojo representan a los conférmeros resultantes de los campos de fuerza MM3*-

cte. diel., MM3*-H,0, MMFFs-cte. diel. y MMFFs-H,O, respectivamente.

115 Nabuurs, S. B.; Spronk, C. A. E. M.; Vriend, G.; Vuister, G. W. Concepts Magn Reson Part A,
2004, 22, 90-105.
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MM3*-cte.diel. MM3*-H,0  MMFFs-cte.diel. MMFFs-H,O0

Conf. Viol. Viol. Viol. Viol.
HH -y HH Oy HH Oy HH R

1 12-13 0.19 12-13 0,18 12-13 0,22 12-13 0,22

proS*
2 1243 019 1213 017 1213 o022 S 4 04

12-13 0,22
3 374049 12-13 0,18 12-13 0,22 12-13 0,22
12-13 0,19 ) ’ ) ’ ) ’
12-13  0.18
4 12-13  0.19 539 004 12-13 0,22  12-13 0,22

% llproS*_13 0 01
3PS 4 049 12-13  0.18 ,
> 12-13  0.19 439 0,04 12-13 020  12-13 0,22

439 0,35
1213 0.18
6 1213019 o5 oy 12713 022 1213 022
3P4 0.48
7 1213 0.19 12-13  0.18  12-13 022 1213 022
439 0,04
3P4 049 s 12-13 0,20
8 13 o019 4 003 439 035 1213 022
proS*_ proS*_
9 1213 019 1213 o018 o 4 045 3774 043

12-13 0,22 12-13 0.22

34 0.44

10 12-13 0.19 12-13 0,17 12-13 0,22 12-13 022

Tabla I11.6.-. En esta tabla se indican las violaciones de distancia para aquellos hidrégenos

que violan las restricciones aplicadas (Tabla II1.3).
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I11.2.2.b.- Estudios de dinimica molecular con el conférmero del Acido 19-epi-
Okadaico

Propuesta la conformacion para el AEO en disolucion, la estructura de minima
energia se sometié a una simulacion de dindmica molecular (MD) para comprobar su
estabilidad conformacional y asi corroborar el resultado obtenido a partir de las

blsquedas anteriores.

Las simulaciones se desarrollaron en las mismas condiciones que se emplearon
para llevar a cabo las busquedas conformacionales, utilizando los campos de fuerza
MMFFs y MM3* tanto con constante dieléctrica € = 32.7 como con el modelo
solvatado GB/SA para agua. La dinamica que se realizoé fue de tipo SD (Stochastic

"o manteniendo una temperatura constante de 300 K y fijando las

118

Dynamic),
distancias proton-carbono mediante el algoritmo Shake °. La dindmica se realizé con
un periodo de equilibrado de 50 ps seguidos de un periodo de 2.5 ns, utilizando como

intervalos de tiempo entre integrales (time step) 1.5 fs.

La trayectoria de la dindmica durante cada simulacion se obtuvo guardando las
estructuras resultantes cada 0.5 ps a la vez que se monitorearon los angulos diedros de
las secuencias C-12—C16 y C-26—>C-30 (Figuras I11.19 a IIL.25), que al tratarse de
fragmentos abiertos son los que mas informacidon nos pueden aportar acerca de la
movilidad de la molécula. De acuerdo a estos datos, si nos fijamos en como
evolucionan los angulos indicados con el tiempo, nos encontramos con una situacion
estable en todos los casos exceptuando el diedro H-15-C-15-C-16—H-16 (Figura
I11.21), donde se observan algunas fluctuaciones en el campo de fuerza MM3*-H,0,
aunque la mayor parte del tiempo este angulo de torsién se mantiene cercano a los

180°, coincidiendo con el valor observado en las otras tres condiciones en las que se

16 Este método (SD) presenta mejoras frente al de dinamica molecular (MD) ya que incluye fuerzas
que simulan el efecto del movimiento de las moléculas de disolvente en el soluto.

"7 Gunsteren, W. F.V_; Berendsen, H. J. C. Mol. Simul., 1988, 1, 173-185.

"8 Con este algoritmo se mantienen fijas las distancias hidrégeno-carbono.

93



Patricia G. Cruz Lopez

llevo a cabo la dinamica. Esta ligera flexibilidad también se manifiesta en la distancia
observada entre los hidroxilos situados sobre los carbonos C-24 y C-7, que como se
puede ver en las Figuras II1.26 y II1.27 presenta oscilaciones entre 4 y 11 A. Por lo
tanto, aunque la molécula es bastante estable, estos datos nos indican que no es del
todo rigida. Lo cual es coherente si tenemos en cuenta que en estos conférmeros no
estd presente el puente de hidrogeno caracteristico del AO,* entre el carbonilo C-1 y el
hidroxilo en C-24, que es el que le confiere una cierta rigidez. Pero a pesar de la ligera
movilidad que presenta el AEO, no parece evolucionar a otras disposiciones espaciales,
manteniéndose dentro de la misma familia conformacional durante el tiempo de

simulacién y en los distintos campos de fuerza.

H-12-C-12-C-13-H-13
—— MM3-CteDiel
300 A MM3-H,0
— —=— MMFF-CteDiel
-y MMFF-H,0
0
[
S 200 4, And. o a.ws Y. I PRI .40 . B, 3 ;
S 200 Y aige g s gy o donsead s oupalliy ek ke el i ok i ik
s e el R,
£
o0
& 100
0 T T T T
0,0 0,5 1,0 15 2,0 2,5
Tiempo (ns)

Figura I11.19.- Evolucion del angulo diedro H-12—C-12—C-13—H-13 durante el tiempo de
simulacion con una SD para el AEO.
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H-13-C-13-C-14-H-14

300 A

Angulo deTorsién ( °)

—— MM3-CteDiel
MM3-H,0

—=— MMFF-CteDiel

—+— MMFF-H,0

0,0

0,5 1,0

Tiempo (ns)

15 2,0 2,5

Figura II1.20.- Evolucion del angulo diedro H-13—C-13—C-14—H-14 durante el tiempo de
simulaciéon con una SD para el AEO.

H-15-C-15-C-16-H-16

300 A

Angulo deTorsion ( °)
N
o
o
28

—— MM3-CteDiel
MM3-H,0

—=— MMFF-CteDiel

—+— MMFF-H,0

0,5 1,0

Tiempo (ns)

15 2,0 2,5

Figura I11.21.- Evolucion del angulo diedro H-15—C-15—C-16—H16 durante el tiempo de
simulacion con una SD para el AEO.
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H-26-C-26-C-27-H-27

—— MM3-CteDiel
MM3-H,0

300
-~ —=— MMFF-CteDiel
s —+— MMFF-H,0
o
o X
@
© s
s
3
&
& 100

0 . . T T
0,0 0,5 1,0 15 2,0 2,5

Tiempo (ns)

Figura I11.22.- Evolucion del angulo diedro H-26—C-26—C-27—H-27 durante el tiempo de
simulacion con una SD para el AEO.

H-27-C-27-C-28-H-28PrOR*

—— MM3-CteDiel
300 A MM3-H,0
—=— MMFF-CteDiel

s —+— MMFF-H,0
3 ‘ . 1 1 .
] 4
< | ¢ U { i
° b
S
&
< 100 1

0 T T T T

0,0 0,5 1,0 15 2,0 2,5

Tiempo (ns)

Figura I1L.23.- Evolucion del 4ngulo diedro H-27—C-27—C-28—H28"°%" durante el tiempo
de simulacioén con una SD para el AEO.
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H-28P"0S™ -C-28-C-29-H-29
—— MM3-CteDiel
300 MM3-H,0
- —=— MMFF-CteDiel
bt e MMFF-H,0
8
4 o fhet §0 ) [ 1% 8ok ol
s T At et
z ‘i .“i L] “ a 1 © 11 :
=]
2
& 100
0 ; ; ; ;
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5
Tiempo (ns)

Figura I11.24.- Evolucién del 4ngulo diedro H-28""5"~C-18—C-29—H-29 durante el tiempo
de simulacion con una SD para el AEO.

H-29-C-29-C-30-H-30

—— MM3-CteDiel
300 - MM3-H,0

— —=— MMFF-CteDiel
T —+— MMFF-H,0
S

5200 1) IA% o 5 AR L A elm o & ik . 2 eided :

§ Eae L

°

=1

3

< 100

0 T T T T
0,0 0,5 1,0 15 2,0 2,5

Tiempo (ns)

Figura I11.25.- Evolucion del angulo diedro H-29—C-29—C-30—H30 durante el tiempo de
simulaciéon con una SD para el AEO.
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20 Distancia OH(C-24)-0H(C-7)

—— MM3-CteDiel
MM3-H,0

—=— MMFF-CteDiel

—+— MMFF-H,0

15 4

Distancia ( A)

2,0 2,5

Tiempo (ns)

Figura II1.26.- Evolucion de la distancia entre el oxigeno del OH(C-24) y el hidrogeno de
OH(C-7) durante el tiempo de simulaciéon con una SD para el AEO.

20 Distancia OH(C-24)-OH(C-7)

—— MM3-CteDiel
MM3-H,0

—=— MMFF-CteDiel

—+— MMFF-H,0

15 A

Distancia ( A)

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0

Tiempo (ns)

Figura I11.27.- Evolucion de la distancia entre el hidrogeno de OH(C-24) y el oxigeno de
OH(C-7) durante el tiempo de simulacion con una SD para el AEO.
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Para concluir con este estudio computacional se compararon los angulos
diedros y las distancias obtenidas experimentalmente con los valores correspondientes
a la estructura promedio de las dinamicas en los distintos campos de fuerza. Para esto
se tomo la estructura promedio, ya que las moléculas en disolucién se encuentran en
movimiento permitiendo la existencia de equilibrios conformacionales, por lo que los
datos experimentales se deben al aporte de todos los conféormeros que coexisten en
disolucion. En la Figura IIL.28 se pueden ver estas estructuras, y en las Tablas I11.7 y
I11.8 se muestran los datos tedricos y experimentales correspondientes a los angulos
diedros y a las distancias interprotonicas. Ante estos datos, que se ajustan bastante
bien a los experimentales tanto en el campo de fuerza MM3* como en el MMFFs,

podemos pensar que nos encontramos ante una buena propuesta conformacional.
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Figura I11.28.- Imagen estereoscopica de la estructura promedio de las dinamicas
en los distintos campos de fuerza: MM3*-cte. diel. en verde, MM3*-H,0 en azul, MMFFs-
cte. diel. en naranja, MMFFs-H,O en rojo.

- Ecuaciéon Ecuacion MM3* MM3* MMFFs MMFFs

Diedro Barfield Karplus cte.diel. H,0 cte.diel. H,0
HNMR COSY-DQF ©) ©) ©) ©) ©) ©)

12-13 7,5 144 154 177 177 172 174
13-14 8,3 8,8 * 151 165 165 167 179
15-16 7,9 8,9 * 148 172 172 176 193
26-27 9,0 153 156 176 176 171 175
S 10,2 163 176 180 180 180 180
28”529 10,0 161 176 183 183 181 182
29-30 10,9 171 * 180 180 176 177

’ . . 2
* Angulos no calculados por no estar las ecuaciones parametrizadas para los c-sp”.

Tabla IIL8.- Angulos diedros (°) obtenidos a partir de las ecuaciones de Barfield y
Karplus, y los correspondientes a la estructura promedio de las dinamicas en los distintos

campos de fuerza.
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H-H D expt. MM3*_cte.diel. MM3*-H,0 MMFFs-cte.diel. MMFFs_H,0
3PS 4 24 2.5 2,5 2,5 2,5
4-14 3.4 3.5 3,5 3,1 3,1
5POST 4 2.6 2.5 2,5 2,5 2,5
gProST_gprokT - 7 1.8 1,8 1,8 1,8
6PS"7 2.6 24 2.4 2.4 2.4
7-9 2.4 25 2,5 2,5 2,5
11P°%"_12 24 24 2.4 2.4 2.4
117%°-13 2.9 2.6 2,6 2,6 2,6
12-13 2.6 3.1 3,1 3,1 3,1
12-14 3.4 2.9 2,9 2,8 2,7
12-42 3.2 3.4 3.4 3,4 3,4
13-14 2.9 3.1 3.1 3.1 3.1
13-15 2.6 2.4 2.4 2.4 2.4
14-42 35 3.7 3,7 3.8 3.8
16-14 2.6 2.5 2,5 2.4 2.4
177 16 2.5 24 2.4 2.4 2.4
18716 3.0 3.0 3,0 2,9 2,8
187723 2.2 22 2,2 2,1 2,1
20P°%".22 2.7 2.5 2,5 2,5 2,5
21722 2.6 2.5 2,5 2.4 2.4
22-27 2.1 22 2,2 2,2 2,2
23-24 3.2 3.1 3.1 3.1 3.1
26-28 2.7 25 2,5 2,5 2,5
27-40 24 22 2,2 2,2 2,2
29-39 2.8 2.8 2,8 2.9 2.9
30-31 2.6 2.5 2,5 2,5 2,5
31-39 2.8 2.5 2,5 2,5 24
32k 30 2.6 2.6 2,6 2,6 2,6
37-38P" 2.7 2.5 2,5 2,5 2,5
38P%.30 2.9 2.6 2,6 2,6 2,6
38740 2.6 2.7 2,6 2,7 2,7
41-26 2.5 24 2.4 2.4 2.4
41-41' 1.9 1.9 1,9 1,8 1,8
42-13 2.8 2.5 2,5 2,5 2,5
42-15 3.9 4.1 4,1 4,1 4,0
43-9 2.9 24 2.4 2,5 2.4

Tabla IIL.7.- Distancias experimentales y las correspondientes a la estructura promedio de

las dindmicas en los distintos campos de fuerza.
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IIL.3.- ENSAYOS DE INHIBICION DE PROTEINAS FOSFATASAS PP1 Y
PP2A

Debido a que el AO se caracteriza por inhibir de forma selectiva a las proteinas
PP1 y PP2A frente al resto de las fosfatasas de la misma familia, y dado que el AEO se
diferencia del AO en la estereoquimica del centro C-19, lo que se traduce en cambio de
conformacién, decidimos llevar a cabo ensayos para evaluar la inhibicion de estas

proteinas por parte del nuevo metabolito.

Los ensayos de inhibicién enzimatica se realizaron adaptando una técnica de

fluorescencia publicada por Vieytes y col.,'"”

cuyo fundamento es medir la actividad
enzimatica de la proteina a través de medidas de fluorescencia, utilizando la
fluoresceina difosfato (FDP) como sustrato. Las disoluciones de las muestras que se
ensayaron se prepararon a partir de una disolucion inicial en MeOH, de modo que el
porcentaje final de este disolvente en las muestras ensayadas fuera menor del 1%, ya
que por debajo de este volumen el disolvente organico no afecta a las actividades'' del

compuesto.

A la hora de determinar la inhibicion enzimatica se tom6 como sustancia de
referencia el AO, por lo que los ensayos tanto con PP1 como con PP2A se realizaron

., Cg e . . . 60
también empleando este inhibidor cuyo comportamiento es perfectamente conocido.

Los resultados obtenidos se resumen en las Figuras I11.29-111.32, y como se
puede observar en la Tabla II1.9, los porcentajes de inhibicién enzimatica para el

nuevo compuesto son muy similares a los que presenta el AO con ambas proteinas.

1o Vieytes, M. R; Fontal, O. L.; Leira, F.; Baptista de Sousa, J. M. V.; Botana, L. M. Analytical
Biochemistry, 1997, 248-258.
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Proteina Compuesto IC5y (nM)
AO 106+10
PPlc AEO 464+52
AO 0,5840,05
PP2Ac AEO 0,47+0,04

Tabla IIL.9.- Porcentaje de inhibiciéon de PP1 y PP2A con el AO y AEO.

100

80 A

IC50 = 10610 nM

60 1

40 1

% Inhibicion PP1

20 1

T T T T T T T T
le-3 le-2 le-1 le+0 le+l le+2 le+3 le+4 le+5 le+6

Concentracién de Acido Okadaico [nM]

Figura I11.29.- Inhibicion de la proteina fosfatasa tipo I por el AO a las concentraciones

107-10° nM y utilizando FDP (280 uM) como sustrato.
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100

IC50 =464+52 nM
80 1

60 1

40

% Inhibicién PP1

20 4

0 T T T T T
le-1 le+0 le+l le+2 le+3 le+4 le+5

Concentracién de Acido 19-epi-Okadaico [nM]

Figura I11.30.- Inhibicion de la proteina fosfatasa tipo 1 por el AEO a las concentraciones

1-10* nM y utilizando FDP (280 pM) como sustrato.

100

IC50 =0,58+0,05 nM
80 - 50

60 1

40 A

% Inhibicion PP2A

20 1

T T T T T
le-3 le-2 le-1 le+0 le+l le+2  le+3

Concentracién de Acido Okadaico [nM]

Figura I11.31.- Inhibicion de la proteina fosfatasa tipo 2A por el AO a las concentraciones
102-10% nM y utilizando FDP (280 uM) como sustrato. En este caso la desviacion estandar

estd incluida dentro del punto negro.
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100

80 A

60 1

IC50 =0,47+0,04 nM

% Inhibicion PP2A

40 1

20 1

0 A

T T T T T
le-4 le-3 le-2 le-1 le+0 le+l le+2

Concentracién de Acido 19-epi-Okadaico [nM]

Figura I11.32.- Inhibicion de la proteina fosfatasa tipo 2a por el AEO a las concentraciones

107-10 y utilizando FDP (280 uM) como sustrato.

Estos datos fueron inesperados, ya que la conformacion de este metabolito
difiere de la del AO (Figura II1.33) y los grupos responsables de las interacciones en
el caso de la PP1, de la cual se ha obtenido el cristal del complejo AO-PP1c, ahora
presentan orientaciones distintas. Como se puede ver en la Figura I1L1.33, el grupo
acido, crucial en el complejo AO-PP1, en este nuevo compuesto se orienta en sentido
contrario al de la parte hidrofébica C-30—C-38 de la molécula, lo cual podria ser un
impedimento a la hora de la interaccion. Por lo tanto, estos resultados nos motivaron a
continuar en el estudio, para lo cual se determiné la constante de afinidad del AEO con
la PP1 (Apartado II1.4) por ser la proteina de la que se tienen datos cristalograficos, y
asi intentar sacar alguna conclusion sobre como puede unirse este nuevo compuesto al

centro activo de la PP1.
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Figura I11.33.- Imagen estereoscopica de la superposicion del AO y del AEO. La
estructura gris representa el AO y la estructura naranja al AEO.
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IIL.4.- ANALISIS TEORICO DE LA TERMODINAMICA DE FORMACION
PARA EL COMPLEJO PP1-LIGANDO

Es de gran importancia conocer la relacion existente entre la conformacion de
un ligando en disolucién y la que adopta cuando se une a la proteina, ya que esto nos
ayudaria a entender el mecanismo de la reaccion, y a su vez, los factores energéticos
involucrados. Ademas, la conformacion en disolucidon de un ligando presente en un
complejo, cuyos parametros termodinamicos calculados estén de acuerdo con los
medidos, deberia estar relacionada con la forma activa del ligando o al menos con
conformaciones que pueden unirse al enzima. Por lo tanto, recurrimos a una
aproximacion termodindmica basada en la estructura'®’ para calcular la K4 (constante
de disociacion) del complejo formado por la proteina fosfatasa PP1 y los ligandos AO
y AEO. Para determinar el valor de la K4 se calcularon los siguientes parametros
termodinamicos: entalpia, entropia, calor de formacion y energia libre de Gibbs.
Finalmente aunque no disponemos de valores experimentales de K4 para los complejos
a estudiar, podemos tomar como referencia el valor de K; (constante de inhibicidn)

experimental, ya que su valor debe ser del mismo orden que el de K.

I11.4.1.- Determinacion de la constante de disociacion

La K.q de una reaccion quimica se relaciona con la energia libre de Gibbs a
través de la Ecuacion II1.1 fundamental de la termodinamica. A su vez la energia libre
puede diseccionarse en dos componentes, la entalpia (AH), y la entropia (AS) del

proceso, tal y como se muestra con la Ecuacion 1112,

120p lavigne, JR Bagu, R Boyko, L Willard, CF Colmes and BD Syke, Protein Science, 2000, 9, 252-
264.
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AG (T) = RTInK Ecuacion I11.1
AG (T)=AH (T) — TAS (T) Ecuacion I11.2

En este estudio, se utiliz6 un método para calcular la energia libre de
disociacion basado en una parametrizacion de la capacidad calorifica, la entalpia y la

121,122

entropia desarrollado fundamentalmente por Murphy y Freire, que describiré a

continuacion.

I11.4.1.a.- Cdlculo de AH

El cambio en la entalpia producido durante un proceso de unioén proteina-
ligando o de desnaturalizacion es basicamente el mismo y se origina fundamentalmente
en la formacion de interacciones internas (van der Waals, puentes de hidrogeno, etc.) y
en la desolvatacion paralela de los grupos intervinientes en las mismas. Por lo tanto, los
cambios en la entalpia del proceso pueden expresarse en términos de cambios en el
ASA (Accesible Surface Area) y en las distancias interatomicas entre los grupos que
interactiian. Asi, puede decirse que a la temperatura de 60°C la diferencia de entalpia

puede calcularse siguiendo la siguiente regla empirica (Ecuacion I11.3):

AH (60) = 31.4 AASA,, — 8.44 AASA,, Ecuacion I11.3

2 Murphy KP, Freire E., Adv. Protein Chem., 1992, 43, 313-361.
1221 uque I, Freire E., Methods Enzymol., 1998, 295, 295-315.
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Y a cualquier otra temperatura se puede obtener utilizando la siguiente

ecuacion termodinamica (Ecuacion I11.4).

AH (T) = AH (60) + AC, (T-333.15) Ecuacién I1L4

Donde AH (60), es la entalpia a una temperatura de referencia (60°C) y AC, es
el cambio de la capacidad calorifica independiente de la temperatura. Esto es posible ya
que se puede considerar que AC, es independiente de la temperatura entre 0 y 85°C,'”
y a que su valor se puede calcular de manera fiable mediante el calculo del cambio en
la superficie accesible al disolvente (ASA) de los atomos polares (AASA,,) y no
polares (AASA,,) implicados en el proceso a través de la Ecuacion IL5."2M1245 ya
que se ha observado que AC, tiene su origen principalmente en los cambios de
hidratacion de los dtomos expuestos al disolvente y que los atomos polares y apolares

121,123 . . .
*“ Este valor de entalpia no tiene, sin embargo, que

tienen contribuciones opuestas.
coincidir necesariamente con el experimental ya que por ejemplo en aquellos casos en
los que hay transferencia de protones, la entalpia medida depende de la naturaleza del

tampon utilizado.

AC, (T)=0.45 AASA,, — 0.26 AASA,,  Ecuacion IIL.5

' Gomez, J.; Freire, E. J Mol Biol., 1995, 252, 337-350.
124 Xie, D.; Freire, E. Proteins Struct. Funct. Genet., 1994, 19, 291-301.
125 Hilser, V.J.; Gomez, J.; Freire, E. Proteins Struct. Funct. Genet., 1996, 26, 123—133.
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I11.4.1.b.- Calculo de AS

Si se considera que no hay transferencia de protones, el cambio en la entropia
del proceso AS se puede asumir debida a cambios en la entropia de solvatacion
(ASs/(T)), entropia conformacional (AS.,) y la entropia rotacional y traslacional
(AS,;), (Ecuacién I11.6). De todas estas contribuciones, s6lo AS,, es dependiente de la
temperatura, pero puede expresarse en funcion de AC, si las temperaturas a las que las
entropias de hidratacion polares y apolares son cero (T*s,, y T*sp01) se utilizan como

referencia (Ecuacion I1L.7).

AS (1) = ASso(T) + AScon+ AS,4 Ecuacion I11.6
ASson (T) = AC,, 4 In(T/ T*s ) + AC,, oy In(T/ T*s o)) Ecuacié IIL7

Como se conoce que la entropia de solvatacion es cero para los atomos
apolares a 112 °C, y para los polares a 62 °C, AS;,(7) puede parametrizarse como se

. . oz 126,12
indica en la Ecuacién IIL.8."*%'?’

AS,o(T) = 0.45AASA,, In(7/385.15) — 0.26AASA In(7/335.15)  Ecuacién I11.8

Por otro lado, el cambio en la entropia conformacional en la formacion del
complejo (AS,,.,) se puede explicar de acuerdo a la Ecuacion I1.9.”® Donde AS; e

es la ganancia en entropia conformacional de las cadenas laterales asociada a la

126 Baldwin RL. Proc Natl. Acad. Sci.1986, 83, 8069—8072.

127 i’ Aquino, J. A.; Gomez, J.; Hilser, V. I.; Lee, K.H.; Amzel, L. M.; Freire, E. Proteins Struct.
Funct. Genet., 1996, 25, 143-156.

128 Murphy, K. P.; Xie, D.; Thompson, K. S.; Amzel, L. M.; Freire, E. Proteins Struct. Funct. Genet.
1994, 18, 62— 67.
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transferencia de las mismas desde el interior de la proteina a su superficie. AS,,_,,, €s
el cambio en la entropia conformacional de las cadenas laterales cuando la estructura
secundaria se despliega. Finalmente, ASy,, es la ganancia en entropia conformacional
para el esqueleto cuando se despliega. Los valores utilizados para AS;, _sex, ASeru Y
ASp, se han determinado para todos los aminodcidos con andlisis de mecénica

L, 127
estadistica.

ASconf= ASini—ex T ASexou + ASpp Ecuacion I11.9

En nuestro caso asumimos que no se producen cambios conformacionales en
el esqueleto de la PP1. Esta suposicion estd basada en el hecho de que la estructura de
la proteina en estado libre es superponible a la que tiene cuando forma el complejo con
el inhibidor.”” Por tanto planteamos que el cambio en entropia conformacional
asociado a la unidon proteina-ligando se debe nicamente a la ganancia en entropia
conformacional de las cadenas laterales del centro activo (ASi;_..) que puede
calcularse de acuerdo a la Ecuacion II1.10, donde AASA; es el cambio en ASA de la
cadena lateral para el residuo i, y ASA; es el ASA de la cadena lateral en un estado
totalmente expuesto. Los valores de ASA utilizados en nuestros calculos fueron los

publicados por Miller y col.'*’

ASconr= Zi ((AASA/ASA) ASiniex) Ecuacion I11.10

129 Miller, S.; Janin, J.; Lesk, A. M.; Chothia, C. J. Mol. Biol., 1987, 196:641-656.
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En el caso del AO consideramos la existencia de un pseudomacrociclo
estabilizado por un puente de hidrogeno entre los grupos hidroxilo situados sobre C-7 y
C-24, que se ha observado tanto en disolucién como en el complejo con la PP1.°° Hay
que tener especial cuidado a la hora de estimar el valor de la entropia conformacional
y el ASA en el caso de toxinas de naturaleza no proteica, en este caso se utiliz6 la
ecuacién propuesta por Bardy y col.,”*’ que relaciona el numero de enlaces con
rotacion (-1.76 cal K™ por enlace) y el namero de atomos (0.414 cal K™ mol™" por

atomo) (Ecuacion II1.11) para corregir el efecto del volumen excluido.

ASeonr=-1.76 Ney + 0.414 Nygom Ecuacién 111

Por ultimo, la asociacién de dos o mas moléculas reduce los grados de libertad
disponibles para las mismas, produciendo un cambio en la entropia traslacional y
rotacional AS,, Ha habido una considerable discusion acerca de la magnitud de este
valor ya que no existen calculos exactos disponibles. En nuestros calculos, se utilizé el

123,128,131,132

valor de la entropia cratica a 25 °C igual a 8 Kcal mol™.

30 Bardi J.; Luque, L; Freire, E. Biochemistry, 1997, 36, 6588—6596.
131 Tamura, A.; Privalov, P. L. J. Mol. Biol., 1997, 273, 1048—1060.
132 Amzel, M. L. Proteins Struct. Funct. Genet., 1997, 28, 144-149.
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I11.4.2.- Célculo de Parametros Termodinamico del Complejo PP1-AO

A continuacion se describe la utilizacion de la aproximacion anteriormente
descrita sobre la estructura de rayos X del complejo AO-PPl1c (Figura II1.30) para el
calculo teodrico de la constante de afinidad y otros parametros termodindmicos. En
primer lugar, se calculd el ASA para todos los atomos del complejo asi como para la
PPlc y el AO individualmente. A continuacon se obtuvieron las diferencias de ASA
(AASA) para todos los atomos de la PP1c y el AO antes y durante la interaccion.
Finalmente, se calcul6 AG para cada residuo tal y como se explicé en la introduccion
anterior. Los cambios en ASA por residuo, polares y no polares, en la disociacion del
complejo se representan en las Figuras I11.31-I1L32 y los de AG en la Figura I11.33 y
en la Tabla II1.10.

Phe 276

Glu 275
( Tyry

Figura II1.30.- Imagen del complejo PP1c-AO, donde se pueden observar los residuos de

la proteina responsables de la interaccion.
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Figura II1.31.- Cambio de ASA por residuo del AO con la asociacion del complejo PP1c-
AO, en azul oscuro se representa la superficie polar y en azul claro la no polar. AO-1y

AO-2 representan los fragmentos C-1—->C-24 y C-25—C-38, respectivamente.
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B Polar @No Polar

Figura I11.32.- Cambio de ASA por residuo de la enzima con la asociacion del complejo

PP1c-AO, en azul oscuro se representa la superficie polar y en azul claro la no polar.
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El AO en estado libre presenta un valor de ASA para la parte no polar de 837
A? y para la polar de 146 A%, mientras que para la PP1c el ASA no polar es de 6928 A?
y la no polar de 5909 A%. En el caso de la proteina los célculos también se realizaron
para cada residuo. Como ya se ha dicho, debe tenerse especial cuidado a la hora de
realizar la estimacion de la entropia conformacional con estructuras de naturaleza no
proteica, asi para llevar a cabo los calculos con el AO, el ligando se dividié en dos
partes, el fragmento que denominamos AO-1, que comprende la region C-1>C-24 y
AO-2, que comprende la region C-25—C-38. Se decidié hacerlo de esta manera para
aprovechar la formacion de un pseudo-macrociclo® estabilizado por un puente de
hidrogeno entre el hidroxilo del carbonilo en C-1 y el hidroxilo que se encuentra en C-
24, que confiere a esta region menor flexibilidad, al tiempo que se mantiene otra region
con mayor movilidad. Esta aproximacion es similar a la que se realizé con el célculo de
estos parametros en el caso de la microcistina con este mismo enzima.'>’ En la Tabla
IIL.10 se muestran los pardmetros termodinamicos para todo el complejo y para los

residuos del compuesto que sufren cambios en ASA después de la disociacion.

El analisis de los resultados nos muestra que la energia libre de asociacion
calculada es favorable, AG® (25) = 9.3 Kcal mol™, lo que equivale a una Ky de 159
nM. Este valor se correlaciona perfectamente con el valor publicado para la K;** de
145 nM. Aunque estos dos parametros no son formalmente iguales (no hemos
encontrado valores Ky en la literatura), si han de estar en un orden comparable como de
hecho ocurre. La asociacion se encuentra gobernada por una entropia de asociacion,
—T AS'(25) = —17.6 Kcal mol ™' favorable y compensada por una entalpia de asociacion
desfavorable AH® (25) = 8.4 Kcal mol™'. Mirando los resultados con mas detalle, es
evidente que la mayor parte de la afinidad viene del cambio favorable en la entropia de
solvatacion, —T" AS,,° (25) = —23.92 Kcal mol'l, que implica esta interaccion entre el
AO y la PPlc. Si nos fijamos en la Figura I11.33, el residuo AO-1, es el que mas
contribuye a la afinidad, con un AG® de -3.4 Kcal mol™, y ese aporte se debe mas a una

—T AS;,°(25) favorable que a un AH® (25), que es muy débilmente desfavorable, lo que
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nos indica que la pérdida de las interacciones no covalentes favorables en la interface
del complejo es compensada por una cambio en la entropia de solvatacion de las
superficies expuestas al disolvente después de la asociacion (Tabla IIL.10). Estos
datos nos indican que esta parte de la molécula es importante para la unién con el
ligando, como de hecho se ha observado, ya que modificaciones en esta parte del
compuesto disminuyen considerablemente su afinidad por la PP1.°* Por otro lado, el
residuo AO-2, que es el responsable de una gran parte del cambio en la superficie no
polar, AASA,, = 353.9 A?, contribuye a la afinidad del ligando fundamentalmente a
través del efecto hidrofébico, aunque algo menos que el AO-1 en su globalidad
(Figura II1.31 y Tabla II1.10). En este caso, el AO-2 tiene una mayor contribucion a
la entropia de solvatacion, —T AS,, (25) = —12.1 Kcal mol™" (Tabla IIL10), pero
también se puede observar que 7' AS,,; (25) para este residuo se encuentra compensada
por una AH (25) muy desfavorable y una —7T ASCO,,_;(ZS) también algo desfavorable
(Tabla II1.10).

Si analizamos de manera global los datos termodindmicos, se puede observar
que la entalpia de asociaciéon, AH (25) = 8.4 Kcal mol™', que es desfavorable, se ve
compensada por una entropia de solvatacion muy favorable para la formacion del
complejo. Hay que tener en cuenta, que otros factores como la transferencia de
protones, que podria contribuir a la entalpia de disociacidon no se han considerado. Y
ademas, no se dispone de valores de entalpia o entropia de asociacidon experimentales
que nos permita comparar la entropia y entalpia de asociacion calculada con la

parametrizacion utilizada.
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Figura I11.33.- Datos de AG’ (25) correspondientes al AO y a la PP1c.

AASA,," AASA," AG"  AHYS  -TASYS  -TAS%, —TAS%..M AG% K,

PP1c-AO 762.4 248.7 -0.278  8.372 -17.6 -23.9 3.9 93 159 nM
AO-1 130.4 68.7 -0.041 0.373 -3.7 -3.8 0.0 -3.4
AO-2 353.9 5.6 -0.158  8.334 -10.4 -12.1 1.6 2.1
PPlc 278.0 174.3 -0.080  -0.335 -3.5 -8.0 -2.3 -3.8

Tabla II1.10.- Parametros termodindmicos calculados para la disociacion del complejo de rayos-X PP1c-AO asi como

de la enzima y los residuos individuales del AO (a: A% b:Kcal/mol K; ¢: Kcal/mol).
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1I1.4.3.- Calculo de Parametros Termodinamicos el Complejo PP1-19-¢pi-

Okadaico

Los valores determinados experimentalmente para el ICsy del AEO no son
faciles de interpretar para nosotros en términos estructurales. Esto motivd que como
primera aproximacion realizaramos, siguiendo la metodologia anterior, una estimacion
de la afinidad que tendria el hipotético complejo resultante de la superposicion directa
de las dos regiones AEO-1 (C-1-C-24) y AEO-2 (C-25—C-38), en las que dividimos
esta molécula, con las del AO, tal y como se indica en la Figura IIL34. La
superposicion de la region AEO-1 es imposible ya que existe un claro conflicto estérico
(Figura 111.34 (B)). Por lo que partimos de la superposicion de AEO-1 (Figura I11.34
(A)) para realizar con el AEO los mismos calculos que se llevaron a cabo con el AO en

el apartado anterior. En las Figuras I11.35 y I11.36 se muestran las diferencias de ASA

en los distintos residuos del complejo.

Figura I11.34.- Imagenes de la union del AEO a la PP1c si se superpone en la zona de
union del AO. En la figura A se ha superpuesto el residuo AEO-1 con el AO-1, y en la
figura B la superposicion ha tenido lugar entre el residuo AEO-2 y el AO-2.
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Figura II1.35.- Cambio de ASA por residuo del AEO con la asociacion del complejo PP1c-
AEO, en azul oscuro se representa la superficie polar y en azul claro la no polar. AEO-1y

AEO-2 representan los fragmentos C-1>C-24 y C-25—C-38, respectivamente.
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Figura II1.36.- Cambio de ASA por residuo de la enzima con la asociacion del complejo

PP1c-AEOQ, en azul oscuro se representa la superficie polar y en azul claro la no polar.
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Los resultados obtenidos de los célculos termodinamicos con este ligando se
muestran en la Tabla IILL11 y la Figura IIL37. Si analizamos los datos, nos
encontramos con una entropia de solvatacion global, —T ASSO;(ZS) = —-9.3 Kcal mol ™,
de nuevo favorable, que es contrarrestada por una entalpia global desfavorable, AH,
(25) = 3.3 Kcal mol™'. Sin embargo, en este caso, como es logico si nos fijamos en la
estructura del complejo analizado, s6lo hay contribucién del residuo AEO-1. El valor
calculado para la Ky, 37.9 uM, difiere mucho de la K;, 0.6 uM, que se determiné de

. 133,134
acuerdo a la relacion propuesta por Cheng y col.,

sugiriendo que el ligando no se
une a la proteina en la forma analizada. Esto abre un nuevo campo de trabajo, ya que
ahora seria interesante iniciar estudios de docking, RMN, etc. para saber como tiene

lugar la union de este ligando a la proteina.

133 Cheng, Y. C.; Prusoff, W. H. Biochemical Pharmacology, 1973, 22, 3099-3108.
134

(ICs0)1 (ICsp); concentracion de compuesto 1 que produce el 50% de inhibicion.

(ICsp), (IC5p), concentracion de compuesto 2 que produce el 50% de inhibicion.
(K1 (K;); constante de inhibicién del compuesto 1

= (K., (K;), constante de inhibicion del compuesto 2
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Figura II1.37.- Datos de AG’ (25) correspondientes al AEO y a la PPlc.

AASA,," AASA,"  ACp®  AH’S  -TAS’S -TAS, ~—TAS.,. AG’S K,
PPI1+AEO  431.0 1756 -0.115 3313 93 -13.2 1.5 6.0 37.9uM
AEO-1 287.4 563 -0.115 4670 92 9.4 0.0 4.5
AEO-2 0.0 0.0 0.000  0.000 0.0 0.0 0.0 0.0
PP1 143.6 11930 -0.034 -1.357  -0.1 3.8 1.5 -1.5

Tabla II1.11.- Parametros termodinamicos calculados para la disociacion del complejo PP1c-AEO asi como de la

enzima y los residuos individuales del AEO (a: A% b: Kcal/mol K; ¢: Kcal/mol).
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IV. ESTUDIO DEL ACIDO BELIZEANICO

IV.1- ESTUDIO DE ELUCIDACION ESTRUCTURAL DEL ACIDO
BELIZEANICO

El Acido Beliceanico (AB) se purificé como un sélido amorfo de color blanco,

[a]ZSD = +2.7, y su férmula molecular fue establecida como C44H7,0,4 de acuerdo al
pico observado en el masas a m/z 847.4820 [C44H72014+Na]+, y en su espectro de IR se

observé una banda intensa (1732 cm™) correspondiente al grupo 4cido.

El espectro de RMN de protén para este compuesto mostrd una gran relacion
con el del AO, aunque con variaciones en algunas sefiales (Figura IV.1 y IV.2). Sin
embargo, dada la poca cantidad aislada y la inestabilidad del compuesto, la calidad de
los espectros monodimensionales no era muy alta, por lo que tanto para la asignacion
de los desplazamientos de proton como para los de carbono hubo que recurrir a la
espectroscopia bidimensional homo y heteronuclear. Las correlaciones observadas en
los espectros HSQC y HMBC nos indicaron la existencia de 17 metinos (tres vinilicos),
16 metilenos (1 vinilico), 5 metilos (uno sobre un doble enlace) y 6 carbonos
cuaternarios. Y la comparacién de los desplazamientos quimicos observados con
aquellos establecidos para el AO, indicd que las diferencias entre ambas moléculas
estaban localizadas en el fragmento C-11—-C-24, en tanto que los desplazamientos
quimicos para el resto de las sefiales de proton y de carbono eran muy similares.

(Tabla IV.1 y Figura IV.3).
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AO AB

Carbono s Bc 5'H s *C 5'H
14 137.2 5.81 134.5 5.74
15 131.9 5.34 133.9 5.44
16 80.2 4.52 71.9 3.97
17 31.0 2.08/1.43 31.8 1.65(2H)
18 377 1.88/1.72 31.0 1.52(2H)
19 106.5 70.7 3.57
20 334 1.84/1.72 27.6 1.60(2H)
21 275 1.90/1.75 27.3 2.08(2H)
22 71.1 3.50 74.0 3.55
23 78.1 3.28 78.1 291

abla IV.1.- Desplazamientos quimicos del fragmento C-11—-C-23 en el AO y en el AB.

Figura IV.3.- Superposicion del espectro de HSQC para el fragmento C-14—C-23. El espectro naranja se corresponde

con el AO y el espectro azul pertenece al AB.



1V.- Estudio del Acido Belizednico

En efecto, los fragmentos A (C-3—C-7), C (C-26—C-33) y D (C-35—>C-38)
se establecieron a partir de las conectividades observadas en el experimento COSY y
las correlaciones del experimento HSQC, resultando idénticos a los presentes en el AO.

Estos fragmentos se encuentran abreviados en la Figura IV 4.

$

OH
Fragmento A: H,-3 (84 1.82 y 1.60, 8¢ 46.2) — H-4 (84 3.97, ¢ 68.0) > H»-5 (o4

1.70 y 1.20, 8¢ 32.7) = H»-6 (8 1.83 y 1.59, 6¢ 27.8) = H-7 (8 3.27, d¢ 72.8)

S

(@) (@)
OH
Fragmento C: H-26 (5;; 3.82, 5¢ 85.1) — H-27 (8y; 3.8, 8¢ 65.6) — H,-28 (5 1.29
y 0.85, 8¢ 36.4) — H-29 (5 1. 82, 8¢ 31.7) — H3-40 (5,1 0.97, 5¢ 16.2); H-30 (5
3.18, 8¢ 76.3) — H-31 (8yy 1.74, 8¢ 28.3) —> H3-39 (8y; 0.85, 8¢ 10.7); H-32 (51 1.96
y 1.28, 8¢ 27.4) — H,-33 (81 1.27, 8¢ 30.8).

[VaVa V)

(o)

&

Fragmento D: H,-35 (6 1.54, 1.33, 8¢ 36.4) — H;-36 (64 1.81, 1.44, 8¢ 19.2) H,-
37 (6u 1.44, 5¢ 25.9) — H,-38 (0y 3.63, 3.42, 5¢ 60.8).

Figura IV 4.- Fragmentos del AB equivalentes a los del AO. Las correlaciones COSY se

sefalan en trazado grueso.
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Los fragmentos C y D se pudieron unir por las correlaciones proporcionadas
por el experimento HMBC entre el carbono cuaternario C-34 (3¢ 96.2) y los protones
H,-33 (6y 1.27) y H-35 (0y 1.54). A su vez, el fragmento A se conectd al carbono
cuaternario C-2 por las correlaciones del metilo H3-44 (8y 1.20) con los carbonos C-2
(8¢ 76.6) y C-3 (8¢ 46.2), mientras que las de C-1(3¢ 182.5) con H-3 (64 1.60) y H;-44

permitieron fijar el grupo acido. (Figura IV.5).

HO
OH
OH

Figura IV.5.- Correlaciones de HMBC para los fragmentos A, C y D.

Obviamente el fragmento diferente era el B, y el punto de partida para su
estudio fue el doble enlace trans C-14—C-15 (J = 15.4 Hz). En efecto, partiendo de
los protones H-14 (3y 5.74) y H-15 (8y 5.44), facilmente identificables en el espectro
de proton, se establecieron en el experimento COSY las siguientes conectividades
(Figura IV.6). El primero de estos protones, H-14, mostré un pico de correlacion con

el protén alilico H-13 (8y 2.26), el cual a su vez se correlaciond con el metino H-12 (dy
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3.72) y con el metilo H;-42 (6y 1.03). Esta secuencia se cierra con la conectividad
entre el proton H-12 y el metileno H,-11 (8y 1.91 y 1.73). Partiendo del otro protén
olefinico, H-15, se conectd con el metino H-16 (dy 3.97) y éste se correlaciono con el
metileno H,-17 (8y 1.65). En este punto fue imposible seguir las conectividades del
experimento COSY debido al solapamiento de las sefiales de protén provenientes de
ésta parte de la molécula. Para solventar este problema se recurrié al experimento
TOCSY-1D excitando de forma selectiva la sefial aislada del proton H-15, lo que nos

permiti6 verificar la secuencia H-11 (84 1.91, 1.73) —> H-18 (84 1.52). (Figura IV.7).
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Figura IV.6.- Seccion del espectro de COSY para la secuencia C-11—-C-17.
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42

50 4.0 30 20 1.0

Figura IV.7.- Espectro TOCSY-1D excitando sobre el proton H-15.

En el otro extremo del fragmento, el proton H-24 (dy 3.93) aparecia conectado
en el experimento COSY con H-23 (dy 2.91) y éste a su vez con el metino H-22 (dy
3.55). Asi mismo, a partir de éste ultimo se pudo establecer la secuencia H-22—H,-21
0y 2.08)—>H,-20 (8y 1.60) (Figura IV.8). Toda esta secuencia también se pudo
observar en el TOCSY-2D.
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Figura IV .8.- Zona seleccionada del espectro COSY para la secuencia C-20—C-24.

Sin lugar a dudas, el cambio mds relevante observado para las sefiales de
proton de este fragmento del nuevo metabolito en comparaciéon con el AO es la
aparicion de un nuevo metino en la zona de protones geminales a un oxigeno. Ademas,
la identificacion de los desplazamientos quimicos correspondientes a los metilenos
H-18 y H-20, nos permitié conectarlos en el experimento COSY con el nuevo metino
H-19 (84 3.57), cerrando todas las conectividades del nuevo fragmento. (Figuras IV.9

y IV.10).
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Figura 1V.10.- Estructura plana del fragmento B. En negrita se muestran las

correlaciones COSY.

Una vez identificados los protones de este fragmento se asignaron los
desplazamientos de carbono correspondientes a través del HSQC. En este experimento
se confirm¢é la existencia de dos metinos de naturaleza olefinica, C-14 (¢ 134.5) y
C-15 (8¢ 133.9), la de los seis metinos en o a un oxigeno, C-12 (d¢ 71.6), C-16 (6¢
71.9), C-19 (8¢ 70.7), C-22 (8¢ 74.0), C-23 (8¢ 78.1) y C-24 (8¢ 73.8) junto a un
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metino alilico C-13 (8¢ 42.2), y la de cinco metilenos, C-11 (d¢ 33.6), C-17 (5¢ 31.8),

C-18 (8¢ 31.0), C-20 (8¢ 27.6), C-21 (5¢ 27.3) y de un metilo C-42 (3¢ 16.7). (Figura
IV.11).

Este resultado pone de manifiesto, en consonancia con la aparicién del nuevo
proton en a a un oxigeno, la ausencia del carbono cuaternario cetalico caracteristico del

AOQ y derivados que es sustituido por un metino centrado a ¢ 70.7.

H OH

H>-11 (815 1.91 y 1.74, 8¢ 33.6) «— H-12 (64 3.72, 8¢ 71.6), H3-42 (6y 1.03, 6¢ 16.7)
< H-13 (0 2.26, 8¢ 42.2) «— H-14 (Oy 5.74, 8¢ 134.5 — H-15 (64 5.44, 6¢ 133.9)

— H-16 (8;;3.97, 8¢ 71.9) =, Hy-17 (83 1.65, 8¢ 31.8) — H,-18 (51 1.52, 5¢ 31.0)
— H-19 (833 3.57, 8¢ 70.7) — Hy-20 (83 1.60, 8¢ 27.6) — Hy-21 (5,1 2.08, 5¢ 27.3)
— H-22 (8y1 3.55, 8¢ 74.0) — H-23 (8 2.91, 8¢ 78.1) —> H-24 (5 3.93, 8¢ 73.8).

Figura IV.11.- Desplazamientos de proton y carbono para el fragmento B.
Una vez identificado el fragmento central B, su unién con el resto de la
molécula se realizé de acuerdo a las correlaciones presentes en el HMBC. El carbono

cuaternario C-25 (8¢ 146.4) se correlaciond con los protones H-24 (8 3.93) y H-26 (8

3.82), mientras que los protones olefinicos Hy-41 (84 5.18 y 4.92) se correlacionaron
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con los metinos C-24 (&¢ 73.8) y C-26 (8¢ 85.1), lo que permitié unir los fragmentos B

y C a través del carbono cuaternario C-25.

Por otro lado, se observaron conectividades de H-9 (6y 5.18) con C-8 (8¢
97.6), C-11 (8¢ 33.6) y C-43 (d¢ 22.5), al igual que entre H3-43 (8y 1.65) y C-10 (5¢
139.3). De manera que permitieron situar a los carbonos cuaternarios C-8 y C-10, a la

vez que unir los fragmentos A y B. (Figura IV.12).

20 100
C-43/H-9
C-11/H-9
40 : F 120
0
80 |c25m-24 L 140
C-10/H-43
C-25/H-26
C-24/H-41
C-24/H-41" L a0 160
C-26/H-41
C-26/H-41"
C-8/H-9 100 Q'l 180
T T T | T T |
5.50 5.00 450 4.00 3.50 3.00 2.50 2.00 150

OH

Figura IV.12.- Espectro de HMBC y correlaciones mas significativas para los

fragmentos A, B, y C.
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Llegados a este punto se propone para este compuesto una estructura en la que
aparecen dos regiones, C-1 — C-15 y C-22 — C-38, que coinciden con las regiones
equivalentes en el AO. Sin embargo, la zona C-16 — C-21 presenta diferencias, ya
que los anillos C y D caracteristicos del AO no se encuentran en este compuesto,
teniendo en su lugar una cadena abierta con dos alcoholes secundarios en las

posiciones C-16 y C-19, asi como sobre el metino del anillo C-23. (Figura IV.13)

La estereoquimica de esta molécula se asignd en base a las sefales observadas
en el experimento ROESY. Este estudio nos llevo a una situacion configuracional
equivalente a la de AO en todos aquellos centros que se mantienen inalterados. Pero,
en el caso de los carbonos C-16 y C-19 no ha sido posible determinar su configuracion

debido a la falta de diastereotopia en los metilenos adyacentes.

Por lo tanto, finalizado el estudio estructural, se propone la existencia de un
nuevo compuesto aislado del P. belizeanum. Dicha estructura se encuentra
representada en la Figura IV.13, y se trata de un posible metabolito secundario

involucrado en la biosintesis del cabeza de serie AO.
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Figura IV.14.- Estructura del AB.



Carbono 8 cC 5'H Carbono 8 “C & 'H Carbono 8 %C &'H
1 182.5 16 71.9 3.97 31 28.3 1.74
2 76.6 17 31.8 1.65(2H) 32 27.4 1.96/1.28
3 46.2 1.82/1.60 18 31.0 1.52(2H) 33 30.8 1.27
4 68.0 3.97 19 70.7 3.57 34 96.2
5 32.7 1.70/1.20 20 27.6 1.60(2H) 35 36.4 1.54/1.33
6 27.8 1.83/1.59 21 27.3 2.08(2H) 36 19.2 1.81/1.44
7 72.8 3.27 22 74.0 3.55 37 25.9 1.44
8 97.6 23 78.1 291 38 60.8 3.63/3.44
9 123.2 5.18 24 73.8 3.93 39 10.7 0.85
10 1393 25 146.4 40 16.2 0.97
11 33.6 1.91/1.73 26 85.1 3.82 41 110.6 5.18/4.92
12 71.6 3.72 27 65.6 3.98 42 16.7 1.03
13 422 2.26 28 36.4 1.29/0.85 43 22.5 1.65
14 134.5 5.74 29 31.7 1.82 44 30.1 1.20
15 133.9 5.44 30 76.3 3.18

Tabla IV.2.- Datos de RMN'H y RMN"C para el AB en CD;0D.
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IV.2.- ESTUDIO CONFORMACIONAL DEL ACIDO BELIZEANICO

Una vez concluido el estudio estructural del acido Belizeanico (AB), y debido
a la relacion existente entre la conformacion que adoptan este tipo de moléculas y su
actividad, se inici6 un estudio conformacional con este metabolito. A su vez se intentd
resolver la estereoquimica de los centros quirales, C-16 y C-19. Como punto de
partida para abordar este problema se tomaron los cuatro posibles isdmeros 165*195%,
16S*19R*, 16R*195* y 16R*19R*, para asi posteriormente comparar los resultados
teoricos con los datos obtenidos de distintos experimentos espectroscopicos. Por lo
tanto, lo que planteamos es resolver un problema estercoqimico a la vez que

conformacional a través de una herramienta como es la mecanica molecular.

IV.2.1.- Bisqueda conformacional del Acido Belizeanico

En el caso del AB las blsquedas conformacionales se realizaron sin ningun
tipo de restriccion. Fue posteriormente, en el analisis de estos resultados, cuando se
tuvieron en cuenta las restricciones experimentales. Nuevamente el programa que se

utilizoé para realizar los estudios computacionales fue MacroModel 8.5.

Las busquedas conformacionales se desarrollaron con los cuatro posibles
isdmeros indicados anteriormente, 16S*19S5*, 16S*19R*, 16R*19S*, 16R*19R*,
manteniendo en todos los casos las mismas condiciones de estudio. La estructura de
partida que se tomé para cada isomero fue la generada con el Chem3D-ultra (version
7.0) a partir de la estructura de rayos-X del AO, sin previa minimizaciéon. Y como
método mas adecuado para explorar de forma completa el espacio conformacional se
optd por el método MCMM, con el campo de fuerza MMFFs, combinado con el

modelo de solvatacidon continuo GB/SA.
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Las busquedas conformacionales para cada uno de los isdémeros se realizaron
en 100000 pasos, variando entre dos y cinco grados de libertad simultaneamente sin
poner restriccion a las torsiones permitidas, y las estructuras generadas se minimizaron
con el método TNCG con un criterio de convergencia de 0.05 KJ/A mol. Se
consideraron conféormeros duplicados aquellos con un valor de RMSD menor o igual a
0.25 A, por lo que se eliminaron y se prosigui6 el estudio con los conférmeros que se
encontraran dentro un intervalo de energia potencial de 50 KJ/mol por encima del de

minima energia.

A continuacion, las estructuras resultantes de las busquedas conformacionles
se refinaron aplicando una nueva minimizaciéon. En este caso, se mantuvo el mismo
campo de fuerza, MMFFs con el modelo de solvatacion GBSA, y las minimizaciones
se realizaron con un maximo de 5000 iteraciones usando el algoritmo FMNR, con un
umbral de convergencia de 0,5 KJ/A mol. Como limite para eliminar las estructuras
duplicadas se tomé un RMSD de 0,25 A, y como ventana de energia potencial se
establecio un valor de 26.0 KJ/mol por encima del minimo global. EI niimero de
estructuras que quedaron después de este paso para los isomeros 165*¥195*, 16S*19R*,

16R*195* y 16R*19R* fueron 486, 319, 1032 y 652, respectivamente.

IV.2.2.- Obtencion de datos experimentales a partir de la RMN

Nuevamente fue de la RMN de donde se obtuvieron los datos experimentales
que nos sirvieron para desechar aquellas estructuras resultantes de los estudios teoricos
que no se ajustaran a estos valores. Esta informacion se obtuvo basicamente del
RMN'H, TOCSY y ROESY. En los dos primeros experimentos se midieron
constantes de acoplamiento, mientras que en el tercero se integraron los ROEs que se

transformaron en distancias interprotonicas.
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IV.2.2.a.- Determinacion de distancias interprotonicas a partir del experimento
ROESY

Las distancias interprotonicas del AB se valoraron con el experimento
2D-ROESY, que se adquiri6 en las siguientes condiciones: un campo de confinamiento
de espines débil (1,4 KHz) para minimizar las contribuciones TOCSY, y para obtener
una intensidad en las sefiales de correlacion 6ptima para su interpretacion se selecciond
un tiempo de mezcla de 500 ms."** Otro aspecto que se consider6 fue el ya comentado

offset, que se corrigié del mismo modo que en el caso del AEO (Apartado 111.2.1.a).

Una vez considerados los aspectos comentados se convirtieron las intensidades
de las integrales medidas en el ROESY en distancias interprotonicas de acuerdo a lo
comentado en el Apartado I11.2.1.a, para la cual se tomd como calibracion interna la

distancia entre los protones H-38” y H-36 (2.57 A).

Calculadas estas distancias se pasé a corregir las sefiales de los metilos ya que
los ROEs de estos grupos se deben a tres protones, dando lugar a intensidades
superiores que las de las correspondientes distancias. Por lo tanto, a las distancias
calculadas para estos protones se le sum6 0.5 A. Finalmente, el tratamiento de estos
datos de la manera indicada nos permiti6 obtener un total de 35 distancias

interproténicas. (Tabla IV.3).

134 Se utilizo este tiempo de mezcla ya que el compuesto se degradd y no nos fue posible realizar mas
experimentos ROESY modificando este parametro.
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Asignacion I ROE-exp I ROE-corr D calculada
4/5 0,83 1,07 2,95
4/6 3,86 4,57 2,32
4/12 3,81 3,82 2,39
7/5 2,72 3,59 2,41
7/6' 2,21 2,77 2,52
9/7 3,68 3,96 2,38
9/43 1,56 1,99 2,66

12/11 3,04 3,67 2,41
12/13 1,37 1,54 2,78
12/42 1,02 1,38 3,33
13/15 2,16 2,60 2,55
13/42 1,48 2,23 2,61
14/12 1,14 1,27 2,87
14/16 2,30 2,56 2,55
14/42 0,43 0,65 3,21
15/16 1,21 1,30 2,86
15/17 0,83 1,09 2,94
16/17 4,96 6,05 2,21
20/21" 2,95 4,16 2,36
22/21 0,90 1,04 2,97
23/20 0,66 0,85 3,07
24/22 1,27 1,28 2,87
24/23 0,99 1,04 2,97
26/22 0,98 0,99 2,99
26/28 0,71 0,91 3,03
26/28' 0,59 0,82 3,09
27/22 2,61 2,63 2,54
27/28' 1,28 1,77 2,72
30/31 0,73 1,01 2,98
38°/36 1.94 2.45 2.57
38/37 1,87 2,37 2,59
38/40 0,59 0,80 3,10
40/27 1,35 1,82 3,20
41/26 0,62 0,64 3,22
41'/41 11,96 12,98 1,95

Tabla IV.3.- Distancias interprotonicas calculadas a partir de las intensidades en las

integrales del ROESY.
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IV.2.2.b.- Determinacion de restricciones de torsion a partir de las constantes de
acoplamiento

Junto con las distancias interprotonicas obtenidas a partir del ROESY se
utilizé la informacidén que nos aportan las constantes de acoplamiento protdn-proton a
tres enlaces, *Ji.y. Estas constantes se midieron principalmente en el experimento de
proton RMN'H, y en aquellas situaciones en las que no fue posible medirlas se recurrié
al TOCSY-2D."”> En nuestro caso las restricciones que nos interesan son las
correspondientes a los fragmentos aciclicos ya que es donde la molécula presenta
mayor flexibilidad. Sin embargo, el solapamiento de las sefiales correspondientes a los
metilenos C-17, C-18, C-20 y C-21 no nos permitié obtener las constantes de
acoplamiento para esta zona de la molécula, por lo que so6lo se evaluaron a lo largo del
estudio las que se indican en la Tabla IV.4. Para estas constantes se calcularon los
angulos diedros utilizando la ecuacién de Barfield'” y la de Karplus.'”” Aunque
finalmente los angulos se trataron de acuerdo al valor de la constante de acoplamiento,
es decir, se clasificaron en pequefias, medianas y grandes. Como se puede observar en
la Tabla I'V.4 todas estas constantes tienen valores superiores o en torno a 7 Hz, por lo
que todas las constantes se incluyeron dentro del grupo de “grandes” pudiendo
interpretar que se trata de disposiciones H-H anti, de manera que para los angulos
diedros se aplico la aproximacion indicada en la tabla (180+40), donde se incluye un

amplio margen de error.

135 Nuevamente, debido a la descomposicion del compuesto no fue posible realizar el COSY-DQF,
por lo que se opto por utilizar el experimento TOCSY-2D, que ya habia sido adquirido.

142



1V.- Estudio del Acido Belizednico

Protones Ju-n medida (Hz) Ec.Barfield Ec.Karplus Angulo
J-HNMR J-TOCSY-2D V) V) restriccion(’)

12-13 7.1 141 142 )
13-14 8.5 7.8 * 153
14-15 15.5 15.2 * *
15-16 6.6 7.0 * 139 b 180240
26-27 8.8 8.6 150 155

27-28PR 9.2 155 159

28529 9.4 156 161
29-30 9.8 9.5 160 166 )

*En estos casos no se pudo calcular el angulo diedro porque las ecuaciones no estin parametrizadas
para los carbonos sp”.

Tabla IV.4.- Constantes de acoplamiento medidas en COSY-DQF y RMN'H.

IV.2.3.- Analisis de los resultados de modelizacion a partir de los datos de RMN
Con todas las busquedas conformacionales y minimizaciones finalizadas se
pasé a analizar las estructuras resultantes de acuerdo a los datos experimentales. Para
ello en primer lugar se intentd llevar a cabo un estudio similar a los realizados por
Snyder y col."”® y Nikiforovich y col.,"”’ que se basan en la “deconvolucién” de los
datos de RMN (intensidad de las integrales de los ROEs y constantes de acoplamiento
*Ji.i) para obtener poblaciones conformacionales que sean capaces de explicar los
datos experimentales. Por un lado Snyder y col. utilizan el programa NAMFIS"*
(NMR Analysis of Molecular Flexibility in Solution), mientras que Nikiforovich y col.

139,140

aplican una aproximacion estadistica basada en la t de Student. Nosotros,

136 Thepchatri, P.; Cicero, D. O.; Monteagudo, E.; Chosh, A. K.; Comnett, B.; Weeks, E. R.; Snyder, J.
P. J. Am. Chem. Soc., 2005, 127, 12838-12846.

137 Nikiforovich, G. V.; Kéver, K. E.; Zhang, W. J.; Marshall, C. R. J. Am. Chem. Soc., 2000 122,
3262-3273.

138 Cicero, D. O; Barbato, G.; Bazzo, R. J. Am. Chem. Soc., 1995, 117, 1027-1033.

139 Nikiforovich, G. V.; Prakash, O.; Gehring, C. A.; Hruby, V. J. J Am. Chem Soc., 1993, 115,
3399-3406.
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utilizando como ejemplo estos trabajos, realizamos combinaciones estadisticas
calculando la correspondiente desviacion cuadratica media (RMSD). Para ello, las
estructuras resultantes de la blisqueda conformacional se agruparon con el programa
X-Cluster (MacroModel 8.5), quedando un total de diez familias conformacionales.

Seguidamente, utilizando el programa Mathematica 4,'*!

se generaron combinaciones
estadisticas que incluyeran a estas diez familias. Para ello, en primer lugar se
generaron fracciones molares que variaran en incrementos de 0.125, desde 0 a 1, de
modo que la suma de todas estas fracciones fuera igual a 1. En segundo lugar, se
crearon todas las posibles combinaciones de estas fracciones molares, lo que permitio,
partiendo de estos datos estadisticos realizar combinaciones variando las fracciones
molares de las diferentes familias conformacionales. De este modo se obtuvieron un
total de 24311 posibilidades para combinar las diez familias, y para cada una de ellas
se estimd la RMSD con respecto a los datos experimentales. Sin embargo, los
resultados obtenidos no fueron coherentes ya que pequefios errores en nuestras medidas
llevaban asociados errores mayores en los céalculos, por lo que combinaciones muy
variadas se ajustaban de igual manera a los resultados experimentales. Debido a esto
optamos por abordar el estudio de otro modo mas convencional y filtramos las

estructras obtenidas de la busqueda conformacional (Apartado IV.2.1) de acuerdo a

nuestros datos experimentales, como se discute a continuacion.

IV.2.3.a- Seleccion de estructuras de acuerdo a los dngulos de torsion
Para aplicar el primer filtro se seleccionaron todos los conférmeros obtenidos
de las busquedas conformacionales una vez minimizados (Apartado IV.2.1). De este

modo, en base a los angulos diedros correspondientes a las constantes de acoplamiento

140 yesterman, B.; Sekacis, L.; Betins, J.; Podins, L.; Nikiforovich, G. V. FEBS Lett., 1985, 192, 128-
130.

141 Mathematica es un programa especializado en el andlisis numérico y célculo simbolico, muy
utilizado en diferentes campos como pueden ser la fisica, bioquimica o andlisis financiero.

144



1V.- Estudio del Acido Belizednico

3 Juu entre los protones de las secuencias C-12 — C-15 y C-26 — C-30 se llevo a cabo
el primer filtrado, para el cual se utilizaron los valores que se indican en la Tabla IV.4,
donde se incluye el margen de error aplicado. De este modo se eliminaron aquellas
estructuras que no se correspondieran con estos datos experimentales, permitiendo
reducir el numero de conférmeros para cada isomero de manera considerable. A
continuacion, para asegurar la presencia de estructuras representativas de los cuatro
isomeros se seleccionaron todos los conféormeros que quedaron para cada uno de los
isémeros y se epimerizaron en los carbonos C-16 y C-19, lo que permitié incluir en
cada uno de los casos estudiados las estructuras presentes en los otros. De este modo,
se amplidé el namero de estructuras para cada diasteredmero, que se sometieron a una
nueva minimizacion en las mismas condiciones que la indicada en el Apartado I'V.2.1.
Después de este paso quedaron 48, 37, 51 y 54 estructuras para los isomeros 165*195%*,

16S*19R*, 16R*195* y 16R*19R*, respectivamente.

1V.2.3.b- Aplicacion de restricciones antidistancia

En este punto del analisis se aplicaron las restricciones de antidistancia,'**'**
que son aquellas debidas a picos de correlacion no observados. En nuestro caso, para
tratar estas restricciones se considerd que si entre dos protones no se observa ROE es
porque estos deben estar a una distancia superior a 4.0 A. Se tomo esta distancia como
limite ya que en nuestros datos se observo que todas las distancias obtenidas a partir de
las intensidades de los ROEs (ver Tabla IV.3) se correspondian con distancias
inferiores a este valor. Para aplicar este tipo de restriccion es necesario que no haya
duda de que la correlacion no estd presente, para lo cual es importante que las sefiales
de ROE aparezcan en zonas del espectro donde no existan problemas de superposicion.

Otro aspecto importante que se debe considerar a la hora de aplicar este filtro es que

para descartar una estructura deben aparecer varias violaciones antidistancias. De este

'42 Cuniasse, P.; Raynal, 1.; Yiotakis, A.; Dive, V. J. Am. Chem. Soc., 1997, 119, 5239-5248.
143 Bach, A. C.; Eyermann, C.J.; Gross, J. D.; Bower, M. J.; Harlow, R. L.; Weber, P. C.; DeGrado,
W.F. J Am. Chem. Soc., 1994, 116, 3207-3219.
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modo se aplicaron las 24 restricciones de antidistancia que se muestran en la Tabla
IV.5, disminuyendo el numero de estructuras a 14, 9, 16 y 22 para los isémeros
16S*195*, 165*19R*, 16R*19S5* y 16R*19R*, respectivamente. En todos los casos

estas estructuras encajaron dentro de una misma familia conformacional.

Proton-1 Proton-2 Antidistancia
3,3 20, 39, 40
6,6’ 19, 24, 40
11,11° 39
14 26
>4.00 A
15 26 00
29, 36, 40, 41 42
39 40
35 43
39, 40 44

Tabla IV.5.- En esta tabla se indican de forma resumida los hidrégenos a los que se les

aplico la restriccion antidistancia, representados por proton-1 y proton-2.

IV.2.3.c- Aplicacion de las restricciones de distancia

Por ultimo se utilizaron las restricciones de distancias interprotonicas
provenientes del experimento ROESY descritas en la Tabla IV.3. A partir de estos
datos se calcul6 la desviacion cuadratica media para las violaciones de distancia de los
conformeros que quedaron para cada uno de los isémeros, resultando que en los cuatro
casos el conféormero que mejor se ajusto a los datos experimentales fue el mismo, con

un valor de RMSD de 0.20 A. Estas estructuras se representan en la Figura IV.15.
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1V.- Estudio del Acido Belizednico

Figura IV.15.- Representacion estereoscopica del conféormero que mejor se ajustd para
cada isomero. La estructura verde es el 165%195*, la azul el 16S*19R*, la naranja se

corresponde con el 16R*19S* y la rosada con el 16R*19R*.
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Finalmente, para corroborar la existencia de una familia conformacional
suficientemente estable como para no saltar a otras disposiciones espaciales se

procedio a realizar una dindmica con cada una de las cuatro posibles estructuras.

IV.2.4.- Estudios de Dindmica molecular con los conférmeros resultantes para los
isomeros 165%195*, 165*19R*, 16R*195* y 16R*19R *

Se aplico una dindmica estocastica a una temperatura constante de 300 K en el
campo de fuerza MMFFs con el modelo de solvatacion continua GB/SA en H,0, para
mantener fijos los enlaces proton-cabono se utiliz6 el algoritmo shake. Tras un periodo
de equilibrado de 50 ps se llevaron a cabo las simulaciones durante un tiempo total de
5.0 ns, aplicando intervalos de tiempo entre integraciones de 1.5 fs. En cada dindmica
se guardaron un total de 1000 estructuras, y durante las simulaciones se monitore6 la
secuencia C-12 — C-22 con el fin de obtener informaciéon de la evolucion de la
estructura con el tiempo. En las Figuras IV.16-1V.24, se muestra el progreso de estos

angulos diedros durante el tiempo de simulacion para cada isdmero.

H-12-C-12-C-13-H-13

—— 165*19s*
300 16S*19R*
—=— 16R*19S*

16R*19R*|

P IRRAIARAQRR SRR

Angulo deTorsioén ( °)

100 A

Tiempo (ns)

Figura IV.16.- Evolucion del angulo diedro H-12—C-12—C-13—-H-13 durante el tiempo de
simulacion con una SD para los isdmeros 16S*195*, 165*19R*, 16R*195* y 16R*19R*
del AB.
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H-13-C-13-C-14-H-14
—— 165*195*
300 - 165*19R*
- —=— 16R*195%
- 16R*19R*
8
]
5 200 /\ = ) B A
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o
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Figura IV.17.- Evolucion del angulo diedro H-13—C-13—C-14—-H-14 durante el tiempo de
simulacion con una SD para los isdmeros 16S*195*, 165*¥19R*, 16R*195* y 16R*19R*
del AB.

H-15-C-15-C-16-H-16

350 1
300 ~
= 250 -
c
9
I3
£ 200 A
i
S
o 150 -
S
oo
& 100 A
50 -
0 T T T T
0 1 2 3 4—— 165*195*5
*: *
Tiempo (ns) 165¥19R
—=— 16R*195*
16R*19R*

Figura IV.18.- Evolucién del 4ngulo diedro H-15—C-15—-C-16—H-16 durante el tiempo de
simulacioén con una SD para los isomeros 16S*195*, 165*19R*, 16R*195* y 16R*19R*
del AB.
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H-16-C-16-C-17-H-17
—— 165*19S*
300 1 165*19R*
=~ —=— 16R*195*
E 16R*19R*
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Figura IV.19.- Evolucion del angulo diedro H-16—C-16—C-17—H-17 durante el tiempo de
simulacion con una SD para los isdmeros 16S*195*, 165*¥19R*, 16R*195* y 16R*19R*
del AB.

H-17'-C-17-C-18-H-18
—— 165*19s5*
300 - 165*19R*
— —=— 16R*195*
E 16R*19R*
‘@ ,
5 200 1AM A A N\ -
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Figura IV.20.- Evolucién del 4ngulo diedro H-17"—C-17—C-18-H-18 durante el tiempo de
simulacion con una SD para los isdmeros 16S*195*, 165*19R*, 16R*195* y 16R*19R*
del AB.
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H-18'-C-18-C-19-H-19
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Figura IV.21.- Evolucion del angulo diedro H-18’—C-18—C-19—-H-19 durante el tiempo de
simulacion con una SD para los isomeros 16S*195*, 165*19R*, 16R*195* y 16R*19R*
del AB.
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Figura IV.22.- Evolucién del 4ngulo diedro H-19—-C-19—C-20—H-20 durante el tiempo de
simulacioén con una SD para los isdmeros 16S*195*, 165*19R*, 16R*195* y 16R*19R*
del AB.
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Figura IV.23.- Evolucion del angulo diedro H-20’—C-20-C-21-H-21 durante el tiempo de
simulacion con una SD para los isdmeros 16S*195*, 165¥19R*, 16R*195* y 16R*19R*
del AB.
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Figura 1V.24.- Evolucion del angulo diedro H-21°—C-21-C-22—H-22 durante el tiempo de
simulacion con una SD para los isdmeros 16S*195*, 165*¥*19R*, 16R*195* y 16R*19R*
del AB.
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Del andlisis de estos resultados se observa que en ninguna de las cuatro
situaciones el conféormero parece sufrir cambios considerables, manteniéndose dentro
de una misma familia conformacional con el tiempo. Aunque si atendemos a la
evolucion de los angulos diedros H-3—C-3—-C-2-O-H(C-2) y O-H(C-2)-C-2—-C-
1-coOH(C-1), como se observa en las figuras Figuras IV.25-1V.27, aparece movilidad
en esta parte de la molécula que nos podria hacer pensar en cambios conformacionales.
Sin embargo, este movimiento se debe a la rotacion sobre estos enlaces, que permite la
existencia de un puente de hidrogeno entre este extremo de la molécula y el oxigeno
del hidroxilo en C-23, en unas ocasiones formado con el proton del hidroxilo en C-2 y
en otras, debido a rotaciones sobre el enlace C-2—C-1, con el protén del hidroxilo del
grupo carboxilo (Figuras IV.28-1V.31). De este modo, concluimos que la molécula
debe mantenerse en una conformacion estable formando un pseudomacrociclo debido a
la presencia de estos puentes de hidrogeno. Es importante destacar que este

comportamiento es parecido en los distintos isémeros.

H-3-C-3-C-2-0H(C-2)
300 A F el N
]
2 /\
w
£ 200 - /\\A
o Lo A /|
o
®
*: *
& 100 - 165*19S
165*19R*
—=— 16R*19S*
16R*19R*
0 T T T T
0 1 2 3 4 5
Tiempo (ns)

Figura IV.25.- Evolucion durante el tiempo de simulacion con una SD del angulo diedro
entre uno de los hidrogenos del metileno H,-3 y el oxigeno del hidroxilo sobre C-2 para los

isdbmeros 165*195*, 165*19R*, 16R*195* y 16R*19R* del AB.
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OH(C-2)-C-2-C-1-coOH(C-1)
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Figura IV.26.- Evolucion durante el tiempo de simulacion con una SD del angulo diedro
entre el oxigeno del hidroxilo sobre C-2 y el oxigeno del hidroxilo en C-1 para los isdmeros

165*195*, 165*19R* del AB.

OH(C-2)-C-2-C-1-coOH(C-1)
400

300 o

200 NA cr

100 A

Angulo deTorsién ( °)

T T T T

1 2 3 4 5
Tiempo (ns) 165*195*

16S*19R*

o
o 1L

Figura IV.27.- Evolucion durante el tiempo de simulacion con una SD del angulo diedro
entre el oxigeno del hidroxilo sobre C-2 y el oxigeno del hidroxilo en C-1 para los isdémeros

16R*195* y 16R*19R* del AB.
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Isémero 165*195*

14
cooH(C-1)-OH(C-23)
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Figura IV.28.- Evolucion durante el tiempo de simulacion con una SD de la distancia entre
el oxigeno del hidroxilo sobre C-23 y los hidrogenos sobre los hidroxilos en C-1y C-2

para el isdémero 165*195* del AB.
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Figura IV.29.- Evolucién durante el tiempo de simulacién con una SD de la distancia entre
el oxigeno del hidroxilo sobre C-23 y los hidrogenos sobre los hidroxilos en C-1y C-2

para el isdmero 16S*19R* del AB.
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Figura 1V.30.- Evolucién durante el tiempo de simulacion con una SD de la distancia entre
el oxigeno del hidroxilo sobre C-23 y los hidrogenos sobre los hidroxilos en C-1y C-2

para el isomero 16R*195* del AB.
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Figura IV.31.- Evolucion durante el tiempo de simulacion con una SD de la distancia entre
el oxigeno del hidroxilo sobre C-23 y los hidrogenos sobre los hidroxilos en C-1 y C-2 para

el isdmero 16R*19R* del AB.
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IV.2.5.- Analisis de los Resultados

A continuacion, para cada isémero, se calculd la estructura promedio de la
dindmica (Figura IV.32). Obteniendo de este modo una informacion equivalente a las
medidas experimentales, ya que las distancias obtenidas a partir del ROESY son un
promedio de los posibles conférmeros en disolucion, y lo mismo ocurre con las
constantes de acoplamiento. Por lo tanto, como se muestra en las Tablas IV.6 y IV.7,
se midieron las distancias entre los protones asi como de los angulos diedros, en las

estructuras promedio, de los que se tenia informacion experimental.

Figura IV.32.- Imagen estereoscopica de la estructura promedio obtenida de la dinamica
con los distintos isomeros. La estructura azul es el 165*195*, la verde el 16S*19R*, la

naranja se corresponde con el 16R*195* y la rosada con el 16R*19R*.
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Si nos fijamos Gnicamente en los valores de RMSD de los distintos isémeros
del AB no es posible discernir entre ninguno de ellos ya que las diferencias con
respecto a los datos experimentales son similares para todos los casos. Aunque, si
atendemos a la distancia entre H-14 y H-16 (Tabla IV.7) se pueden apreciar
diferencias entre los isomeros 16-S* y 16-R*, siendo la distancia en el caso 16-S* la
mas cercana a los datos experimentales. A su vez, si tenemos en cuenta los angulos
diedros, se observa que en el caso H-15—-C-15—-C-16-H-16 los valores son diferentes
para los isdmeros 16-S* y 16-R*, ya que en los isdmeros 165* nos encontramos con
disposiciones anti, mientras que para el 16R* los angulos se corresponden con
disposiciones gauche (Tabla IV.6), y aunque J5_j¢ tiene un valor experimental de 6.60
Hz, que podria generar dudas en torno a esta disposicion, también es cierto que en el
caso del AO esta constante es de aproximadamente 7 Hz y se corresponde con una
disposicion anti. Por lo tanto, si tenemos en cuenta estos datos, podemos proponer que
nos encontramos ante alguno de los isdmeros con estereoquimica 168*. Sin embargo,
para el carbono C-19 no es posible seleccionar entre ninguna de las dos

configuraciones debido a la falta de datos experimentales en torno a este centro.
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Ju.u medida (Hz) Ecuacion Ecuacion

Diedro Barfield Karplus 16S*019S* 16S*019R* 16R’:)19S* 16R*019R*

HNMR TOCSY (0 8 ©) ©) ©) ©)
H12-C12-C13-H13 7.1 142 142 -176 -176 -176 144
H13-C13-C14-H14 8.5 7.8 153 167 166 165 -178
H15-C15-C16-H16 6.6 7.0 139 174 172 -68 -49
H26-C26-C27-H27 8.8 8.6 154 150 -175 -173 -175 -162
H27-C27-C28-H28 9.2 154 155 -178 -179 -178 -179
H28'-C28-C29-H29 9.4 156 156 -180 178 178 -172
H29-C29-C30-H30 9.8 9.4 160 166 -176 -176 -177 175

Tabla IV.6.- Angulos diedros (°) obtenidos a partir de las ecuaciones de Barfield y Karplus y los correspondientes a la

estructura promedio de las dinamicas en los distintos isdmeros.



1V.- Estudio del Acido Belizednico

H-H Dcalculada  165*19S* 16S*19R* 16R*19S*  16R*19R*
4-5 2,95 3,07 3,07 3,07 3,08
4-6 2,32 2,62 2,64 2,55 2,62
7-5 2,41 2,64 2,67 2,61 2,60
7-6' 2,52 2,42 2,42 2,41 2,42
9-7 2,38 2,46 2,49 2,43 2,44
9-43 2,66 2,41 2,41 2,41 2,40
12-4 2,39 2,90 2,78 2,97 2,86
12-11 2,41 2,45 2,45 2,45 2,43
12-13 2,78 3,06 3,06 3,06 3,07
12-42 3,33 3,31 3,19 3,34 3,22
13-15 2,55 2,38 2,40 2,36 2,33
13-42 2,61 2,54 2,53 2,54 2,54
14-12 2,87 2,55 2,53 2,52 2,66
14-16 2,55 2,45 2,43 3,40 3,55
14-42 3,21 3,18 3,23 3,16 3,25
15-16 2,86 3,11 3,10 2,57 2,48
15-17 2,94 2,53 2,58 2,51 2,62
16-17 2,21 2,55 2,51 2,50 2,45
20-21' 2,36 2,39 2,40 2,43 2,48
22-21 2,97 3,05 3,05 3,05 3,04
24-22 2,87 2,60 2,66 2,68 2,70
24-23 2,97 3,07 3,07 3,06 3,06
26-28 3,03 2,47 2,50 2,48 2,49
26-28' 3,09 3,16 3,19 3,10 3,13
27-22 2,54 2,21 2,22 2,22 2,18
27-28' 2,72 2,51 2,51 2,53 2,52
30-31 2,62 2,45 2,45 2,46 2,45
38'-36 2,57 2,69 2,69 2,68 2,62
38-37 2,59 2,44 2,44 2,44 2,51
38-40 3,10 2,74 2,75 2,72 2,70
40-27 3,20 2,97 2,93 3,02 2,93
41-26 3,22 2,40 2,38 2,38 2,40
41-41' 1,95 1,85 1,84 1,85 1,85

Tabla IV.7.- Distancias experimentales y las correspondientes a la estructura promedio de

las dinamicas en los distintos isomeros.
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Por lo tanto, finalizado el estudio de modelizacion con los cuatro isdémeros del
AB, 165*195*, 16S*19R*, 16R*195* y 16R*19R*, se puede proponer para el metino
C-16 una configuraciéon S*, no pudiéndose resolver la situacion en el caso del centro
quiral C-19. De este modo, aunque no se pudo obtener la configuracion relativa de
C-19 si que se pudo llegar a la disposicion espacial que esta molécula adopta en
disolucién, ya que como se comentd anteriormente parece que la quiralidad de estos

centros no afecta a las preferencias conformacionales de la molécula.

El que sea una estructura de este tipo la que presenta el AB,
independientemente de las configuraciones en los carbonos C-16 y C-19, encaja con
los datos espectroscopicos. Es decir, si analizamos los desplazamientos de carbono y
proton para esta molécula se observa que las mayores diferencias con respecto al AO
radican en la zona central, C-16 — C-23. Lo cual nos indica que los entornos
electronicos en el resto de la molécula deben mantenerse similares a los del AO, y esto
es asi si se compara el conférmero propuesto para esta molécula con la estructura en

disolucién del AO (Figura IV.33).
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1V.- Estudio del Acido Belizednico

Figura IV.33.- Imagen estereoscopica de la superposicion del AO y el AB, representados

en gris y naranja, respectivamente.
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1V.- Estudio del Acido Belizednico

IV.3.- PROPUESTA BIOSINTETICA PARA EL ACIDO BELIZEANICO

El aislamiento e identificacion del AB resulta relevante desde un punto de
vista biosintético. En efecto, su estructura estd intimamente relacionada con el AO que
da lugar a un amplio grupo de metabolitos de naturaleza poliéter, tal y como se ha

puesto de manifiesto en diferentes apartados de esta memoria.

La comparacion de la estructura quimica del AO con las de otros grupos de
poliéteres ciclicos tanto de origen marino como terrestre, pone de manifiesto aspectos
comunes y divergentes con ambos grupos. En la serie del AO, los anillos presentan un
tamafio que es comun con el de los poliéteres terrestres asi como los sistemas espiro
caracteristicos de aquellos. Por el contrario, no presentan los anillos de tamafio medio
caracteristicos de los de origen marino y tienen en comun con éstos la presencia de
sistemas de anillos trans-fusionados. Estas diferencias estructurales colocaban al grupo
del AO en una situacion intermedia entre los poliéteres ciclicos de origen terrestre y
marino. Los experimentos biosintéticos llevados a cabo en los tres grupos muestran
que: a) todos ellos tienen origen policétido; b) los de origen terrestre son policétidos
clasicos, esto es, su cadena refleja las unidades C, procedentes de la condensacion
iterativa de unidades de acetato y/o propionato y/o butirato; c¢) en los marinos las
cadenas son de naturaleza mixta, es decir hay fragmentos formados por unidades C,
junto con otros en los que esta unidad se ha perdido. Para ellos se ha acufiado el

término de policétido “no cldsico”.

En efecto, este origen mixto de la cadena carbonada del poliéter ha sido

144,145,146

demostrado experimentalmente por nuestro grupo sobre el AO a través de

estudios biosintéticos. Una vez que cultivos de P. lima fueron “alimentados” con

144 Norte, M; Padilla, A.; Fernandez, J. J. Tetrahedron Lett., 1994, 35, 1441-1444.
145 Norte, M; Padilla, A.; Fernandez, J. J.; Souto, M. L. Tetrahedron, 1994, 30, 9175-9180.
146 Daranas, A. H.; Fernandez, J. J.; Norte, M.; Gavin, J. A.; Gomez, B. S.; Souto, M. L. Chem. Rec.,
2004, 4, 1-9.
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acetato sodico enriquecido en C en el carbono del metilo (*C,CH3COONa), del
carboxilo (13C1CH3COONa) 0 en ambos (13C1,2CH3COONa), se produjo el
enriquecimiento diferenciado de todos los carbonos exceptuando C-37 y C-38 vy,
ademas, se pudo identificar las unidades de acetato en la molécula. (Figura IV.33).

Posteriormente, Wright y col 147148

confirmaron nuestros resultados y ademas
demostraron que C-37 y C-38, provienen de una unidad inicial de glicolato. Estos
experimentos demostraron que junto a fragmentos de estructura de policétido clasico,
aparecen fragmentos no encuadrables dentro de este concepto, como es el caso de los
fragmentos [C-8—C-9—C-10-C43] y [C-23—C-24—C-25(C-41)—C26], caracterizados
por la presencia de carbonos vecinales provenientes del metilo del acetato. Este tipo de
fragmentos también fueron observados en las cadenas de otros poliéteres de origen
marino, como es el caso de los estudios sobre las brevetoxinas llevados a cabo por
Nakanishi'*’ y Shimizu'™ que, como consecuencia de ello, propusieron que en la
formacion de estos metabolitos podrian estar involucrados fragmentos de la ruta de los

acidos tricarboxilicos (TCA), que se integrarian en las cadenas junto con fragmentos de

policétidos procedentes de acetato.
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Figura IV.33.- Patron de marcaje para el AO por adicion de [1-C], [2-°C] y [1,2-"C,]

acetato de sodio.

147 Wright, J. L. C.; Hu, T.; McLachlam, J. L.; Needham, J.; Walter, J. A. J. Am. Chem. Soc., 1996,
118, 8757-8758.

148 Macpherson, G. R.; Burton, I. W., Le Blanc, P.; Walter, J. A.; Wright, J. L. C. J. Org. Chem.,
2003, 68, 8757-1664.

49 Lee, M. S.; Qin, G. W.; Nakanishi, K.; Zagaroski, M. G. J. Am. Chem. Soc., 1989, 111, 6234.

130 Chou, H. N.; Shimizu, Y. J. Am. Chem. Soc., 1987, 109, 2184.
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Posteriormente, los patrones de incorporacién de O en el AO obtenidos por
Murata y col. por adiciéon de acetato enriquecido en (ISOBCQ)CH3COONa, 1802 y
(**)H,0"°""'** establecieron el origen de los oxigenos, de los que solo el oxigeno del
anillo de tetrahidrofurano y los de los hidroxilos secundarios sobre C7 y C27 derivan
directamente de los oxigenos del acetato (Figura 1V.34). Los demas, excepto los del
grupo carboxilo, derivan del oxigeno molecular poniendo de manifiesto la existencia
de reacciones de oxidacion posteriores a la formacion de la cadena del polieno

153,154
precursor. ’

Estos resultados experimentales han dado lugar a hipotesis biogenéticas que
han tratado de probarse a través de la adicién de precursores biosintéticos avanzados
enriquecidos en *C. Sin embargo, todos los intentos de incorporacion han dado como
resultado el enriquecimiento no distintivo del producto final lo que no ha permitido

probar las hipdtesis propuestas.
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H ** R
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Oxigeno de Acetato
*% Oxigeno de O,

Figura IV.34.- Patron de marcaje para el sistema triciclico del AO por adicion de

['*0, PCJ-acetato de sodio y ['*0]-0,.

15! Murata, M.; Izumikawa, M; Tachibana, K.; Fujita, T.; Naoki, H. J. Am. Chem. Soc., 1998, 120,
147-151.

152 1zumikawa, M.; Murata, M; Tachibana, K.; Fujita, T.; Naoki, H. Eur. J. Biochem., 2000, 267,
5179-5183.

153 Fernandez, J. J.; Souto, M. L.; Daranas, A. H.; Norte, M. Recent. Res. Organic. Chem., 2000, 4,
183-199.

!5 Daranas, A. H.; Fernandez, J. J.; Norte, M.; Gavin, J. A.; Gomez, B. S.; Souto, M. L. The
Chemical Record, 2004, 4, 1-9.
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Una de estas propuestas fue la de Murata y col., que plantean la formacion de
los anillos C, D y E sobre la base del origen biosintético de los carbonos establecidos
por nuestro grupo y el de los oxigenos encontrado por ellos. De acuerdo con ello,
Murata propone que este sistema particular se genera a partir de un intermedio
B-epdxido del polieno precursor que, a través de un ciclacion nucleofilica iniciada por
un grupo hidroxilo secundario, conduce al sistema ciclico presente entre los carbonos

C-16/C-25 tal y como se muestra en la Figura IV.35.
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Figura IV.35.- Propuesta de Murata y col. para la formacion de los anillos

C,DyE del AO.
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1V.- Estudio del Acido Belizednico

Es en este sentido, tal y como se afirmaba al principio, que resulta relevante el
aislamiento e identificacion del AB ya que supone un apoyo indirecto para esta
propuesta. En efecto, el polieno precursor del AO comienza a partir de la unidad
proveniente del glicolato (C-38—C-37) y contintia con la adicion de unidades de acetato

1 ’
» s€ria un

hacia C-1. Para el sistema que nos ocupa, el fragmento C-24/C-11
policétido clasico generado por la condensacion de siete unidades de acetato, que
seguiria la ruta clasica de los policétidos en la que las enzimas que catalizan su
formacion son las policétido sintetasas (PKSs). Por otro lado, para el poliéter ion6foro
monensina, estructuralmente muy relacionado con este grupo de toxinas, se ha podido
demostrar su origen en un polieno biosintetizado por una policétido sintetasa (PKS)
modular'®® formada por ocho médulos de multienzimas separados, que dan lugar al
policétido precursor. El modulo minimo esta formado por una ceto-acil sintetasa (KS)
y una [ acil-transferasa (AT), responsables de la incorporacion de la unidad de acetilo
intacta. El nivel de oxidacion y la estereoquimica de la unidad C, en la cadena del
policétido se ajustan de manera inmediata después de cada paso de elongacion a través
de la accion de un moédulo especifico de enzimas. Estos moédulos, ademas de las
enzimas del médulo minimo, pueden contener una B-ceto reductasa (KR), o una KR
mas una deshidratasa (DH), o una KR mds una DH mas una enoil-reductasa (ER),

segun el caso.

Teniendo en cuenta los resultados de la biosintesis del AO obtenidos en
nuestro laboratorio y su similitud estructural con la monensina, podemos suponer un
mecanismo similar para la formacion del heptacétido lineal entre los carbonos C-24/C-
11. En la Figura IV.36 se dan cada uno de los pasos de elongacion y cual seria el

contenido de cada uno de los modulos de enzimas.

155 S¢ nombra del final al principio debido a que la formacion del policétido comienza en el metileno
C-24.

156 Gallimore, A. R.; Stark, C. B. W.; Bhatt, A.; Harvey, B. M., Demydchuk, Y.; Bolanos-Garcia, V.;
Fowler, D. J.; Staunton, J.; Leadly, P. F.; Spencer, J. B. Chemistry & Biology, 2006, 13, 453-460.
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Figura IV.36.- Mecanismo propuesto para la formacion del heptacétido lineal entre los carbonos C-24/C-11 del AO.
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Una vez generado el polieno precursor del AO, la ulterior oxidacion del doble
enlace C-22/C-23 y de los carbonos derivados del metilo C-16 y C-24, genera el
sustrato propuesto por Murata y col. para que se produzca la ciclacion del fragmento.
Ademas, en algin momento del proceso debe producirse el ataque nucleofilico del
metilo de una unidad de acetato sobre el carbonilo C-13 para generar, por una
descarboxilacion ulterior, el metilo secundario que aparece en el mismo. Es de resefar
que todos los metilos presentes en la toxina derivan de acetato y ninguno de ellos
procede de SAM (S-adenosil metionina), lo que no es usual ni en poliéters marinos
(que junto con estos también poseen metilos derivados del SAM) ni en los terrestres

(en los que derivan o del SAM o de una unidad de propionato).
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Figura IV.37.- Formacion del sisema C-D-E a partir del sustrato propuesto

por Murata y col.

JEn qué sentido el aislamiento del AB refuerza esta hipotesis? Resulta obvio
que la incorporacion de la unidad C, (C-17—C-18) en la biosintesis del polieno

precursor debe ser diferente en un caso y otro. Asi mientras el modulo responsable en
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el AO era el minimo (KS, AT), en el caso del AB debe contener ademas
una P-cetoreductasa (KR), lo que generara diferentes polienos precursores para ambos

acidos. (Figura 1V.38).
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Figura IV.38.- Propuesta para la formacion del polieno precursor para el AB.

Estos polienos se funcionalizardn de forma idéntica con la diferencia de la
ausencia del grupo carbonilo en C-19, que evita la formacion del sistema espiro en este
carbono. De esta manera, el sistema de anillos C, D y E presente en el AO es
sustituido por un Unico anillo oxano en el AB. Un dato importante en apoyo de esta
hipoétesis es que es consistente con la estereoquimica observada para el AB. En efecto,

mientras el carbono C-23 posee una estereoquimica idéntica a la observada para el AO
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el carbono C-16 la posee opuesta, lo que estd de acuerdo con la imposibilidad de
ciclacion en cascada contemplada en la hipotesis de Murata y col., que a su vez dejaria

un resultado como el AB, es decir, una cadena abierta. (Figura IV.39)
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Figura 1V.39.- Propuesta para la formacion del anillo oxano del AB.
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V.- AUTO-ASOCIACIONES DEL ACIDO OKADAICO

V.1.- ANTECEDENTES

En estudios llevados a cabo en nuestro laboratorio sobre las toxinas de tipo
DSP se ha observado la capacidad que tienen estas para formar complejos con metales
y auto-asociarse. Recientemente, han sido publicadas las condiciones y estructura del
complejo AO-K* (AOC),"” donde se observé la presencia de una especie formada por
dos unidades idénticas de OA y un cation de potasio. Las principales diferencias que
se observaron entre este complejo y el AO en forma monomérica residen en los

siguientes aspectos:

¢ En el espectro de RMN'H para el AOC se observé una menor resolucion de
las sefales que en el caso del AO, y ademads, algunas de ellas, las correspondientes a
los protones H-12, H-14, H-15, H-23 y H-42, presentaron unas diferencias notables en

los desplazamientos quimicos tal como se muestra a continuacion (AO— AOC).

H-14 (8 5.63—8y 5.74), H-15 (8 5.42—8y 5.28),
H-12 (84 3.35—8y 3.47), H-23 (85 3.35—8, 3.40 ) y
H;-42 (81 0.97—8y 0.93)

¢ Tanto para el AOC como para el AO los espectros ROESY mostraron
sefiales de correlacion, mientras que en el espectro NOESY se observaron picos de
correlacion para el AO y no para el AOC. Ademas, en el espectro de ROESY
correspondiente al AOC se observaron dos nuevas sefiales correspondientes a los
protones H-4 con H-41 y H-12 con H-26, imposibles de justificar en la estructura del

AO, pero que apoyan a la estructura dimérica.

157 Daranas, A. H.; Fernandez, J. J.; Morales, E. Q.; Norte, M.; Gavin, J. A. J. Med. Chem., 2004, 47,
10-13.
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¢ Las medidas que se realizaron de los coeficientes de difusion D para el AOC
y el AO en CDCl;, indicaron que la relacion de masa aparente entre AOC y OA era

2.1.

¢ El espectro de masas para el AOC confirmo la presencia de dos unidades de

AO yunion K.

¢ En el espectro de RMN'H y °C que presenta el AOC solo se observan
sefiales correspondientes a los 44 carbonos que constituyen una unidad de AO. Por
tanto, las dos unidades de AO que forman parte del AOC presentan elementos de

simetria y deben ser totalmente equivalentes.

¢ El estudio conformacional del AOC llevo a proponer que se trataba de una
especie dimérica con una estructura pseudomacrociclica, donde el cation de potasio se

encontraba coordinado a los tres oxigenos (0O-4, O-5 y O-6) contiguos a los carbonos

C-7 y C-8, tal como se puede apreciar en la Figura V.1.

Figura V.1.- Estructura del dimero donde se muestran la coordinacion del potasio,

publicado por Daranas y col."®
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V.- Auto-asociaciones del Acido Okadaico

¢ Otro aspecto importante es la diferencia de actividad observada entre el AO
y el OAC en ensayos realizados sobre musculo de utero de rata cuando se alteran las
concentraciones extracelulares de diferentes cationes.'” Asi, en ausencia de Na' o de
Ca®" la actividad y potencia de AO y AOC son idénticas, mientras que en ausencia de
K, OA es inactivo y AOC presenta un 100 % de actividad contractil. Hechos que

justifican claramente la necesidad del K para la actividad in vivo.
V.2.- AISLAMIENTO DEL ACIDO OKADAICO EN ESTADO AGREGADO

En el transcurso de esta tesis junto con los compuestos purificados se aisld una
muestra con elevada concentracion de AO. En este caso, al realizar los espectros de
resonancia magnética nuclear de protén nos encontramos con ligeros cambios en los
desplazamientos quimicos en las mismas sefales que en el caso del AOC, H-12, H-14,

H-15, H-23 y H-42 (Figuras V.2 y V.3).
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Figura V.2.- Espectros de RMN'H del AO y AOC recogidos de la publicacién del

AO

’ 1
dimero.'*

158 Norte, M.; Fernandez, J. J.; Souto, M. L.; Gavin, J. A.; Candenas, M. L.; Ausina, P. Bioorg. Med.
Chem. Lett., 1998, 8, 1007-1012.
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Figura V.3- Espectro de RMN'H del AO agregado.

Del mismo modo, en el espectro de ROESY aparecieron las sefiales de
correlacion correspondientes a H-4 con H-41 y H-12 con H-26, caracteristicas de la
especie AOC. También se observo claramente en el espectro de proton que al afiadir
D,0 a la muestra el aspecto del espectro es similar al que presenta el AO en forma
monomérica, lo cual parece encajar con lo observado en el caso del AOC, donde al

utilizar disolventes organicos proticos aparecian equilibrios entre las distintas especies.

Por lo tanto, estos cambios nos hicieron pensar en un principio en la presencia
nuevamente del complejo con algin metal, AOC-M'; pero fue al realizar la
espectrometria de masas y observar un pico a m/z 3336.1 (Figura V.4) cuando fue
detectada la presencia de un agregado que implicaba a mas de dos unidades de AO. El
estudio de los fraccionamiento en los espectros MS-MS, usando técnicas de nanospary

y con la muestra disuelta en metanol, nos indican que este estado de agregacion deberia

176



Relative Abundance

V.- Auto-asociaciones del Acido Okadaico

estar formado por cuatro unidades de AO, y que de alguna forma deberia también tener
la posibilidad de acomodar tres moléculas del disolvente utilizado en la realizacion de
los espectros. Los espectros de RMN'’C realizados con esta especie vuelven a mostrar
unicamente la presencia de las 44 sefiales que forman el esqueleto carbonado de este
tipo de toxinas, y por tanto ponen de manifiesto la existencia nuevamente de elementos

de simetria que hacen que las cuatro unidades de AO sean totalmente equivalentes.
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Figura V .4- Espectro de masas correspondientes al AO en su forma agregada.
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Ante estos datos, suponiendo que la formacién de este nuevo estado de
agregacion es totalmente simétrico, ya que al no observarse desdoblamiento en las
sefiales de RMN'H y °C los entornos electronicos en las distintas subunidades deben
ser equivalentes y similares a los del AOC. Y teniendo en cuenta que los picos
observados en el espectro de masas (Figura V.4) concuerdan con la presencia de
mondmero, dimero y tetrdmero, y que no aparece un pico significativo correspondiente
al trimero, parece lo6gico suponer que la formacion del tetramero tiene lugar a partir de
la asociacion de dos unidades diméricas. De este modo, partiendo del dimero
publicado por el grupo,'® se recurrié a experimentos de docking (acoplamiento) para

proponer una conformacion para este dimero de dimero.

V.3.- PROPUESTA ESTRUCTURAL CORRESPONDIENTE AL TETRAMERO

La asociacion de macromoléculas es esencial para que tengan lugar
importantes procesos bioldgicos como por ejemplo la replicacién del DNA o la sintesis
de proteinas, para que esto ocurra las moléculas deben ser complementarias desde un
punto de vista geométrico y quimico, ademas normalmente forman oligoémeros
simétricos. Debido a esto, en los tltimos afios se han creado diversos programas para

159,160,161 .
20 Entre estos se encuentra el algoritmo

predecir estas estructuras y su simetria.
creado por Comeau y col.,' disponible en el servidor publico ClusPro,'® que es capaz
de predecir la estructura y simetria de homo-oligomeros partiendo de la estructura del
mondmero y sabiendo cuantas unidades forman el complejo. Este proceso se puede

resumir del siguiente modo:

159 Berchanski, A.; Eisenstein, M Proteins: Structure, Function, and Genetics, 2003, 53, 817-829.
160 Hyssain, A. S. Z.; Kumar, C. K.; Rajesh, C. K.; Sheik, S. S.; Sekar, K. Nucleic Acid Research,
2003, 317, 3356-3358.

161 Comeau, S. R.; Camacho, C. J. Journal of Structural Biology, 2005, 150, 233-244.

192 http://structure.pitt.edu
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Partiendo de dos estructuras idénticas y utilizando el programa DOT'® se

generan por docking (acoplamiento) mas de 20000 conformaciones que se filtran de
acuerdo a aspectos energéticos, reduciendo el numero a 2000. Sobre los conféormeros
resultantes dependiendo del nimero de mondmeros que formen el complejo se aplican
distintas operaciones de simetria, y se seleccionan aquellas conformaciones que se
ajusten a estas operaciones, eliminando el resto. Finalmente se generan clusters
(grupos) aplicando un RMSD de 3 A, y se selecciona de cada uno de ellos la estructura

que presente una mejor simetria.

Por lo tanto, aunque este programa se cred para proteinas, decidimos utilizarlo
con el fin de generar todos los posibles tetrameros a partir del dimero del AO. De este
modo, en colaboracion con Sr. Comeau se aplicd el método descrito, pero en nuestro
caso el proceso fue algo mas sencillo. Partiendo de dos unidades idénticas del dimero
publicado se generaron por docking un total de 20000 estructuras. A continuacion se
aplicaron las operaciones de simetria sobre estas estructuras y se seleccionaron sélo
aquellas con un valor de RMSD méximo de 3 A, quedando finalmente un total de 76
agregados simétricos formados por un dimero de dimero. Sobre estas estructuras se
aplicd posteriormente el programa X-Cluster, implementado por MacroModel version
8.5, obteniéndose un total de siete familias estructurales, A, B, C, D, E, F y G (Figuras
V.5.a y V.5.b). En estas figuras cada unidad de AO se representa con un color
diferente, mientras que las unidades que forman el dimero se encuentran en el mismos
color pero en tonalidades diferentes (azul oscuro-azul claro y marrén oscuro-marrén

claro).

163 Mandell, J. G.; Roberts, V. A.; Pique, M. E.; Kotlovyi, V.; Mitchell, J. C.; Nelson, E.; Tsigelny,
Eyck, F. T. Protein Eng., 2001, 14, 105-113.
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Familia A

Familia B

Familia C

Figura V.5.a.- Representacion estereoscopica de las familias conformacionales A,

B y C resultantes al aplicar el X-Cluster.
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Familia D
Familia E
Familia F
% |
Familia G

Figura V.5.b.-Representacion estereoscopica de las familias conformacionales D,

E, F y G resultantes al aplicar el X-Cluster.
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Si se analizan cuidadosamente todas estas familias (Figuras V.5.a y V.5.b) se
puede observar que Unicamente el grupo F respeta lo observado en el espectro de
RMN'H, y explicaria la ausencia de desdoblamiento en las sefiales indicativo de que
los monomeros que forman el tetrdmero deben ser simétricos ya que todos los entornos
electronicos son equivalentes. Por el contrario, en el resto de las familias se ve
claramente que esto no ocurre. Ademas, en el caso de la estructura F esta presente una
cavidad central donde pueden incluirse las tres moléculas de disolvente que se aprecian
en el pico a m/z 3336.25 [(AO); + (MeOH); + Na]" del espectro de masas para la

especie tetramérica (Figura V.4).

Por lo tanto, ante estos resultados proponemos que la agregacion tetramerica
que forma el AOA debe tener una estructura tal como se muestra en la Figura V.6.a 'y
V.6.b, que estd formada por cuatro unidades de mondémero (cada una representada en
un color diferente) que provienen de dos dimeros. Como se puede ver en estas figuras,
la region hidrofobica de la unidad de AO se dispone hacia el exterior, quedando los
grupos carbonilos situados en el interior del agregado, donde se encuentra la cavidad

que podria albergar las tres moléculas de disolvente.
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VI.- PARTE EXPERIMENTAL

VL1.- TECNICAS EXPERIMENTALES GENERALES

VI.1.1.- Técnicas Espectroscopicas

VI.1.1.a.- Resonancia Magnética Nuclear

Para la realizacion de los experimentos de RMN los productos fueron disueltos
en CDCl; y CD3;0D segln la situacion (usando como referencia interna TMS). Dichos
espectros fueron realizados en espectrometros AVANCE 300 MHz y BRUKER®,
AMX 400 y 500 MHz segun las necesidades. Se utilizaron los programas
suministrados por la casa BRUKER® para los experimentos RMN'H, RMN'*C, COSY,
TOCSY, ROESY, HMBC y HSQC. El procesado de los experimentos se realizd

utilizando el programa MestRec.

VI.1.1.b.- Infrarrojo
Los espectros IR se llevaron a cabo con los productos en film, empleando un

espectrofotometro BRUKER®™, modelo IFS 55 (F.T.LR.).

VI.1.1.c.- Rotacion optica
Las determinaciones de la actividad optica se realizaron en un polarimetro
PERKIN-ELMER®, modelo 241, a 25° C, usando la linea D del sodio y en disolucion

de cloroformo o metanol, segin el compuesto, usando células de 1 dm.

VI.1.1.d.- Espectrometria de Masas

Las medidas de espectrometria de masas de alta resolucion (HRMS) se
desarrollaron en un espectrometro VG AutoSpec FISON. Para realizar los espectros
las muestras se introdujeron mediante sonda de solidos calentada de 30° a 280° C, y la
temperatura de la fuente de ionizacion se fijo a 230° C. Como gas se utilizo xenoén, y

como matriz m-nitrobenzol (NBA), que se saliniz6 con Nal.
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Los analisis MS-MS se llevaron a cabo en un espectrometro Thermo Finnigan
LQC, equipado con una fuente de NanoSpray, y la muestra se aplico diluida en MeOH

con una velocidad de flujo de 50 nL/min.

VI.1.2.- Técnicas Cromatograficas

VI.1.2.a.- Cromatografia de gel-filtracion

Para este tipo de cromatografia se utiliz6 como soporte Sephadex LH-20, de
SIGMA® (@ 6.5 cm x 60 cm) y (9 3 cm x 45 cm), y las columnas se montaron en
metanol siguiendo las instrucciones del fabricante. La mezcla de eluyente utilizada en

todos los casos fue n-Hexano:Diclorometano:Metanol en las proporciones 2:1:1.

VI.1.2.b.- Cromatografia en columna de media presion

Estas cromatografias se realizaron en columnas preempaquetadas LOBAR"
GROBE B (@ 25 mm x 310 mm) LiChroprep RP-18 y RP-8 (40-63 um) de la casa
MERCK®, aplicando presion con una bomba de émbolo, FLUID METERING® modelo
RP-SY. En este procedimiento, la relacion peso de mezcla de producto/peso de gel de

silice, fue como minimo de 1/200.

VI.1.2.c.- Cromatografia de alta eficacia (HPLC)

En este tipo de cromatografia se utiliz6 un HPLC SHIMADZU®, compuesto
por dos bombas LC-7A con mezclador de alta presion y un detector de fotodiodo SPD-
M6A. Y como columna para fase reversa se utilizo una XTerra® (@ 1.9 cm x 15 cm)
Prep MS Cig (10 um). El flujo empleado en todas las cromatografias fue entre 0.75 y
1.50 ml/min.
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VI.- Parte experimental

VI1.1.2.d.- Cromatografia en capa fina (TLC)
La evolucion de las cromatografias en columna se siguid mediante
cromatografia en capa fina con cromatofolios de la casa MERCK", tipo AL TLC Silica

gel 60 Fas4. Y para el revelado se siguieron distintos procedimientos:

» Visualizacion de la placa a la exposicion de la luz UV (254nm).
» Pulverizaciéon sobre la placa de una disolucion de 4cido

Fosfomolibdico al 5% en etanol y posterior calentamiento a 140° C.

Las cromatografias en general fueron eluidas en sistemas formados por

mezclas de Benceno:Acetona:Metanol:Acido Acético 6N (150:80:19:1).

VI1.1.3.- Técnicas de Cultivo

VI.1.3.a.- Esterilizacion de material y medios de cultivo

Todo el material puesto en contacto con los cultivos, desechable o no, fue
aséptico. El material no desechable se lavo dos veces con un programa enérgico, pH
12.2, en una lavadora MIELE® Electronic G7747, y seguidamente se autoclavéd a
121°C durante 30 minutos en un aparato PENTA" con capacidad para 140 litros. Las
manipulaciones se realizaron bajo una campana de flujo laminar TELSTAR BH-100,

previa exposicion del material a luz UV.

El agua usada como soporte en la preparacion de los medios fue agua de mar
recogida lejos de la orilla con el fin de disminuir la presencia de agentes contaminantes
y particulas en suspension, que se transportd y almacend en tanques de plastico durante
semanas antes de su uso (la utilizacion de agua envejecida suele estar recomendada).
Previamente a la adicion de los nutrientes a partir de las disoluciones “stock”, se le

afiadio un 5 % de agua destilada para asegurarnos que la adicion de éstos no alterase la
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salinidad de forma significativa. Se esterilizd pasandola a través de un sistema de
filtros (1 pwm, 0.45 pm y 0.22 pm) con una bomba peristaltica PR-2003 de
J.P.SELECTA.

Las disoluciones “stock” fueron filtradas usando membranas de nylon de la
casa NALGENE" con un poro de 0.22 pm, y almacenadas en botellas de poliestireno

COSTAR®.

VI1.1.3.b.- Recoleccion de las células
El método con el cual se procedid para recolectar las células, una vez
eliminada el agua sobrenadante de las peceras, fue el de centrifugacion a 7000 r.p.m. y

una temperatura entre 5y 10 °C. Para ello se utilizo una centrifuga SORVAL" RC-5B.

V1.2.- ESTUDIO DEL DINOFLAGELADO PROROCENTRUM BELIZEANUM
VI1.2.1.- Condiciones de Cultivo

V1.2.1.a.- Medio de Cultivo

En primer lugar se buscé un medio de cultivo apropiado para el crecimiento de
las células, y con este fin se utilizé el Guillard-K,” que usa como soporte agua de mar.
Esta agua de mar se prepard de acuerdo a lo indicado en el Apartado VI.1.3.a, y el
siguiente paso fue afadir los correspondientes nutrientes al agua con jeringuillas
estériles a partir de las disoluciones “stock”. Estas se prepararon disolviendo la
cantidad de producto requerida en un 80-90% del volumen final de agua destilada
necesaria, se sometieron a agitacion hasta conseguir una disolucion total y se completod

el volumen con agua destilada.
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Una vez preparadas las disoluciones se esterilizaron por filtracion, pasandolas
por membranas con poros de 0.22 um en condiciones asépticas, y se almacenaron en la
nevera. La naturaleza y concentraciones molares de las soluciones “stock” de
nutrientes para el medio K se da en la Tabla VI.1. Estas disoluciones se preparan de
tal forma que, tomando 1 ml de disolucién de nutrientes por litro de medio de cultivo

resulte la concentracion deseada.

Concentracion final  Disolucién “Stock”

Aditivos enelmedio (M)  (g/l agua destilada)
1.-Nutrientes mayoritarios
NaNO; 8.83x10™ 75.05
NaH,PO, 1x10° 1.38
Na,Si05.9H,0* 1.07x10° 30.0
2.-Metales traza
FeEDTA 1.46x107° 43
MnCl,.4H,0 9x107 0.18
ZnS04.7H,0 8x10™ 0.02
CoCl,.6H,0 5x107® 0.01
Na,Mo00,.2H,0 3x107® 7x107
CuS0,.5H,0 1x10® 2.5x10°
Na,EDTA.2H,0 9x107 33.6
3.-Vitaminas
Tiamina. HCI 3x107 0.1
Biotina 2.1x10” 5.1x10™
B, 3.7x107™" 5.0x10™
4.-Otros aditivos
TRIS 1x107 121.14
NH,CI 5x107 2.68
H,SeO; 1x10® 1.3x107

* Solo se usa en el caso de que se realicen cultivos de diatomeas

Tabla VI.1.- Composicion del medio Guillard K.
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VI1.2.1.b.- Temperatura
La temperatura empleada fue 23 °C, ya que se ha observado que a esta

temperatura el organismo crece adecuadamente.

VI1.2.1.c.- Intensidad luminica y fotoperiodo

Los mejores resultados se obtuvieron cultivando bajo luz suministrada por
tubos fluorescentes de nedn, con una intensidad luminica de aproximadamente 160 nE
ms?, equivalente al 10% de la existente en la superficie del agua a pleno sol y con un

fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 de oscuridad.

VI1.2.1.d.- Necesidad extra de aireacion

Ni durante el mantenimiento del cultivo, realizado en erlenmeyers de 50 ml
conteniendo 30 ml de cultivo, ni en los posteriores niveles del escalado del cultivo para
la obtencion de biomasa, erlenmeyers de 250 ml con 150 ml de cultivo, de 5 1 con 2.5 1
de cultivo y tanques de 80 1 con 45 1 de cultivo, fue necesario un aporte extra de aire.
Esto es debido a que la camara de aire que queda en cada uno de estos recipientes,
mayor de 1/3 del volumen total del recipiente, es suficiente para un buen crecimiento

celular.
VI.2.2.- Mantenimiento y Crecimiento de las Células

En todos los casos, tal y como ya se ha mencionado, la manipulaciéon de los
cultivos se realiz6 bajo campana de flujo laminar en condiciones asépticas, y el

material que se puso en contacto con los cultivos fue desechable o previamente

esterilizado en el autoclave a 121° C durante 30 minutos.
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VI1.2.2.a.- Mantenimiento

El mantenimiento del Prorocentrum belizeanum se llevo a cabo en un cuarto
de cultivos acondicionado en el laboratorio con paneles de iluminacion, control de
fotoperiodos y sistemas de refrigeracion. Lo que permitié mantener la temperatura a
23° C, y con luz generada por tubos fluorescentes de nedn se crearon ciclos de luz-
oscuridad de 16:8 horas. El mantenimiento se realizo en recipientes de 50 ml con 30

ml de medio.

La renovacion del medio se realizo cada 21 dias, tomando como in6culo un
erlenmeyer de 50 ml con 30 ml de cultivo que se repartié entre 6 erlenmeyers del
mismo volumen que contenian 25 ml de medio K. EI volumen del recipiente ocupado
con cultivo fue aproximadamente 2/3 del volumen total, quedando 1/3 como camara de
aire por lo que no fue necesario un aporte extra de aire como ya indicamos

anteriormente.

VI1.2.2.b.- Crecimiento

El escalado del cultivo se realizoé en un cuarto de cultivos acondicionado en el
laboratorio como el indicado en el Apartado VI.2.2.a, permitiendo tanto la
manipulaciéon como la incubacion de recipientes con grandes volimenes de cultivo. La
temperatura se estabilizo a 23° C, e igual que en el caso anterior, la luz utilizada en los
ciclos luz-oscuridad de 16:8 horas fue generada por tubos fluorescentes de neodn

distribuidos de forma simétrica en el cuarto.

El trasvase a recipientes mayores se realiz6 cada tres semanas, tiempo que
tardaban las células en alcanzar su maximo crecimiento. Partiendo de erlenmeyers de
50 ml con 30 ml de cultivo se fue aumentando el volumen de forma progresiva de
acuerdo con lo que se indica en el Esquema VI.1: erlenmeyers de 250 ml con 150 ml
de cultivo, erlenmeyers de 5 1 con 2.5 | de cultivo y recipientes de 80 1 con 45 1 de

cultivo.
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El paso de un nivel a otro se realiz6é tomando como inoculo dos recipientes del
nivel inferior a uno de capacidad superior, conteniendo la cantidad de medio necesario
para completar los volumenes indicados. La camara de aire disponible en todos los

niveles fue aproximadamente igual o superior a 1/3 del volumen del recipiente.

Erlenmeyer 50 ml ‘ ‘

Erlenmeyer 250 ml

Erlenmeyer 5|

Recipientes 80 |

Esquema VI.1.- Etapas del cultivo a gran escala de P. belizeanum.
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A la vista de los datos anteriores, se puede establecer el tiempo necesario para
completar un ciclo de cultivo del P. belizeanum en un plazo no inferior a los 5 meses.
Y este proceso se repitid sucesivamente hasta obtener un total de aproximadamente

1020 1 de cultivo.

VI.2.3.- Recoleccion y Extraccion de las Células

Pasado el tiempo necesario desde la inoculaciéon de la célula madre para
obtener aproximadamente 1100 litros de cultivo, se procedio a la recoleccion.
Aprovechando el caracter bentdnico del organismo en estudio, el primer paso de este
proceso fue eliminar el medio, ya que las células se quedan adheridas en las paredes de
la pecera. De esta manera se redujo considerablemente la cantidad de agua de mar
enriquecida, lo que permitié suspender las células con la ayuda de una varilla de teflon
en un pequefio volumen, que posteriormente se elimind por centrifugacion a 7000
r.p.m. y 5-10 °C. Una vez separadas las células del medio, se paso a su maceracion en
acetona al tiempo que se sumergian en un bafio de ultrasonido durante 15 minutos a
30°C para ayudar a la ruptura de las células, este proceso se repitio cinco veces. Y a
continuacion, los restos de células fueron extraidos con metanol hasta agotamiento.
Después de filtrar a través de una placa de vidrio y proceder a la evaporacion de los
disolventes, se obtuvieron dos extractos, el de acetona de un color marrén oscuro (22.1

g) y otro en metanol de color verde (16.0 g).
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Peceras con células y medio

N

Medio sin células Células suspendidas en el medio

\

- e - == ==
Células después de centrifugar

Extraccién en Acetona

R

Residuo de celulas Extracto de acetona

Extraccion en Metanol\ : :

Extracto de Metanol

Esquema VI.2.- Procedimiento de extraccion de las células de P. belizeanum
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VI1.2.4.- Marcha Cromatografica del Extracto

El extracto de acetona (22.1 g) fue inicialmente cromatografiado en una
columna de Sephadex LH-20 (@ 6.5 cm x 60 cm) utilizando como eluyente la mezcla
n-Hexano:Diclorometano:Metanol (2:1:1) (Esquema I11.3). Se recogieron un total de
90 fracciones, de 20 ml cada una, y aquellas que mostraron un comportamiento
parecido en cromatografia de capa fina fueron reunidas y concentradas. Debido a que
esta columna soporta un maximo de 6 g, el extracto inicial se dividid en varias partes, y
todas ellas fueron cromatografiadas en idénticas condiciones, uniendo finalmente las
fracciones iguales resultantes de cada columna. Esto dio lugar a tres fracciones

diferentes, de peso A=4.65 g, B=8.11 gy C=10.14 g.

Una vez eliminada la mayor parte de las clorofilas (fracciéon A) y carotenos
(fraccion C) presentes en este extracto, se decidid continuar con la fraccion B, cuyos
TLC mostraron la presencia del AO como metabolito mayoritario. En este punto, la
fraccion B (8.11 g) se cromatografio varias veces por una columna Lobar RP-18 (@ 25
mm x 310 mm) eluida con la mezcla MeOH:H,O (17:3). Nuevamente se dividid la
fraccion en varias partes ya que el limite para estas columnas se encuentra en 1 g. En
este caso, en cada una de las marchas cromatograficas se recogieron 100 fracciones de
10 ml cada una, que fueron reunidas segin su comportamiento en TLC, dando lugar a

tres nuevas fracciones, Bj=1742 mg, B,=209 mg y B;=5231 mg.
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Extracto aceténico

de Prorocentrum belizeanum

2219

Sephadex LH-20

4

Fracciones: 20 ml c/u
v

CH,Cl,:MeOH:n-Hex (1:1:2)

y

Fraccion A
4659

v

Fraccion B
8.11g

Lobar Lichroprep RP-18
MeOH:H,0 (17:3)
Fracciones: 10 ml c/u

-

y

Fraccion C
10.14 g

v

Fracion B,
1742 mg

1.Lobar Lichroprep RP-18
MeOH:H,0 (7:3)
Fracciones: 5 ml c/u

2.HPLC-X Terra
MeOH:H,0 (7:3)
Fracciones: 0.75 ml c/u

Fraccién B,

209 mg

Lobar Lichroprep RP-18
CH3CN:H,0 (1:1)
Fracciones: 5 ml c/u

y

Fraccion B,,
13 mg

\ 4

Acido Beliceanico
2.0mg

Acido 19-epi-Okadaico
1mg

HPLC-X Terra
CH,CN:H,0 (1:1)
Fracciones: 0.75 ml c/u

¥

Fraccion By,
135 mg

Acido Okadaico

70 mg

Lobar Lichroprep RP-18
MeOH:H,0 (7:3)
Fracciones: 5 ml c/u

Fracciéon B;
5231 mg

1.Sephadex LH-20
,  CH,Cl,:MeOH:n-Hex (1:1:2)
Fracciones: 5 ml c/u

r 2.HPLC-X Terra
MeOH:H,0 (85:15)
Fracciones: 0.75 ml c/u

Metil Okdaato
2.0 mg

Esquema VI.3.-Marcha Cromatografica del extracto inicial de P. belizeanum.
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V1.2.4.a.- Estudio de la fraccion B,

A partir de la fraccion B, se llevaron a cabo varias cromatografias en fase
reversa utilizando nuevamente una columna Lobar RP-18 (@ 25 mm x 310 mm), pero
en este proceso el eluyente fue la mezcla MeOH:H,O (7:3), y se recogieron de cada
columna 125 fracciones con 5 ml cada uno. De acuerdo a su comportamiento en TLC
se reunieron los tubos 74-120, dando lugar a una tnica fraccion. Posteriormente, esta
fraccion se cromatografi6é en una columna de HPLC preparativa XTerra (0 1.9 cm x 15
cm), utilizando la mezcla MeOH:H,O (7:3) y recolectando 150 fracciones con 0.75 ml,

lo que permiti6 purificar el compuesto DTX-5¢ (4.0 mg).

VI1.2.4.b.- Estudio de la fraccion B,

La siguiente fraccion que se sometid a estudio fue la B, la cual se
cromatografid por una columna Lobar RP-18 (@ 25 mm x 310 mm) utilizando como
fase movil la mezcla CH;CN:H,O (1:1) y las 100 fracciones de 5 ml que se recogieron
se dividieron en dos tnicas fracciones B, (13 mg) y By, (135 mg). A continuacion, la
fraccion B,, se cromatografié a través de un columna de HPLC XTerra (@ 1.9 cm x 15
cm) con una mezcla CH3;CN:H,O (1:1), lo que dio lugar a la purificaciéon del AB (2.0
mg), y del AEO (1.0 mg.). Por otro lado, la fraccion B,, se cromatografié por una
columna Lobar RP-18 (@ 25 mm x 310 mm) utilizando como eluyente MeOH:H,O
(7:3), y de este modo se purificd el metabolito mayoritario AO (70 mg).

VI1.2.4.c.- Estudio de la fraccion B;

La tercera de las fracciones, B3, se dividid en varias partes y se cromatografio
inicialmente por una columna de Sephadex LH-20 (@ 3 cm x 45 cm), utilizando como
eluyente la mezcla n-Hexano:Diclorometano:Metanol (2:1:1). En cada columna se
recolectaron 100 fracciones con 5 ml cada una y todas las fracciones equivalentes de
las distintas columnas se unieron. La marcha cromatografica se continudé con la
fraccion correspondiente a los tubos 25-40, que se cromatografié por una columna

preparativa de HPLC XTerra, utilizando como fase moévil la mezcla MeOH:H,0
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(85:15). De este modo se purificaron el Diol Ester Cj, del AO (10 mg)
(7-hidroximetil-2—metilene-octa-4,7-dienil okadaato), y el ya conocido Metil

Okadaato (2 mg).

VI1.2.5.- Datos Fisicos de los Compuesto Aislados

Una vez aislados los nuevos productos de la microalga el siguiente problema a
abordar fue la determinacién de la estructura de los mismos. Esto se llevd a cabo
haciendo uso de varios métodos de espectroscopia sobre los productos puros

(Apartado VI.1.1).

Los procesos de elucidacion estructural por métodos espectroscopicos son
deductivos y consisten en realizar uno o mas experimentos espectroscopicos para
alcanzar las conclusiones estructurales por el andlisis combinado de los resultados. A

continuacion se resumen los datos obtenidos.
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V1.2.5.a.- Diol ester C;, del Acido Okadaico

Soélido amorfo blanco

[a]*pb= 8.4 (¢ 0.24, CHCl5)

RMN 'Hy "*C, CDCl,

IR v, 3443, 2924, 2360, 1732, 1682, 1456, 1076 cm’*

n° C 5 3C s H n° C 5 BC s 'H n° C § 3C 5 'H
1 176.3 19 106.0 37 25.3 1.56/1.53
2 75.8 20 30.0 1.42/1.37 38 60.7 3.68/3.55
3 44.2 2.03/1.70 21 28.0 1.81/1.74 39 11.0 0.92
4 68.7 3.99 22 70.3 3.60 40 16.5 1.06
5 32.0 1.72/1.35 23 77.4 3.43 41 112.7  5.37/5.05
6 27.7 1.82/1.78 24 71.3 4.12 42 16.2 1.02
7 72.0 3.39 25 143.9 43 23.2 1.73
8 71.6 26 85.3 3.94 44 27.8 1.41
9 122.3 5.34 27 66.3 4.05 1 67.5 4.68/4.58
10 138.7 28 355 1.33/0.97 2’ 142.4
11 333 1.88/1.86 29 31.5 1.94 ¥ 313 2.86
12 71.2 3.57 30 75.2 3.30 4 128.0 5.56
13 423 2.28 31 28.0 1.80 5 129.2 5.60
14 135.7 5.54 32 27.0 2.02/1.87 6’ 313 2.85
15 131.3 5.51 33 31.0 1.54/1.40 k 147.9
16 79.5 4.48 34 96.3 8 64.8 4.06
17 31.0 2.16/1.60 35 36.2 1.65/1.45 9 113.7  5.10/5.02
18 373 2.05/1.87 36 19.0 1.88/1.55 10° 110.7  5.05/4.89

FAB HRMS: m/z 977.5541 (calc. 977.5602, [Cs4Hg,014+Na]")
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VI1.2.5.b.- DTX-5¢

0S0,H

HO3SO uj\/\/\)oko — ~o i N d\ o H A
e R O

Solido amorfo blanco

[a]p=+4.5 (¢ 0.19, MeOH)
RMN 'Hy "*C, CD;0D

IR Vo 3417, 2931, 1731, 1644, 1454, 1235,
1071 y 976 cm™

n°’C  §“C 5'H n°C (e 8'H n°C §"C 8'H

1 176.2 24 71.1 4.10 3 31.8 2.86/2.86
2 74.9 25 146.2 4’ 128.8 5.59

3 458  1.89/1.81 26 85.9 3.92 5 128.8 5.59

4 67.6 4.00 27 65.5 4.08 6’ 31.8 2.83/2.83
5 32.5 1.73/1.36 28 36.7 1.36/0.94 7 148.1

6 269  1.89/1.66 29 31.8 1.87 8’ 66.9 4.52

7 72.5 3.34 30 76.1 3.26 9’ 112.6 5.06/4.99
8 97.4 31 28.3 1.80 10° 109.8 5.01/4.87
9 123.2 5.26 32 269 200180 17 1724

10 138.7 33 304 1.36/1.36 2% 38.1 3.08/3.08
11 32.5 1.99/1.89 34 95.6 3 123.2 5.61
12 71.8 3.69 35 367  1.59/143 42 1337 5.61
13 42.3 2.35 36 19.1 1.87/1.52 5 29.0 2.33/2.33
14 135.8 5.78 37 26.2 1.50/1.38 6’ 36.0 2.29/2.29
15 1316 5.54 38 60.6  3.703.52 7 1752

16 79.6 4.57 39 10.0 0.93 N-H 4.08
17 31.1 2.21/1.57 40 16.3 1.05 8 45.8 3.26/3.26
18 374 1.99/185 41 1119 5.33/501 9” 69.0 3.90
19 106.8 42 16.3 1.05 10> 38.1 1.94/1.73
20 33.2 1.92/1.87 43 22.6 1.73 11”° 69.7 4.24
21 269  1.98/1.85 44 254 1.42 12 803 433
22 70.4 3.64 1’ 67.6 4.62/4.52 13» 71.1 4.22
23 77.5 3.36 2° 142.4 14>’ 70.7 4.38/4.12

FAB HRMS: m/z 1498.5852 (Calc 14985852, [C68H103N02782Na3]+)
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VI.2.5.c.- Acido 19-epi-Okadaico

Solido amorfo
[a]” b= -5.84 (c 0.068 MeOH)
RMN 'Hy "*C, CD;0D

IR v, 3433, 2925, 2854, 1741,
1261, 1178, 1074 cm’™

1587, 1464, 1381,

n°C 5 3C s 'H n°C S 13C s 'H n°’C_ §BC s 'H
1 182.7 16 82.9 4.43 31 28.4 1.72
2 75.4 17 31.6 1.98(proR) 32 27.2 1.95
(proR)
1.81(proS) 1.30
(proS)
3 46.3 1.81(proS) 18 333 236(proR) 33 30.5 1.27
1.60(proR) 1.57(proS)
4 68.5 3.96 19 109.0 34 97.8
5 32.6 1.73 20 34.4 1.82(proR) 35 36.5 1.52
(proS)
1.25 1.74(proS) 1.28
(proR)
6 28.0 1.82 21 28.7 1.92 36 19.4 1.81(proS)
(proR)
1.59 1.45 1.44(proR)
(proS)
7 73.0 3.26 22 70.9 3.60 37 26.3 1.42
8 97.4 23 81.8 2.93 38 61.1 3.61(proS)
3.42(proR)
9 123.3 5.17 24 71.3 4.05 39 10.8 0.83
10 139.1 25 146.4 40 16.4 0.95
11 33.7 1.93(proS) 26 86.0 3.84 41 112.1 5.27
1.66(proR) 4.96
12 71.6 3.78 27 65.7 4.00 42 16.8 1.04
13 42.1 2.28 28 36.5 1.33 (proR) 43 22.8 1.64
0.86 (proS)
14 136.7 5.80 29 31.9 1.79 44 27.7 1.21
15 133.1 5.56 30 76.6 3.17

FAB HRMS: m/z 827.4 (Calc 8274558, [C44H63013Na]+)
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V1.2.5.d.- Acido Belizednico

Sélido amorfo
[a]*pb=+2.74 (¢ 0.073 MeOH))
RMN 'Hy "C, CD;0D

IR vy 3393, 2927, 2857, 1732, 1601, 1458,

1385, 1238, 1180, 1088 cm™’

n’C  §C 5'H n’C §5C 5'H n’C  §"C 5'H

1 182.5 16 719 3.97 31 28.3 1.74

2 76.6 17 318  1.652H) 32 274 196/1.28
3 46.2 1.82/1.60 18 31.0 1.52(2H) 33 30.8 1.27

4 68.0 3.97 19 70.7 3.57 34 96.2

5 327 1.70/120 20  27.6  1.60QH) 35 364 1.54/1.33
6 27.8 1.83/1.59 21 27.3 2.08(2H) 36 19.2 1.81/1.44
7 72.8 3.27 22 74.0 3.55 37 259 1.44

8 97.6 23 781 2.91 38 60.8  3.63/3.44
9 123.2 5.18 24 738 3.93 39 10.7 0.85
10 139.3 25 146.4 40 16.2 0.97
11 33.6 1.91/1.73 26 85.1 3.82 41 110.6  5.18/4.92
12 716 3.72 27 65.6 3.98 42 16.7 1.03
13 42.2 2.26 28 36.4 1.29/0.85 43 22.5 1.65
14 134.5 5.74 29 31.7 1.82 44 30.1 1.20
15 1339 5.44 30 763 3.18

MS-ES: m/z 847.7 (calc. 847.4820, [CasH7,0,4+Na]")
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VL3.- ENSAYOS DE INHIBICION DE PP1 Y PP2A
V1.3.1.- Preparacion de las Disoluciones Stock

VI.3.1.a.- Acido 19-epi-Okadaico y Acido Okadaico

El AEO se cuantifico mediante RMN'H, utilizando como patrén interno el
CgHg, y de esta muestra se prepar6 una disolucion “stock”, 1 mM en MeOH, a partir de
la cual se realizaron diluciones seriadas en H,O hasta conseguir las concentraciones
deseadas, desde 0.01 nM hasta 100 uM. La concentracion de disolvente orgénico en la
mezcla de reaccion fue inferior al 1% (v/v). Estas muestras se almacenaron en una
nevera a 6°C. Del mismo modo se prepararon las diluciones para el AO, pero en este
caso el rango de concentraciones fue de 0.1 nM a 1 mM, y se parti6 de una disolucion

stock 10 mM.

V1.3.2.b.- Tampon de Reaccion

Se prepard una disolucién “stock” de tampon de reaccion con una
concentracion 10X, 500 mM HEPES (CAMBREX), 1 mM Na,EDTA (Riedel-deHaén),
50 mM DTT (SIGMA) y 0.25% Tween-20 (4Acofarma®), pH 7.0. Esta disolucion se

dividio en alicuotas de 1 ml que se almacenaron a -20 °C.

V1.3.2.c.- Proteina Fosfatasa tipo 1 (PP1)

La proteina PP1 que se utilizd en el ensayo fue de musculo esquelético de
conejo, de New England BioLab, diluida en 200 mM NaCl, 50 mM HEPES (pH 7.0, 25
°C), 1 mM MnCl,, 0.1 mM EGTA, 2.5 mM DTT, 0.025% Tween-20 y 50% glicerol. Y
a partir de esta disolucion se prepararon diluciones antes de cada ensayo, utilizando el
tampon de reaccion, con 0.025 unidades/ul. Todas estas muestras se almacenaron a

=70°C.
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V1.3.2.d.- Proteina Fosfatasa tipo 2A (PP2A)

Para el ensayo de PP2A se utilizo proteina de rifion de bovino de SIGMA,
diluida en 50 mM Tris-HCI (7.0), 14 mM 2-mercaptoetanol, 1 mM benzamidina, 0.1
mM PMSF, 1 mM EDTA y 50% glicerol. Y en este caso se prepararon diluciones, en
el tampdn, que contenian 0.0044 w/pl, y que junto con la muestra inicial de PP2A se

guardaron a -70 °C.

V1.3.2.e.- Cloruro de Manganeso
A partir del MnCl, se preparé una disolucion “stock” 10 mM (10X) que se
guardo en alicuotas de 100 pl a -20 °C.

V1.3.2.f.- Fluoresceina difosfato (FDP)
Como substrato se utilizd6 FDP (fluoresceina difosfato) de la casa SIGMA, a
partir del cual se prepar6é una disolucioén “stock” 280 uM en H,O (Panreac), que se

almacen¢ a -20 °C en alicuotas de 500 pl.

V1.3.2.- Ensayo de inhibicion de fosfatasas

Los ensayos enzimaticos se realizaron en microplatos de 96 pocillos no
traslicidos, y las mezclas de reaccion se llevaron a cabo en un volumen final de 100 pl.
El procedimiento que se sigui6 es el que se indica a continuacion. Para el AEO se
realizaron 5 réplicas en cada ensayo, mientras que para el AO el nimero de réplicas fue
de 3, y en todas ellas se usaron un control y un blanco. En el control se sustituyo la
muestra a evaluar por HO y en el blanco no se afiadié la muestra a evaluar ni la
proteina, sustituyendo estos volimenes por H,O. En primer lugar se afadi6 a cada
pocillo H,O, tampoén, MnCl, y proteina, PP1 o PP2A dependiendo del ensayo. Esta
mezcla de reaccion se incubd durante 10 minutos a 37 °C con agitacion, y a

continuacion se le afiadid los inhibidores a ensayar en todos los pocillos menos en el
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control y el blanco, y nuevamente se incubd la mezcla durante 10 minutos en las
mismas condiciones que en el paso anterior. Pasados estos 10 minutos se adiciono el
substrato, FDP, en todos los pocillos incluidos el control y el blanco, y nuevamente se
incubd la mezcla a 37 °C con agitacion, y a los 10 minutos se iniciaron las medidas de
fluorescencia. Para realizar estas medidas se utilizd un fluorimetro de Genios, con
lector de microplatos con una longitud de onda de excitacion a 485 nm y de emision a

535 nm. Todo este proceso se resume en la Tabla VL.2.

Volumen por pocillo (ul)

Reactivo | Concentracion final Control Muestra Blanco

PP1 | PP2A | PP1 | PP2A | PP1 | PP2A

H,0 30 [ 29 | 30 | 29 | 30 | 20
50 mM HEPES
1.1 mM Na,EDTA
Tampén ® 10 10 10
5 mM DTT
0.025 % Tween
MnCl, | mM 10 10 10

PP1, 0.1 unidad
Proteina | ppyA 0022 unidad | 4 5 4 5

Incubacion durante 10 minutos a 37 °C

Okadaico:
. 0.01-100000 nM
Inhibidor . ) - 10 —
19-epi-Okadaico:

0.001-10000 nM

Incubacion durante 10 minutos a 37 °C

FDP 100 uM 36 36 36

Incubacion durante 10 minutos a 37 °C

Tabla VI.2.-Resumen de los pasos realizados en los ensayos con PP1 y PP2A.
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VL4.- METODOS COMPUTACIONALES

IV 4.1.- Espectroscopia de RMN

Los datos empleados para los estudios computacionales fueron extraidos de los
experimentos de RMN; RMN'H, COSY-DQF, TOCSY-2D y ROESY. Y en todos los
casos la espectroscopia se realizo en CD;0D a 278 K y en espectrometros BRUKER®
AMX 400 y 500 MHz. El procesado de estos espectros se realizd con el MestRec
(version 4.8.6).

El experimento ROESY se realizé con distintos tiempos de mezcla para el
AEOQ, 200 ms, 300 ms, 400 ms y 500 ms, mientras que para el AB s6lo se realiz6 con
un tiempo de mezcla de 500 ms. El volumen de los picos de correlacion se integrd con
el MestRec (4.8.6), y estas intensidades se convirtieron en distancias a partir de la

Aproximacion de Dos Espines Aislados (ISPA).

Los valores de las constantes de acoplamiento se determinaron principalmente
. 1 . . ., .y
del experimento RMN H, y cuando no fue posible obtener informacion se recurrié de

manera cautelosa a los experimentos COSY-DQF y TOCSY-2D.

VI1.4.2.- Modelos de Inicio

Las estructuras de partida de los compuestos que se sometieron a estudios
conformacionales se prepararon como se indica a continuacion. En el caso del AEO se
tomo la estructura de rayos X del AO sin derivatizar obtenida en nuestro laboratorio,”
y se epimerizé en C-19. Mientras que para el AB, como estructura de inicio se utilizo

la generada con el programa Chem3D-ultra (version 7.0), sin previa minimizacion.
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V1.4.3.- Mecanica Molecular
Todos los calculos de Mecanica Molecular se realizaron en un Athlon AMD
MP, utilizando el programa MacroModel (version 8.5) y la interfaz grafica de Maestro

(version 6.0).

V1.4.3.a.- Busquedas conformacionales

En todas las busquedas conformacionales se emple6 el método de Monte Carlo
de Multiples Minimos (MCMM). Para el AEO se realizaron busquedas con 20000
pasos con los campos de fuerza MMFFs y MM3, combinando ambos con una
constante dieléctrica (32.7 A) que es la correspondiente al MeOH) y con el modelo de
solvatacion continua GB/SA en agua. En el caso del AB, los estudios se realizaron en
el campo de fuerza MMFFs junto con el mismo modelo de solvatacion continua
utilizado con el AEO y con 100000 pasos. En todos los casos se aplicé como criterio
de convergencia 0.05 KJ/A mol y como limite de energia potencial 50 KJ por encima
del conférmero de minima energia. Los cortes en las distancias de las interacciones no
enlazantes fueron, 8.0 A para las interacciones van der Waals y 20.0 A para las

electrostaticas.

V1.4.3.b.- Minimizaciones

Las minimizaciones se llevaron a cabo en los mismos campos de fuerza en que
se realizaron las busquedas conformacionales, utilizando para los dos estudios el
método FMNR (Full Matrix Newton Raphson). En ambas situaciones se aplico un
niimero maximo de 5000 iteraciones, con un criterio de convergencia de 0.05 KJ/A
mol. Y como limite de energia potencial para salvar las estructuras se establecio 26

KJ/A mol por encima del conférmero de minima energia.
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V1.4.3.c.- Simulaciones dindmicas

Las dinamicas que se desarrollaron fueron de tipo Estocastica, manteniendo
para cada molécula el campo de fuerza que se utilizd6 en su respectiva busqueda
conformacional. Todas las simulaciones se realizaron a 300 K, manteniendo fijas las
distancias protoén-carbono con el algoritmo shake. Y las pautas bajo las que se

desarrollaron las dinamicas son las que se indican a continuacion, en la Tabla VL.3.

AEO AB
Tiempo de equilibrado 50 ps 10 ps
Tiempo de simulacion 2.5ns 5.0ns
Tiempo entre integraciones 1.5 fs 1.5 fs
N° estructuras guardadas 5000 1000

Tabla VI.3.- Resumen de los pasos que se siguieron en las dinamicas.

VL.5- Célculos termodinamicos para los complejos AO-PP1 y EAO-PP1

- s : 164
Los célculos termodindmicos se realizaron con el programa STC

(Structural
Thermodynamics Calculation), el cual estd compuesto por dos médulos. El primero,
CALC-ASA, calcula los cambios en el area de superficie accesible (ASA) para los
procesos de disociacion a partir de las coordenadas PDB (Protein Data Bank),
utilizando el algoritmo ANAREA'® implementado en el programa VADAR.'®® Los

ficheros de salida contienen los valores de ASA para cada 4tomo del complejo, asi

164 http://www.pence.ca/ftp

19 Richmond, T.J. J. Mol. Biol. 1984, 82, 63-89.

166 Willard, L.; Ranjan, A.; Zhang, H.; Monzavi, H.; Boyko, R. F.; Sykes, B. D.; Wishart, D. S.
Nucleic Acids Research, 2003, 31,3316-3319.
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como las diferencias, tanto de las contribuciones polares como no polares. Y ademas,
estos valores también los reagrupa por residuos. Y por otro lado, el médulo THERMO
realiza los célculos termodinamicos para AASA, que es la suma de las contribuciones

polares (AASA,,) y no polares (AASA,,).
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Conclusiones

1.- Con el fin de llevar a cabo un estudio de los metabolitos producidos por la
microalga Prorocentrum belizeanum realizamos cultivos artificiales a gran escala de
este organismo a partir de una muestra de células cedidas por cortesia de D. Santiago
Fraga. De este modo conseguimos un total de 1020 1 de cultivo, y de las células

contenidas en este volumen obtuvimos un extracto de acetona (22.1 g).

2.- A partir del extracto de acetona aislamos dos metabolitos ya conocidos,
acido Okadaico y Metil-Okadaato, junto con cuatro nuevos derivados del acido
Okadaico: diol éster C;, del acido Okadaico, DTX-5¢c, 4cido epi-Okadaico y acido

Belizeanico.

3.- El diol éster Cyy del acido Okadaico es el primer ejemplo con una cadena
diol de diez carbonos, ya que hasta el momento, en los derivados del acido Okadaico

sblo se han encontrado cadenas diol con un maximo de nueve carbonos.

4.- La DTX-5c resultd ser la primera toxina del grupo de toxinas DSP solubles
en agua aislada de una especie distinta al P. maculosum, ya que hasta el momento
todos los compuestos de este grupo (DTX-4a, DTX-4b, DTX-5a y DTX-5b) solo se

habian encontrado en la especie P. maculosum.

5.- Uno de los metabolitos que aislamos, el acido epi-Okadaico, presenté como
modificacion con respecto al 4cido Okadaico epimerizacion en el carbono C-19, lo cual
lleva asociado un cambio en la conformacion del compuesto. Por lo tanto, realizamos
un estudio conformacional de este metabolito combinando métodos computacionales y
de RMN, que nos llevaron a proponer una conformaciéon para este nuevo metabolito
diferente a la que presenta el 4acido Okadaico. Debido a esta observacion también
realizamos ensayos de inhibicion enzimatica del acido epi-Okadaico tanto con PP1
como con PP2A, y los porcentajes de inhibicion fueron similares a los del acido

Okadaico en el caso de la PP2A, mientras que con la PP1 observamos diferencias. Los
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valores que se obtuvieron nos llamaron la atencion si se tiene en cuenta el cambio
conformacional del acido epi-Okadaico con respecto al acido Okadaico, por lo que
realizamos un analisis termodindmico para el complejo acido epi-Okadaico-PP1, de
cuyos resultados se desprende que el ligando no se une a la proteina de la forma

propuesta ya que el valor obtenido de K4 difiere bastante del estimado para K.

6.- Actualmente nos encontramos realizando estudios de docking con el fin de

determinar como tiene lugar la unién entre el acido epi-Okadaico y la proteina PP1.

7.- De entre los metabolitos que hemos aislado el 4cido Belizednico es el que
mas ha variado su esqueleto con respecto al acido Okadaico, ya que en este compuesto
no se ha formado el anillo oxolano C ni el oxano D. La modificacion que presenta el
acido Belizeanico viene unida de la formacion de dos nuevos carbonos quirales, C-16 y
C-19. Para intentar proponer la estereoquimica de estos a la vez que la conformacion
del metabolito planteamos un estudio conformacional en el que se combinaron
nuevamente métodos computacionales con RMN. A raiz de este estudio se propone un
configuracion S* para C-16, mientras que para C-19 no es posible obtener una
propuesta. Sin embargo, la conclusion de nuestro trabajo es que la conformacion de
esta molécula en disolucion es similar independientemente de que el carbono C-19 sea

S*¥oR*.

8.- El aislamiento del acido Belizeanico resultd ser de gran interés desde un
punto de vista biosintético, ya que apoya la propuesta de Murata, segun la cual los
anillos C, D y E se forman por una ciclacion nucleofilica a partir de un intermedio (3-
epoxido. Sin embargo, en el 4cido Belizednico la reduccion del grupo carbonilo en
C-19 evita la formacion del sistema espiro en este carbono, lo cual estd de acuerdo con
la estereoquimica en C-16 (S*) opuesta a la del acido Okadaico debido a que no ocurre

la ciclacion.
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9.- En una muestra de acido Okadaico, con una concentraciéon aproximada 30
mM, observamos la presencia de una especie agregada formada por cuatro unidades de
acido Okadaico, y ante los datos de masas y de RMN proponemos que se encuentra
formada por dos dimeros de acido Okadaico. Por lo que mediante la utilizacién del
método propuesto por Comeau y col. presentamos una conformacion para el agregado

que encaja con los datos experimentales.
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