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l.-- INTRODUCCION

.1.- TOXINAS DEL TIPO DSP
[.1.A.- Grupo del AO y toxinas relacionadas. Antecedentes

I.1.B.- Efectos celulares



TOXINAS MARINAS DE NATURALEZA POLIETEREA

I.-INTRODUCCION

Los dinoflagelados son algas microscépicas, generalmente unicelulares
(protistas) que habitan aguas marinas frescas, siendo los mares tropicales donde
se sitla un mayor niumero de especies. Se conocen aproximadamente unas 2000
especies, de las cuales unas 300, son las que, en ocasiones, pueden proliferar de
manera descontrolada alcanzando niveles tan altos que producen coloracion en la
superficie del agua, dando lugar al fendmeno conocido como “mareas rojas”
(Figura 1.1). Alrededor de 60 de estas especies proliferativas poseen la capacidad
de producir toxinas y de esta forma convierten a los dinoflagelados en el mayor
grupo de microalgas productor de toxinas, responsable de introducirlas mediante
acumulacion en cadenas alimenticias. Los principales vectores de transmision son
los mariscos bivalvos (mejillones, vieiras, almejas, berberechos, ostras, etc.) y en el
caso de las ciguatoxinas, algunas especies de peces tropicales. Diferentes
especies de gasterépodos y crustaceos pueden actuar también como vectores de

transmision de toxinas.’

Figura 1.1.- “Marea roja”

' P. Vale y M. A. Sampayo, Toxicon, 2002, 40, 989.



El estudio de las “mareas rojas” ha sido objeto de gran interés en los
ultimos anos, especialmente en el caso de las toxinas polietéreas. Este problema
es de caracter multidisciplinar y se trata de un fenémeno natural sujeto a
parametros medioambientales y, como hemos indicado, a través del cual se
producen contaminaciones téxicas en los mariscos bivalvos con su posterior paso a
la cadena alimenticia. Desde este punto de vista el fendbmeno afecta al medio
natural marino (muchos de estos episodios téxicos fueron inicialmente relacionados
con problemas de contaminacién por vertidos), a la industria marisquera (en
Espafia la red de alerta en este campo empieza a montarse en la segunda parte de
la década de los ochenta) y, finalmente, a la salud publica (gran parte de estas
toxinas marinas son nocivas para el ser humano). Ademas, las toxinas
responsables de estos fendmenos tienen un alto valor afiadido a través de su uso
en estudios farmacoldgicos.

Una pregunta frecuente es: “jpor qué los dinoflagelados producen estas
toxinas?” No se ha articulado todavia una respuesta convincente. Se podria buscar
una respuesta en base a la diversidad de compuestos bioactivos que producen.
Una sugerencia obvia es aquella que implica mecanismos de defensa, aunque
muchas de las toxinas no son excretadas al medio. Intuitivamente, una estrategia
quimica de defensa que unicamente pueda ser activada con la muerte del
organismo, no parece ofrecer ninguna ventaja al individuo, aunque si a una
poblacién. Otra posibilidad apunta hacia la existencia del material toxico en la dieta,
es decir, el dinoflagelado podria en un principio no ser téxico y convertirse en tal
tras la ingesta de fitoplancton téxico de muy pequefio tamafio como resultado de

mixotrofia. Por tanto, y hasta el momento esta pregunta sigue siendo un enigma.
Basandose en la sintomatologia de la intoxicacion y en los vectores de
transmision, se han definido seis tipos de sindromes asociados a las siguientes

toxinas o venenos:

e Paralytic Shellfish Poisoning (PSP) (Veneno Paralizante de Marisco).

21, Imai y G. Nishitani, Phycologia, 2000, 39, 456.



Introduccion

¢ Diarrhetic Shellfish Poisoning (DSP) (Veneno Diarreico de Marisco).

o Amnesic Shellfish Poisoning (ASP) (Veneno Amnésico de Marisco).

¢ Neurotoxic Shellfish Poisoning (NSP) (Veneno Neurotdxico de Marisco).
¢ Ciguatera Fish Poisoning (CFP) (Veneno Ciguatérico).

o Azaspiracid Poisoning (AZP) (Veneno por Azaspiracido).

El avance en el conocimiento y control de estos fendmenos ha sido lento
como consecuencia de la complejidad del problema en todas sus vertientes. En
primer lugar, los dinoflagelados no eran bien conocidos en comparacion con otros
organismos marinos. En segundo lugar, las estructuras quimicas de las toxinas
eran complicadas y absolutamente nuevas, y sus determinaciones se retrasaron
debido a las pequefiisimas cantidades de sustancia que podian aislarse de los
mariscos contaminados. Sin embargo, en la Ultima década se ha avanzado
considerablemente en la identificacion de estas estructuras, estableciéndose los
cabezas de serie y sus derivados a través de la utilizacion de resonancia magnética
nuclear (RMN) y espectrometria de masas, principalmente. Este desarrollo de las
técnicas espectroscopicas junto con el de las cromatograficas, ha permitido la
deteccion, aislamiento e identificacion de nuevas toxinas. Aun asi, persiste el
inconveniente de la dificultad de acceso a patrones de referencia, especialmente
para las toxinas minoritarias y las detectadas recientemente, para las que quedan

por establecer métodos de analisis cuantitativos fiables.

I.1.- TOXINAS DEL TIPO DSP

El “Veneno Diarreico de Marisco”, DSP (Diarrhetic Shellfish Poisoning) es
una enfermedad gastroenteritica severa causada por el consumo de marisco
contaminado por dinoflagelados productores de este tipo de toxinas.? Existen tres
grupos de toxinas diferentes implicadas en el DSP: el del acido okadaico (AO) y

toxinas relacionadas (1-13); el de las yessotoxinas (YTXs) (14-24) y el de las

% T. Yasumoto, Y. Oshima y M. Yamaguchi, Bull. Japan. Soc. Sci. Fish., 1978, 44, 1249.



pectenotoxinas (PTXs) (25-34)." De estos tres grupos, el mas importante es el del
acido okadaico y sus homélogos, debido a la gran cantidad de propiedades
farmacolégicas que presentan,5 ademas de que siempre ha sido considerado el
unico grupo productor de este sindrome diarreico. Esto se debe a que las YTXs y
las PTXs difieren del grupo del AO tanto en las estructuras como en las
propiedades toxicologicas (asi, por ejemplo, no causan diarreas aunque si
hepatotoxicidad). Sin embargo, se clasificaron dentro de este tipo de toxinas porque
aparecieron en episodios de DSP, coexistiendo con AO y DTXs. Por tanto, sera en

el grupo del AO y toxinas relacionadas, en las que centraremos nuestra atencion.

1 Acido Okadaico: R=CHj; R,=R;=R,=H
2 DTX1: R;=R,=CHj; R;=R,=H

3 DTX2: Ry=H; R,=CHj3; R;=R,=H

4 DTX3: R;=R,=CHj3; Rs=acilo; Rs=H

H H

0SOsH
9) H
0SOsH

5 DTX4: R,=CHj; R,=R3=H; R;= 0SO:H

OH OH OH
WOMNHN\H\/OSQH
[o] o 0OSOzH

[o] [o] 0SO3H

WOWNHWOS%H
OH OH OH

6 DTX5a: R1=CH3; R2=R3=H; R4=

7 DTX5b: R1=CH3; R2=R3=H; R4=

* A. H. Daranas, M. Norte y J. J. Fernandez, Toxicon, 2001, 39, 1101, y referencias citadas en él.
® J. J. Fernandez, M. L. Candenas, M. L. Souto, M. M. Trujillo y M. Norte, Current Medicinal Chemistry,
2002, 9, 229.
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E/Y\/T\OH
8 R1:CH3; RZ:R3:H; R4:
% = OH
9 R1=CH3; R2=R3=H; R4= /T\—/\
'%,E Z 7 S0H
10 R1=CH3; R2=R3=H; R4= /W
IE/Y\/\/\OH
11 R1=CH3; R2=R3=H; R4=
EWOH
12 R1=CH3; R2=R3=H; R4=
E/W\/\OH
13 R1=CH3; R2=R3=H; R4=

AN

14 Yessotoxina (YTX): n=1; Ry= SO3Na; R,= Jk/\

15 HomoYTX: n=2: R,= SOsNa: Ry= \)LA\
16 45-HidroxiYTX: n=1; Ri= SO3Na; R,= OH

17 45-HidroxihomoYTX: n=2; Ry= SO;Na; R,= OH



18 45,46,47-TrinorYTX: n=1; Ry= SO3;Na; R,= \JLH

19 1-DesulfoYTX: n=1: R,= H: R,= M

COOH

20 CarboxiYTX: n=1: R;= SO:Na: R,= & >

COOH

21 CarboxihomoYTX: n=2: Ry= SO:Na: Ry= © =~ >

22 NoroxoYTX: n=1;
23 NoroxohomoYTX: n=2;

24 Adriatoxina (ATX)



Introduccion

25
26
27
28
29
30
31

Pectenotoxina 1 (PTX1):
Pectenotoxina 2 (PTX2):
Pectenotoxina 3 (PTX3):
Pectenotoxina 4 (PTX4):
Pectenotoxina 5 (PTX5):
Pectenotoxina 6 (PTX6):
Pectenotoxina 7 (PTX7):

R=CH,0OH; Ren C-7
R=CHj;; Ren C-7
R=CHO; Ren C-7
R=CH,OH; S en C-7
R= Sin identificar
R=COOH; Ren C-7
R=COOH; Sen C-7

32 Pectenotoxina 8 (PTX8): R=CH,OH; S en C-7
33 Pectenotoxina 9 (PTX9): R=COOH; S en C-7
34 Pectenotoxina 10 (PTX10): R= Sin identificar



I.1.A.- Grupo del AO y toxinas relacionadas. Antecedentes

Estas toxinas se caracterizan por producir un cuadro clinico con diarreas,
nauseas, vomitos y fuertes dolores abdominales que suele manifestarse en el plazo
comprendido entre los 30 minutos y las dos horas siguientes al consumo de
marisco contaminado, produciéndose la recuperacion después de tres dias

independientemente del tratamiento recibido.

El cabeza de serie es el acido okadaico 1 (AO), aislado inicialmente de la
esponja Halichondria okadai. Posteriormente se demostré que su verdadero origen
se encuentra en los dinoflagelados de los géneros Prorocentrum y Dinophysis,
identificandose una serie de dinofisistoxinas y toxinas relacionadas (2-13), siendo

una gran parte de ellas aisladas de cultivos de Prorocentrum.

Se ha encontrado que algunos organismos cuya dieta basica son
dinoflagelados téxicos, podrian ser capaces de destoxificar AO y DTXs, mediante
transformaciones quimicas. Este es el caso de la transformaciéon de DTX1 (2) en
DTX3 (4) por la vieira Patinopecten yessoensis.6 Estas formas aciladas (DTX3),
ademas de ser menos toxicas que las moléculas no esterificadas, nunca se han
encontrado en microalgas marinas, por lo que se presume deben ser originadas en
los mariscos bivalvos por acilacion.” Otro caso es el de la diatomea Thalassiosira
weissflogii, que es capaz de transformar el diol éster téxico de AO 11 producido por
P. lima en los productos de oxidacién mas polares 35-37.° Algo parecido ocurre con
la esponja marina Merriamum oxeato, donde se encontraron dos compuestos
acetilados (38 y 39), esta vez en C,7-OH. Sin embargo, estos dos compuestos,
ademas de ser inhibidores de las proteinas fosfatasas especificas de serina y
treonina, también resultaron poseer interesantes efectos celulares, tales como una

inhibicién potente y eficaz del punto control G2 y la posibilidad de actuar como

®T. Suzuki, H. Ota y M. Yamasaki, Toxicon, 1999, 37, 187.

7J.S.Lee, T. Igarashi, S. Fraga, E. Dahl, P. Hovgaard y T. Yasumoto, J. Appl. Phycol., 1989, 1, 147.
8T, Hu, I. Burton, J. M. Curtis, M. A. Quilliam, J. A. Walter, A. J. Windust y J. L. C. Wright, Tetrahedron
Lett., 1999, 40, 3981.
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agentes radiosensitivos.’

35 R1=R2=H; R3= HO

’;{\K\/\K\OH
OH

[o}

WOH
37 R1=R2=H; R3=

38 R1 =R3=H; R2=AC

36 R1=R2=H; R3=

39 R1:CH3; R2:AC; R3:H

1.1.B.- Efectos celulares

Las toxinas de este grupo poseedoras del grupo carboxilo libre, se
caracterizan por ser inhibidores selectivos de las proteinas-fosfatasas
serina/treonina del tipo 1 (PP1, I1Cs = 0,27-0,32 uM) y 2A (PP2A, IC5, = 1nM),
siendo ademas el primer ejemplo de este tipo de inhibidores aislados de fuente

natural. Hay que sefalar que los derivados esterificados de este grupo de toxinas,

° R. Britton, M. Roberge, C. Brown, R. van Soest y R. J. Andersen, J. Nat. Prod., 2003, 66, 838.



pierden la capacidad de inhibir a las proteinas-fosfatasas, aun cuando se ha
demostrado que una vez ingerido el material contaminado e hidrolizado mediante

las correspondientes esterasas recobran todo su potencial toxico.>'°

El AO ha sido extensamente utilizado en los ultimos afios para demostrar el
papel jugado por PP1 y/o PP2A en la regulacién de diferentes procesos celulares.
Asi, PP1 parece jugar un papel clave en la regulacion del metabolismo del
glucdgeno, contraccion del musculo liso, division celular y sintesis de proteinas.
PP2A participa en el control la mayoria de las principales rutas metabdlicas, como
glucdlisis y metabolismo de lipidos, apoptosis, crecimiento y divisién celular,
transcripcion y sintesis de proteinas. El efecto de hiperfosforilizacion producido por
estas toxinas puede por tanto, inducir a la muerte celular o contribuir a la

transformacion celular, promoviendo asi la aparicion de tumores.

Segun estudios realizados acerca de la relacion estructura-actividad del
AO, parece ser que tanto el grupo carboxilo C-1, como los cuatro grupos hidroxilo
en los carbonos C-2, C-7, C-24 y C-27 son muy importantes en el desarrollo de su
actividad. Por otro lado, los fragmentos C-1—C-14 y C-15—C-38 son mucho menos
activos frente a las proteinas fosfatasas, siendo incluso el ultimo fragmento,
totalmente inactivo frente a PP2A. Asi también, la conformacion circular que
adquiere la molécula, podria ser esencial en la accion inhibitoria del AO. De hecho,
por RMN se demostré la formacion en disoluciéon de una cavidad flexible entre el

grupo carboxilo C-1y el grupo hidroxilo C-24"" (Figura 1.2).

' E. Arteche, G. Strippoli, G. Loirand, P. Pacaud, M. L. Candenas, J. C. Moltd, M. L. Souto, J. J.
Fernandez, M. Norte, J. D. Martin y J. P. Savineau, J. Pharmacol. Exp. Ther., 1997, 282, 201.
" N. Matsumori, M. Murata y K. Tachibana, Tetrahedron, 1995, 51, 12229.
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Figura 1.2.- Cavidad flexible propuesta para el acido okadaico

Con respecto a esta relacion estructura-actividad, se dio un gran paso
adelante gracias a la determinacion de la estructura cristalina del complejo
molecular formado por el AO unido a la PP1 mediante rayos X."? Esta estructura
revela que las interacciones por puentes de hidrégeno son muy importantes, pero
también lo son las hidrofébicas, como las que tienen lugar entre la regién del AO
comprendida entre los carbonos C-4 a C-16, con residuos basicos pertenecientes al
sitio activo de la proteina. Gracias a este complejo cristalino se confirmé la
existencia de un enlace de hidrégeno intramolecular que confiere al AO su

estructura circular.

'2J. T. Maynes, K. S. Bateman, M. M. Cherney, A. K. Das, H. A. Luu, C. F. B. Holmes y M. N. G. James,
J. Biol. Chem., 2001, 276, 44078.
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a) El ciclo celular

El AO y otros inhibidores de PPs han ayudado a desentrafar el complejo
mundo del ciclo celular, y a identificar fosfatasas de la familia de las PPs como
esenciales para las funciones relacionadas con el ciclo. Asi, la adiciéon de AO a
células de mamiferos en la fase S, conduce a la activacion de varias cdks, que
causan una mitosis prematura.”'* No esta claro si PP1, PP2A o ambas son la
diana de la mitosis inducida por AO, pero PP1 parece ser esencial en la entrada y
salida de la fase M en células de mamiferos, en la separacion de los cromosomas y

en la division celular.™

El AO produce graves efectos sobre la estabilidad dinamica de los
microtubulos, causando un incremento significativo en la velocidad de elongacién.16
También inhibe la formacion del uso mitético. Se ha demostrado ademas que el AO
causa un aumento en la fosforilaciéon de una proteina citosdlica que regula la

dinamica de los microtubulos durante el ensamblaje del uso."”

Una ruta alternativa por la cual el AO podria regular la proliferacion celular
es mediante la activacion de la familia de proteinas quinasas activadoras de
mutdgenos (MAPK).18 Factores de crecimiento causan la activacion de receptores
de proteinas quinasas de tirosina y de proteinas quinasas de serina/treonina,
muchas de las cuales conducen a la activacién de Ras, una pequefia proteina
unida a GTP. Ras actla a través de diferentes rutas de transcripcion, en una de las
cuales, la cascada que se muestra en la Figura 1.3 juega un papel central en el
control de la re-entrada al ciclo celular y en la activacion de distintos factores de

’[ranscripcic')n.19 La duracion de la activacion de esta cascada de quinasas es critica

"> T. Hunter, Cell, 1995, 80, 225.

" R. Nuydens, M. De Jong, G. Van Den Kieboom, C. Heers, G. Dispersyn, F. Cornelissen, R. Nuyens,
M. Borges y H. J. Geerts, J. Neurochem., 1998, 163, 1124.

> A. Fernandez, D. L. Brautigan y N. J. C. Lamb, Cell. Biol., 1992, 116, 1421.

'8 B. Howell, D. J. Odde y L. Cassimeris, Cell Motil. Cytoskeleton, 1997, 38, 201.

7S, J. Mistry, H. C. Li y G. F. Atweh, Biochem. J., 1998, 334, 23.

®S.F. Rosenberger, J. S. Finch, A. Gupta y G. T. Bowden, J. Biol. Chem., 1999, 274, 1124.

9 J.Y. Lehtonen, L. Daviet, C. Nahmias, M. Horiuchi y V. J. Dzau, Mol. Endocrinol., 1999, 13, 1051.
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para determinar la direccion de la célula hacia crecimiento (activacion transitoria) o
hacia diferenciacion (activacion prolongada). La activacion constitutiva de esta ruta
es suficiente para producir transformaciones oncogénicas en algunos tipos
celulares. ElI AO causa la activacion de las quinasas MEK y ERK, e induce ciertas
fosforilaciones.?® Dentro de las fosfatasas sensibles al AO, PP2A parece ser la que
juega un mayor papel en la desfosforilacion e inactivaciéon de las familias de
quinasas MEK y ERK.?'

Receptores de Tirosina Quinasa
acoplados a la
Proteina G

Proteinas Activadoras Ina Factores de Intercambio
de GTPasas de Nucleotido Guanina
A

GAPs GEFs

[MAP Quinasa Quinasa Quinasa]

l

@ [MAP Quinasa Quinasal

l

[MAP Quinasa]

l

Proteinas Nucleares Reguladoras
Sustratos Citoplasmicos

Figura 1.3.- Activacion de Ras y de la cascada MAPK por factores de crecimiento

2 K. J. Townsend, J. L. Trusty, M. A. Traupman, A. Eastman, y R. W. Craig, Oncogene, 1998, 17, 1223.
#'H. Chung y D. L. Brautigan, Cell Signal, 1999, 11, 575.
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b) La apoptosis y el AO

El AO puede producir apoptosis pero derivados de éste sin efecto
inhibitorio, o con uno bajo sobre las PPs, no inducen apoptosis, sugiriendo que el
efecto esta especificamente mediado por esta inhibicion.? Sin embargo, se conoce
poco acerca del mecanismo responsable de la muerte celular inducida por AO, y no
es seguro en muchos casos, que la inhibicién de PP1 y/o de PP2A sea necesaria
para activar el proceso. De hecho, el fragmento C-15—C-38, que no presenta
actividad inhibitoria sobre PP2A, si induce apotosis. Ademas, se ha encontrado que
el efecto del AO sobre la apoptosis y la detencion de la mitosis estan mediados por

mecanismos independientes.?

El AO induce la fragmentacion del DNA, caracteristica de la apoptosis, en
diferentes poblaciones neuronales.® En el cerebro, tanto PP1 como PP2A
controlan el grado de fosforilacion de proteinas asociadas a microtubulos, que
regulan la estabilidad de los mismos. Asi, estan asociadas a la proteina tau que,
una vez fosforilada, se disocia de los microtubulos.? La pérdida de la estabilizacion
mediada por tau conduce a interrupciones en el citoesqueleto del microtubulo y a la
degeneracion de axones, lo que podria ser uno de los mecanismos de muerte

celular neuronal.

Finalmente, el AO podria inducir el efecto contrario, es decir, prevenir
apoptosis, dependiendo de la concentracion, la longitud del tratamiento y el tipo

celular estudiado.?®

2 Tergau, J. Weichert, I. Quentin, R. Opitz, C. Von Zezschwitz, J. Marwitz, V. Ritz y H. J. Steinfelder,
Naunym Schmiedebergs Arch. Pharmacol., 1997, 356, 8.

BA Lerga, C. Richard, M. D. Delgado, M. Caselles, P. Frade, M. A. Cuadrado y J. Leon, Biochem.
Biophys. Res. Commun., 1999, 260, 256.

% M. T. Fernandez-Sanchez, A. Garcia-Rodriguez, R. Diaz-Trelles y A. Novelli, FEBS Lett., 1996, 398,
106.

BT, Arendt, M. Holzer, R. Fruth, M. K. Brukner y U. Gartner, Neurobiol. Aging., 1998, 19, 3.

% M. Higuchi y B. B. Aggarwal, J. Biol. Chem., 1993, 268, 5624.

14



Introduccion

c) Promocién de tumores

El desarrollo del cancer es fomentado por mutaciones que causan
proliferacion inapropiada asociada al bloqueo de apoptosis. El ciclo de divisién
celular esta controlado por una serie de reacciones de fosforilacion/desfosforilacion
que actuan como interruptores que permiten a la célula pasar a la siguiente fase del
ciclo celular. Como consecuencia, un error en uno de los pasos de fosforilacion o

desfosforilacion podria proporcionar la sefal para un crecimiento celular aberrante.

Por lo tanto, no es sorprendente que el AO actie como promotor universal
de tumores,”’ y en consecuencia, los estudios correspondientes con él y con otros
inhibidores de PPs sugieren que PP2A y PP1 son importantes reguladores de
crecimiento y transformacion celulares.?® El mecanismo de accion del AO consiste
en la produccion de hiperfosforilacién y la consecuente expresion de un amplio
numero de genes de proliferacién celular que lleva, entre otras, a activar las

siguientes rutas:

1.- Induccién del Factor Alfa de Necrosis Tumoral (TNF-a)
El AO incrementa la secrecion del TNF-o de diferentes células,? posible
citoquina clave en promocién de tumores, e imita el patron de fosforilacion del

mismo.

Aunque la aguda toxicidad en ratones y la citotoxicidad que presenta el
acido glicookadaico (GOK) (40), es dos veces menor que la observada en el AO, se
ha encontrado que la amida del AO formada con glicina, posee actividad
anticaquexia.*® Caquexia es un estado de extrema desnutricion producido por

cancer y otras enfermedades infecciosas, o en procesos terminales, y esta

TH. Fujiki, Mol. Carcinog., 1992, 5, 91.

% M. R. Young, Adv. Exp. Med. Biol., 1997, 407, 311.

% A. Komori, J. Yatsunami, M. Suganuma, S. Okabe, S. Abe, A. Sakai, K. Sasaki y H. Fujiki, Cancer
Res., 1993, 53, 1982.

% p. Uemura y Y. Hirata, En Studies in Natural Products Chemistry, Ed. Atta-ur-Rahman, Elsevier:
Amsterdam, 1989, Vol. 5 (Part. B), 377.
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asociada con fiebre, escalofrios, temblores y pérdida de peso. La caquectina es
uno de los factores relacionados con caquexia, y se ha demostrado que es la
misma sustancia que TNF. Como TNF inhibe la actividad de lipoproteina lipasa
(LPL)31 es importante encontrar un antagonista apropiado a esta sustancia, pero sin
embargo, esta sustancia deberia conservar la propiedad anticancerigena deseada
de TNF. Ni GOK ni el AO afectan a la citotoxicidad del TNF. Aparentemente, la
toxicidad de GOK es baja, y no suprime la actividad citotéxica del TNF hacia las
células cancerosas, pero invierte especificamente el efecto supresor de la
generacion de LPL causada por el TNF,* y por este motivo puede ser usado para
la prevencion o tratamientos de caquexia observados en cancer u otras infecciones,

y en las reacciones secundarias debidas a la administracion del TNF.

o
H

Acido Glicookadaico (GOK) (40)

2.- Hiperfosforilaciéon de p53

La importancia de p53 en la regulacién de promocién/apoptosis tumoral
esta demostrada por el hecho de que muchos tumores humanos tienen desérdenes
en p53, o bien en sus activadores. La pérdida de la funcion de p53 esta de esta
forma asociada al incremento de la proliferacion celular.*® El AO induce
hiperfosforilacion de la proteina p53, aumentando asi la funcion de activacion de la

transcripcion.*

M. Kawakami, Y. Ikeda, N. L. Trang, W. Vine, A. Cerami, En Proceedings of IUPHAR, Ed. W. Paton,
MacMillan: London, 1984, Vol. 2, 377.

%2D. Uemura, En Bioorganic Marine Chemistry, Bioactive polyethers, Ed. P. J. Scheuer, Springer-
Verlarg: Berlin Heidelberg, 1991, Vol. 4, 2.

%M. Guo y B. A. Hay, Curr. Opin. Cell Biol., 1999, 11, 745.

3 W. Zhang, C. McClain, J. P. Gau, X. Y. D. Guo y A. B. Deisseroth, Cancer Res., 1994, 54, 4448.
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3.- Activacién de AP-1 asociada con la hiperfosforilaciéon de c-jun

El AO induce la expresion de los oncogenes c-jun y c-fos.*® Ademas, causa
un incremento en la expresién y actividad de AP-1, la proteina-1 activadora de c-
jun,17 un efecto que es compartido por otros promotores de tumores, tales como los
ésteres de forbol.*® El efecto del AO sobre AP-1 parece implicar la inhibicion de
PP2A, y ha sido sugerido que PP2A es la responsable de mantener c-jun en su

estado pobremente regulado.’’

4.- Factor Alfa de Crecimiento Transformante (TGF-a)

El AO eleva transitoriamente el nivel de RNA mensajero del TGF-q, y el
nivel de proteinas en la epidermis de raton.*® Efectos similares fueron observados
con otros promotores de tumores, sugiriendo que un aumento en los niveles de
TGF-a podria jugar un papel esencial en la estimulacion mutogénica durante la

promocion de tumores.

5.- Hiperfosforilacion del Retinoblastoma

La proteina retinoblastoma (PRb) es un supresor de tumores bien
conocido.*® En su forma activa hipofosforilada, actia como un represor
transcripcional, manteniendo a la célula en la fase G1 del ciclo celular e inhibiendo
la entrada en la fase S. Al mismo tiempo, pRb actia como un activador de los
factores de transcripcion y diferenciacion, que produce la detenciéon del ciclo
celular.® La proteina retinoblastoma debe ser desfosforilada cuando la célula sale

de la mitosis y su desfosforilacion activa la funcién de la proteina como supresor del

% K. Kiguchi, C. Giometti, C. H. Chubb, H. Fujiki y E. Huberman, Biochem. Biophys. Res Commun.,
1992, 189, 1261.

% S. F. Rosenberg y G. T. Bowden, Oncogene, 1996, 12, 2301.

% J.8. Lee, B. Favre, B. A. Hemmings, B. Kiefer y Y. Nagamine, J. Biol. Chem., 1994, 269, 2887.
% K. Kiguchi, L. M. Beltran, J. You, O. Rho, J. DiGiovanni, J. Mol. Carcinog., 1995, 12, 225.

% N. Dyson, Genes Dev., 1998, 12, 2245.

“0p. Zhang, Curr. Opin. Cell Biol., 1999, 11, 655.
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crecimiento.*’ EI AO induce la hiperfosforilacion de pRb, dando lugar a la
inactivacion de su funcionalidad, lo cual produce defectos en la detencion del ciclo
celular, y en la diferenciacion. El efecto estimulador del crecimiento por el AO
podria ademas ser mediado por la inactivacion del efecto supresor del crecimiento

por pRb, como ha sido sugerido para ciertas células de cancer pancreético.42

El poder tumorigénico del AO parece deberse por tanto, a sus multiples
efectos en diferentes niveles de procesos celulares cruciales, mostrando que PP1y
PP2A juegan un papel esencial como reguladores del crecimiento o transformacion

celular.

d) Otros efectos

El AO provoca ademas otros muchos efectos:
a) Inhibe la sintesis de glucogeno.

b) Causa efectos en la contraccion de musculo liso, estudios que han sido
esenciales para determinar la importancia de procesos de

fosforilacién/desfosforilacién en la regulacién de canales i6nicos.*

c) Aumenta el grado de fosforilacion de varias proteinas, tales como la
proteina tau asociada a microtubulos, sugiriendo que las fosfatasas podrian
participar en el desarrollo de la enfermedad de Alzheimer.* Recientemente
se han realizado estudios acerca del estrés oxidativo inducido por AO en

células de neuroblastoma, que también se produce como consecuencia de

MEeINE Sherr, Science, 1996, 274, 1672.

“2J. Yatsunami, A. Komori, T. Ohta, M. Suganuma y H. Fuijiki, Cancer Res., 1993, 53, 239.
* 3. Herzig y J. Neumann, Physiol. Rev., 2000, 80, 173.

* T. Arendt, M. Holzer, R. Fruth, M. K. Bruckner y U. Gartner, Neuroscience, 1995, 69, 695.
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esta enfermedad, demostrandose que, la vitamina C y en mayor proporcion,

la melatonina, reducen el efecto provocado por el AO.®

d) Estimula la meiosis de oocitos y la movilidad de espermatozoides,
proporcionando un papel a los mecanismos de fosforilacién/desfosforilacion

en la fertilizacion.*®

e) Relativo a la transcripcion de genes, esta aceptado como un regulador
universal de factores de transcripcion, pues la actividad de estas proteinas

como moduladores de la expresion génica cambia por fosforilacion.?

El AO ha sido una herramienta esencial para aumentar el entendimiento de
muchos procesos celulares. Los datos aportados dan una idea de la complejidad de
los mecanismos de fosforilacion/desfosforilacion, de su amplia y crucial implicacién
celular y de las grandes diferencias que existen entre diversos tipos celulares. De
esta forma, el AO y otros inhibidores de proteinas fosfatasas, continuaran siendo
decisivos en investigacion bioldgica, ayudando a clarificar el intrinseco mecanismo

de accion de neurotransmisores, hormonas o farmacos.

“** P. Montilla-Lépez, M. C. Mufioz-Agueda, M. F. Lépez, J. R. Mufioz-Castafieda, |. Bujalance-Arenas e |.
Tufez-Fihana, Europ. J. Pharmacol., 2002, 451, 237.
*® G. D. Smith, A. Sadhu y D. P. Wolf, Biol. Reprod., 1998, 58, 880.
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Il. NUEVOS METABOLITOS AISLADOS DE PROROCENTRUM LIMA

I.1.- AISLAMIENTO

I.2.- ESTUDIO ESTRUCTURAL
II.2.A.- 2’,4-Dimetilen-Pental Okadaato (DTX6) (41)
[1.2.B.- Norokadanona (42)
[1.2.C.- Metil Okadaato (43)
[1.2.D.- 3’-Hidroxi-2’-Metilen-Propil Okadaato (44)
II.2.E.- 5-Hidroxi-2’-Metilen-Penta-3’-Enil Okadaato (45)
II.2.F.- 5,7’-Dihidroxi-2’,4’-Dimetilen-Heptil Okadaato (46)
11.2.G.- 5’-Hidroperoxi-7’-Hidroxi-2’,4’-Dimetilen-Heptil

Okadaato (47)



Il.- NUEVOS METABOLITOS AISLADOS DE PROROCENTRUM LIMA

Prorocentrum lima (Figura 2.1) es un dinoflagelado benténico encontrado
normalmente unido o asociado a macrofitos, detritos flotantes, escombros u otros
sustratos y, menos comunmente en plancton. Aunque es una especie muy

extendida, parece ser mas abundante en aguas tropicales y subtropicales.

Figura 2.1.- Prorocentrum lima

Debido a la gran dificultad de obtener cultivos puros en el laboratorio de
Dinophysis spp, los cultivos de Prorocentrum han sido utilizados mundialmente
para estudiar la cinética de produccion y como medio de obtencién de toxinas
DSP, desde que se identific6 el AO como uno de los compuestos bésicos
producidos por estas especies.47 P. lima es ademas una fuente muy utilizada de
AO y DTX1 como toxinas estandares, para su uso como material de referencia.
Sin embargo, el grado de toxicidad varia segun la cepa de P. lima utilizada,* asi
como el clon,* siendo también importante, ya no sélo a nivel de cultivos, sino en el
rastreo en busca de episodios de contaminacion, la época del afio y los factores

atmosféricos.®

7y, Murakami, Y. Oshima y T. Yasumoto, Bull. Japan Soc. Sci. Fish., 1982, 48, 69.

“®|. Bravo, M.L. Fernandez, |. Ramilo y A. Martinez, Toxicon, 2001, 39, 1537.

49N, Bouaicha, A. Chézeau, J. Turquet, J.-P. Quod y S. Puiseux-Dao, Toxicon, 2001, 39, 1195.
P Vale y M. A. Sampayo, Toxicon, 2003, 41, 187.

21



I.11.- AISLAMIENTO

Con el fin de estudiar las toxinas minoritarias existentes en el
dinoflagelado Prorocentrum lima, se llevé a cabo un cultivo a gran escala para el
cual se utilizé la cepa PL2V del mismo, que nos fue suministrada por Isabel Bravo,
del Instituto Oceanografico de Vigo. Para ello se siguieron las condiciones de
cultivo que vienen empleandose en nuestro laboratorio desde hace afios para el
crecimiento de este dinoflagelado, y que se describen con detalle en la parte

experimental.

El ciclo de cultivo parte de la disponibilidad de una bateria de erlenmeyers
de 250 mL con 150 mL de cultivo. Tras 30 dias de crecimiento del dinoflagelado,
comienza el ciclo con el trasvase de las células contenidas en tres de estos
erlenmeyers, a cada uno de los erlenmeyers de 5 L que contienen 3 L de medio
Guillard K. Transcurridos 30 dias desde la inoculacion, se trasvasan las células a

tanques de vidrio de 60 L conteniendo 40 L de medio.

Después de 4 meses de un ciclo de cultivo completo, se obtuvieron unos
700 litros de cultivo. Para la recoleccién de las células, los fondos de los tanques
fueron raspados con cuidado para levantar el dinoflagelado depositado en los
mismos. Una vez suspendidas las células, se recolectaron por centrifugacion
continua a 7000 r.p.m., y se maceraron en acetona hasta agotamiento, al tiempo
que fueron sometidas a ultrasonido para producir la ruptura de la pared celular.
Separados los residuos celulares por filtracion, se procedié a la evaporacion del
disolvente, que dio lugar a un extracto de color verde oscuro de 22 g. Este proceso

se resume en el Esquema 2.1.
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Nuevos metabolitos de Prorocentrum lima

700 L de cultivo de
Prorocentrum lima (PL2V)

Centrifugacion a
7000 rpm

A

Células de la
cepa PL2V

a) Extraccién con acetona
b) Ultrasonido

c) Filtracion
\ 4 y
Residuos celulares Extracto
del dinoflagelado organico

Esquema 2.1.- Proceso de recoleccion y preparaciéon de extractos

El extracto resultante fue cromatografiado de acuerdo con la marcha

expuesta en el Esquema 2.2.

Partiendo de 22 gramos de extracto acetonico, se obtuvieron AO (1), DTX-
1 (2), y varios ésteres del AO ya conocidos: el 7’-hidroxi-4’-metil-2’-metilen-hepta-
4’-enil okadaato (13), éster mayoritario en los extractos de esta cepa, el 7’-hidroxi-
2’-metil-hepta-2’,4’-dienil okadaato (11), que habia sido aislado previamente de P.
concavum, y el 7’-hidroxi-2’,4’-dimetil-hepta-2’,4’-dienil okadaato (12) aislado de la
cepa PL3V de P. lima.
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Nuevos metabolitos de Prorocentrum lima

1 Acido Okadaico: R{=CHj3; R,=R;=H

2 DTX1: R1:R2:CH3; R3:H

E”;/W/\/\AOH
11 R1:CH3; R2=H; RS:

E/W/Y\/\OH
12 R1=CH3; R2=H; R3=

13 R1=CH3; R2=H; R3=

Ademas, llegamos a la obtencion de 7 nuevos compuestos (41-47),51’52

sefalados en color rojo en el Esquema 2.2, cuyas estructuras se discutiran en el
siguiente apartado. Tal y como se aprecia en el esquema, fueron aislados en

pequeias cantidades, lo que dificultd en gran medida su elucidaciéon estructural.

% B. Suarez-Gomez, M. L. Souto, M. Norte y J. J. Fernandez, J. Nat. Prod., 2001, 64, 1363.
%2 J. J. Fernandez, B. Suarez-Gémez, M. L. Souto y M. Norte, J. Nat. Prod., 2003, 66, 1294.
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11.2.- ESTUDIO ESTRUCTURAL

I.2.A.- 2’,4’-Dimetilen-Pental Okadaato (DTX6) (41)

El primer compuesto que estudiamos fue un derivado del AO al que
denominamos DTX6 (41). Este nuevo metabolito fue aislado como un sdlido
amorfo de color blanquecino cuya féormula molecular Cs4H-6044 fue establecida en
base a su espectro de masas de alta resolucién, donde se puede observar su ion
molecular a m/z 912.5237 (calc. 912.5235). Ademas, se observa en su espectro

de MS-FAB una fragmentacién [M+H]" a m/z 805, correspondiente a AO.

En el espectro de IR se observan bandas caracteristicas de la presencia
de un grupo éster a 1738 cm” y de un carbonilo a-f insaturado a 1672 cm™'. Datos

que son reforzados por la absorcion en el UV (EtOH) a Ayax: 270 y 242 nm.

El espectro de RMN H (Figura 2.2) presenta una clara similitud con el del
AO (1), con la aparicion de nuevas sefales que los diferencian y que apuntamos
mediante flechas rojas en dicha figura. Estas sefales corresponden a dos
metilenos Hx-1’ y H,-3' que forman un sistema A-B a &4 4.66, 4.55 (J=13.4 Hz) y
3.07, 3.01 (J=12.5 Hz), respectivamente; dos grupos metilenos olefinicos, H,-6" y
H>-7" a 8y 5.12, 4.95 y 6.16, 5.89, y un protén de aldehido H-5" a 84 9.67, que no
aparece en la Figura 2.2, pues se escapa de la escala del espectro. Las
correlaciones observadas para estas nuevas sefiales en el experimento HSQC,
nos permitieron asignar los desplazamientos quimicos para los carbonos que los
soportan: C-1" a 8¢ 66.5, C-3’ a ¢ 33.8, C-5" a 8¢ 200.1, C-6" a 6¢c 114.9y C-7’ a ¢
126.5.
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Nuevos metabolitos de Prorocentrum lima

Figura 2.2.- RMN 'H (500 MHz) de la DTX6 (41). Mediante flechas de color rojo se
indican las sefiales nuevas con respecto al espectro del AO (1)

El experimento HMBC (Figura 2.3) nos permitié confirmar la estructura y
la localizacion en la molécula del nuevo fragmento a partir de las correlaciones
observadas entre el carbono cuaternario C-1 (3¢ 176.2) correspondiente al
esqueleto carbonado del AO, y uno de los protones H.-1’, perteneciente a la
cadena del éster. Estos a su vez, muestran correlaciones con el carbono
cuaternario C-2’ (8¢ 141.6) y con el metileno olefinico C-6’ (5c 114.9). En la Figura
2.4 podemos observar mediante flechas, las correlaciones de HMBC mas
significativas, como las existentes entre el carbono de aldehido C-5’ (5¢ 200.1) con
los protones del metileno H,-7’ y los del H,-3’, asi como las del carbono C-3’ con
los protones metilénicos olefinicos H-6" y H,-7’. Estas conexiones fijan de manera
inequivoca la cadena carbonada lateral, permitiendo asignar la totalidad de los
carbonos y protones de la nueva molécula (Tabla 2.1). La estereoquimica relativa
de los centros quirales presentes se establecido a partir de las conectividades

apreciadas en el experimento ROESY y coincide con la observada en el AO (1).
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Figura 2.3.- HMBC (400 MHz) de la DTX6 (41). Las sefiales rodeadas en color

rojo son las conectividades existentes entre los carbonos y protones del nuevo

fragmento de la molécula
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Nuevos metabolitos de Prorocentrum lima

5.89
4.66/4.55
J=13.4 Hz H H

\

He.16

3.07/3.01
J=12.5 Hz

H H
4.95 5.12

DTX6 (41)

Figura 2.4.- Desplazamientos quimicos mas significativos tanto de 'H como de °C
de la cadena lateral de DTX6 (41). Mediante flechas se sefialan las correlaciones
observadas en el experimento de HMBC
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Tabla 2.1.- Datos de RMN (CDCl;) para DTX6 (41)

Carbono 5% 5'H Carbono 5"%c 5'H
1 176.2 - 27 64.6 4.04
2 75.3 - 28 35.2 0.98/1.32
3 442 1.68/2.06 29 31.0 1.85
4 68.7 3.96 30 75.2 3.26
5 31.7 1.36/1.91 31 27.2 1.76
6 27.3 1.75/1.82 32 26.2 1.86/1.99
7 71.3 3.35 33 30.3 1.36/1.51
8 96.0 - 34 95.5 -
9 121.5 5.31 35 35.8 1.44/1.64
10 138.2 - 36 18.7 1.40/1.61
1 329 1.85/1.88 37 25.4 1.50/1.83
12 71.2 3.38 38 60.2 3.54/3.64
13 421 2.22 39 10.7 0.90
14 135.8 5.56 40 15.6 1.03
15 130.1 5.47 41 1131 5.02/5.35
16 79.3 4.68 42 16.0 1.01
17 30.6 1.51/2.15 43 22.7 1.72
18 371 1.86/2.04 44 27.6 1.39
19 105.7 - 1’ 66.5 4.55/4.66
20 32.7 1.36/1.49 2 141.6 -
21 26.4 1.76/1.82 3 33.8 3.01/3.07
22 70.9 3.63 4 145.7 -
23 76.6 3.41 5 200.1 9.67
24 70.6 4.09 6’ 114.9 4.95/5.12
25 143.9 - 7 126.5 5.89/6.16
26 85.0 3.92
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Nuevos metabolitos de Prorocentrum lima

11.2.B.- Norokadanona (42)

La norokadanona (42) fue aislada como un sdlido blanco amorfo y sus
datos de masas de alta resolucion muestran un ion molecular a m/z 758.4610
(calc. 758.4605, C43He011) lo que demuestra que se trata de un nor derivado del
AO. La ausencia de la sefial caracteristica del grupo carboxilo o éster, junto con la
fuerte banda observada a 1715 cm™ en el espectro de IR nos sefala la existencia
de una cetona, lo cual se confirmd en base a los espectros de RMN. Asi, en el
espectro de RMN 3C, se observo un carbono cuaternario, C-2 a ¢ 207.2,
correspondiente a un carbono carbonilico. Por otro lado, en el espectro de RMN
'H, se aprecié la existencia de una sefial singlete de un grupo metilo, Hs-1 a 64
2.15, junto con la ausencia de la sefal correspondiente al metilo H3-44 del AO
(Figura 2.5). Ademas, las sefales para los protones H,-3 y H-4 se desplazan a
campos mas bajos respecto de las equivalentes en el AO. Todo ello concuerda
con la presencia de un agrupamiento de metil cetona en los carbonos C-1y C-2 de
la molécula. Esto fue confirmado gracias a los datos obtenidos del experimento
HMBC, donde el carbono cuaternario C-2 presenta correlaciones con los protones
Hs-1, H,-3 y H-4, estableciéndose la estructura dada (42). Los datos de RMN de

'Hy de *C se muestran en la Tabla 2.2.

Hot 1)
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Figura 2.5.- RMN H (500 MHz) de la norokadanona (42)
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Este compuesto habia sido sintetizado a partir del AO, pero nunca antes

se habia obtenido de fuente natural.>

ey

(o 1IN
I

Norokadanona (42)

Tabla 2.2.- Datos de RMN (CDCI;) para norokadanona (42)

Carbono 5"%c 5'H Carbono 8 "%c 5'H
1 30.9 2.15 23 771 3.45
2 207.2 - 24 70.7 4.11
3 49.1 2.42/2.62 25 143.1 -
4 65.8 4.25 26 85.1 3.91
5 30.2 1.25/1.36 27 64.7 4.07
6 27.3 1.73/1.87 28 35.6 0.98/1.32
7 71.7 3.39 29 31.1 1.96
8 95.8 - 30 75.4 3.28
9 122.9 5.34 31 27.6 1.80
10 138.7 - 32 26.5 1.82/1.92
1 33.0 1.87/1.92 33 30.6 1.34/1.52
12 71.2 3.69 34 95.5 -
13 419 2.31 35 36.4 1.31/1.46
14 136.9 5.76 36 23.5 1.48/1.65
15 131.5 5.51 37 25.0 1.58/1.82
16 79.7 4.52 38 61.0 3.56/3.66
17 30.7 1.63/2.19 39 10.8 0.92
18 37.5 1.88/2.01 40 16.2 1.06
19 105.5 - 41 113.0 5.02/5.35
20 32.2 1.36/1.53 42 16.2 1.05
21 26.9 1.84/1.90 43 22.6 1.75
22 70.3 3.57

5% 3. Nishiwaki, H. Fujiki, M. Suganuma, H. Furuya-Suguri, R. Matsushima, I. Yukahari, M. Ojiva, K.
Yamada, D. Uemura, T. Yasumoto, F. J. Schmitz, y T. Sugimura, Carcinogenesis, 1990, 11, 1837.
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Nuevos metabolitos de Prorocentrum lima

La biosintesis de este tipo de sustancias es aun un problema por resolver
a pesar de la gran cantidad de experimentos que se han llevado a cabo. Sin
embargo, el aislamiento de la norokadanona refuerza la hipétesis existente sobre
el origen biogenético de los oxigenos en el AO (1) (Esquema 2.3). Murata y
col.***® habian observado una fuerte incorporacion de 20 en el carbono C-2 en
experimentos de adicion de '®0,, en tanto que en experimentos con H,'?0 no se
apreciaba dicha incorporacion. Por el contrario, tan sélo uno de los dos oxigenos
del carbono C-1, aparecia enriquecido con *0 procedente de H,'®0, y el otro a
partir de '®0,. En efecto, la propuesta para la biosintesis de la norokadanona,
explica esta pauta de incorporacion observada para los oxigenos. De esta forma,
consideramos a la norokadanona como un intermedio en la biosintesis del AO,
sobre el cual se incorporaria otra molécula de acetil coenzima A. El intermedio
resultante sufriria descarboxilacién dando lugar a una olefina terminal que se
oxidaria por accion de enzimas del tipo P450, para formar un epodxido. La
hidrataciéon del mismo, dejaria el oxigeno procedente de oxigeno molecular en el
carbono C-2, y el procedente de agua en el carbono C-1, tal y como se habia

observado. Finalmente, una oxidacién nos daria el AO.

AcSCoA AcSCoA
CoAS
CoAS
(o]
o o 0 0 ~p

Norokadanona
CO,

(o)
[H20] P450
HO B Sa— <
(o)
[0]
OH
Acido Okadaico

Esquema 2.3.- Posible origen biosintético de los oxigenos en el &cido okadaico,
con la norokadanona como intermedio

% M. Izumikawa, M. Murata, K. Tachibana, T. Fujita y H. Naoki, J. Am. Chem. Soc., 1998, 120, 147.
% M. Izumikawa, M. Murata, K. Tachibana, T. Fujita y H. Naoki, Eur. J. Biochem., 2000, 267, 5179.
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11.2.C- Metil Okadaato (43)

Se aislé el metil okadaato (43) como sdlido blanco amorfo. Este
compuesto fue facilmente identificado comparando sus datos espectroscépicos
con los del AO (1), puesto que sus espectros de RMN 'H eran bastante parecidos
(Figura 2.6). El espectro de masas de alta resolucién nos apuntd hacia la
existencia de un carbono mas, C4sH;O43, observandose el ion molecular a
841.4709 (calc. 841.4714). Este carbono extra aparece como metilo, H;-1" a 8y
3.79 en el espectro de RMN 'H, y es sefialado mediante una flecha de color rojo

en la Figura 2.6.

l Hs-1’

Figura 2.6.- RMN 'H (500 MHz) del metil okadaato (43)
La presencia de un grupo éster fue demostrada por la fuerte banda
observada a 1739 cm™ en el espectro de IR. Los datos de RMN de "*C y 'H estan

recogidos en la Tabla 2.3.

Este compuesto, al igual que la norokadanona, habia sido preparado

previamente a partir de AO. Sin embargo, la pequefia cantidad obtenida de este
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Nuevos metabolitos de Prorocentrum lima

compuesto, junto con el hecho de que nunca antes habia sido aislado por
procedimientos similares, sugieren que se trata de un metabolito y no de un

artefacto.

Metil Okadaato (43)

Tabla 2.3.- Datos de RMN (CDCl;) para metil okadaato (43)

Carbono 3"c 3'™H Carbono s%c 5'H
1 176.9 - 24 70.8 4.10
2 75.9 - 25 143.9 -
3 43.9 1.68/2.05 26 84.8 3.92
4 68.7 3.93 27 64.5 4.06
5 31.6 1.37/1.70 28 35.2 0.97/1.43
6 27.3 1.82/1.97 29 31.0 1.91
7 715 3.36 30 74.9 3.27
8 96.0 - 31 27.2 1.79
9 121.6 5.31 32 27.3 1.91/1.97
10 138.6 - 33 30.3 1.34/1.52
11 32.9 1.85/1.88 34 955 -
12 70.9 3.57 35 35.8 1.31/1.48
13 41.8 2.26 36 18.7 1.39/1.61
14 135.4 5.56 37 25.4 1.44/1.51
15 130.5 5.47 38 60.3 3.54/3.64
16 78.9 4.46 39 10.6 0.90
17 30.6 1.58/2.13 40 16.1 1.04
18 371 1.86/2.04 41 112.4 5.04/5.38
19 105.7 - 42 15.8 1.01
20 315 1.28/1.42 43 22.9 1.71
21 26.4 1.80/1.87 44 27.6 1.34
22 69.5 3.58 1’ 52.7 3.79
23 75.5 3.39
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11.2.D.- 3’-Hidroxi-2’-Metilen-Propil Okadaato (44)

Otro de los nuevos compuestos aislados en nuestro laboratorio fue el
okadaato 44. Este metabolito, del que tan sélo se obtuvieron 0.2 mg se aislé como
sélido amorfo de color blanquecino y su férmula molecular C4H74044, fue
establecida en base a su espectro de masas de alta resolucién, donde se puede
observar su ion molecular a m/z 874.5156 (calc. 874.5078). El espectro de IR nos
sefala la existencia de un éster por la banda observada a 1739 cm™, y junto con
los datos de RMN de "*C y H recogidos en la Tabla 2.4, llegamos a la conclusion

de que debia tratarse de un nuevo éster del AO.

Los datos espectroscopicos de RMN 'H mostraron la presencia de tres
nuevos grupos metilenos: Hx-1" a oy 4.72, 4.83 (J=13.0 Hz), H,-3’ a 64 4.15, y el
metileno olefinico H,-4’ a 64 5.19 y 5.25 (Figura 2.7).

Hz-4’ Hz-1’ Hz-3’
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Figura 2.7.- RMN "H (500 MHz) de 44. Se muestra sélo la zona del espectro
comprendida entre 3.25 y 5.75 ppm, donde aparecen las sefales correspondientes
a los protones de la cadena lateral del éster, indicadas mediante flechas

2,443

T T
5. 4.5 4.
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Nuevos metabolitos de Prorocentrum lima

Las correlaciones observadas para estas nuevas sefiales en el
experimento HSQC, nos permitieron asignar los desplazamientos quimicos para

los carbonos C-1" a 3¢ 64.6, C-3' a §c 63.9 y C-4’ a 8¢ 114.6 (Figura 2.8).
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Figura 2.8.- HSQC (400 MHz) de 44. Las conectividades entre los protones
metilénicos Ho-1’, H>-3’ y Ho-4’, y sus correspondientes carbonos, estan sefaladas
mediante circulos de color rojo
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La estructura de la cadena del éster fue completada en base a los datos
del experimento de HMBC, donde el carbono C-1 a &c 176.0 mostré
conectividades con los protones H,-1’, y el carbono cuaternario C-2" a ¢ 142.1 con
todos los protones de la nueva cadena carbonada. Estas correlaciones se sefialan
mediante flechas en la Figura 2.9. Por ultimo, este compuesto muestra la misma
estereoquimica que el AO, como pudo extraerse de los datos obtenidos en el
experimento de ROESY.

4.72/4.83

J=13.0Hz
o) @
g[k 14 , 4.15 63.9
o ¥>OH 176.00764.6742.1 "OH
T T
H H
5.25 5.19 H 114.6H

44

Figura 2.9.- Desplazamientos quimicos mas significativos tanto de 'H como de '°C
del nuevo fragmento de la molécula de 44. Mediante flechas se sefalan las
correlaciones mas importantes observadas en el experimento de HMBC.
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Tabla 2.4.- Datos de RMN (CDCl;) para 44

Carbono 5% 5'H Carbono 5"%c 5'H
1 176.0 - 25 143.8 -
2 75.8 - 26 85.0 3.94
3 442 1.71/2.02 27 64.9 4.06
4 68.7 3.97 28 35.2 0.96/1.31
5 31.9 1.36/1.75 29 31.3 1.95
6 27.2 1.85/2.02 30 75.2 3.27
7 721 3.38 31 27.4 1.81
8 95.9 - 32 26.0 1.92/1.97
9 122.0 5.32 33 30.2 1.36/1.56
10 138.5 - 34 96.0 -
11 329 1.86/1.89 35 36.0 1.31/1.47
12 70.8 3.64 36 20.2 1.45/1.65
13 42.0 2.30 37 25.2 1.51/1.60
14 135.9 5.58 38 60.3 3.56/3.66
15 131.2 5.48 39 11.0 0.91
16 79.2 4.48 40 16.1 1.05
17 30.2 1.58/2.17 41 112.4 5.04/5.35
18 37.3 1.86/2.03 42 16.1 1.03
19 106.0 - 43 23.0 1.73
20 32.0 1.26/1.40 44 27.3 1.39
21 26.5 1.82/1.89 1 64.6 4.72/4.83
22 69.4 3.59 2 1421 -
23 76.8 3.42 3 63.9 4.15 (2H)
24 71.2 4.11 4 114.6 5.19/5.25

11.2.E.- 5’-Hidroxi-2’-Metilen-Penta-3’-Enil Okadaato (45)

Este nuevo éster se obtuvo también como un sdélido amorfo de color
blanquecino. En el espectro de masas se observd un ion molecular a m/z 921.7
[M+Na]" (calc. 922.5054), lo que permitid establecer su férmula molecular como
CsoH76014. Nuevamente, una banda a 1732 cm™ en el espectro de IR, nos indica

que se trata de un éster.

En el espectro de RMN 'H se observan varias sefiales nuevas a campos

bajos (Figura 2.10): un metileno olefinico, H,-6’ a 84 4.95 y 5.13, dos grupos
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metilenos, H,-1'y H,-5" a 64 4.54, 5.09 y 6 4.17, respectivamente, y dos protones
vinilicos, H-4’ a 6 5.85 y H-3’ a 84 5.90.

e,

LB L L

T -.'.--. ''''''

H-3’ l H-4’
H,-5’

Figura 2.10.- RMN "H (500 MHz) de 45. Se ha ampliado la zona donde aparecen
las sefales correspondientes a los protones pertenecientes a la cadena lateral del
éster, que han sido apuntadas con flechas de color rojo
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En el experimento COSY de este compuesto, so6lo se aprecia
correlaciones a larga distancia entre los protones H,-6' y Ho-1', y entre los
protones H,-5" y H-4’, asi como entre H-3' y H-4’, cuyas sefales de correlacion
aparecen pegadas a la diagonal y dificulta su vision (Figura 2.11), por lo que

acudimos nuevamente a experimentos bidimensionales heteronucleares con el fin

de completar la estructura.
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Figura 2.11.- COSY (400 MHz) de 45. Aparecen rodeadas en rojo las
conectividades entre protones mas significativas para la elucidacion estructural de
la cadena lateral de este nuevo éster
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Los experimentos de HMBC y HSQC permitieron completar la estructura
de la cadena lateral de la molécula y establecer de esta forma, los
desplazamientos para todos los carbonos y protones de este nuevo éster del AO
(Tabla 2.5). Asi, ademas de la clasica conectividad existente entre el carbono
cuaternario C-1 a 3¢ 176.1 con los protones H,-1’ en el experimento de HMBC, se
observo también que el carbono C-1’ a 5¢ 67.7, se correlaciona con los protones
del metileno olefinico H-6’ y con el proton vinilico H-3’, el cual presenta conexién
con el carbono olefinico C-4’ a 8¢ 132.8, y con el alcohol alilico C-5" a ¢ 62.8. En
la Figura 2.12 se muestran las conectividades mas significativas, observadas en

este experimento.

Figura 2.12.- Desplazamientos quimicos mas significativos de 45. Mediante
flechas se sefalan las correlaciones mas importantes observadas en el
experimento de HMBC

Por ultimo, la estereoquimica del doble enlace entre los carbonos C-3’ y C-
4’, pudo ser establecida gracias a la constante de acoplamiento observada para
sus protones, H-3' y H-4’, en el espectro de RMN H (J=16.2 Hz).
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Tabla 2.5.- Datos de RMN (CDCl3) para 45

Carbono 5% 5'H Carbono 5"%c 5'H
1 176.1 - 26 84.7 3.95
2 76.0 - 27 64.4 4.06
3 44.0 1.70/2.10 28 35.1 0.98/1.35
4 68.4 3.98 29 31.2 1.91
5 32.0 1.38/1.75 30 75.0 3.29
6 26.5 1.85/2.10 31 27.2 1.81
7 71.8 3.39 32 26.2 1.86/1.99
8 96.1 - 33 30.4 1.38/1.53
9 121.8 5.38 34 95.6 -
10 139.0 - 35 35.9 1.46/1.65
1 329 1.86/1.88 36 18.7 1.54/1.89
12 711 3.53 37 25.6 1.50/1.57
13 42.2 2.26 38 60.7 3.56/3.66
14 136.0 5.52 39 10.9 0.92
15 131.3 5.49 40 16.1 1.05
16 791 4.50 41 112.7 5.06/5.35
17 30.5 1.58/2.22 42 15.8 1.01
18 371 1.88/2.04 43 23.0 1.74
19 106.0 - 44 28.1 1.41
20 32.2 1.38/1.42 1’ 67.7 4.54/5.09
21 26.8 1.76/1.85 2 149.9 -
22 69.9 3.59 3 130.3 5.90
23 76.2 3.42 4 132.8 5.85
24 71.2 4.11 5 62.8 4.17 (2H)
25 144.0 - 6’ 115.7 4.95/5.13
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I.2.F.- 5°,7’-Dihidroxi-2’,4’-Dimetilen-Heptil Okadaato (46)

Se aislé un nuevo compuesto cuya formula molecular Cs3Hg,O45, fue
establecida gracias al espectro de masas y el ion molecular observado a m/z
980.1 [M+Na]" (calc. 980.5473). Este sélido blanco amorfo resulté ser un éster de
AO (banda a 1737 cm™ en el espectro de IR) con una cadena lateral de 7 atomos

de carbono, como las observadas para los ésteres 11, 12 y 13.

La comparaciéon de los espectros de RMN 'H y ™®C con los del AO,
permiten identificar las sefales pertenecientes a la cadena del éster (Figura 2.13).
Estas senales corresponden a dos metilenos olefinicos: H,-9’ a 6, 4.91, 5.19 y H,-
8 a dy 5.10, 5.18; tres metilenos alifaticos: H,-1" a 84 4.51, 4.82, H,-3" a &4 2.83,
2.99 y H,-7" a 84 3.78, 3.84; y por ultimo, una sefal para un protdon geminal a un
grupo alcohol: H-5" a 34 4.36. Ademas, el experimento HSQC nos permitié asignar
inicialmente el desplazamiento de un grupo metileno en la zona comprendida entre
34 1.6 y 1.9. Todas estas sefales se indican mediante flechas de color rojo en la
Figura 2.13.

611
1.489
1.074

MM b

e W o

Figura 2.13.- RMN "H (500 MHz) de 46. Las sefiales indicadas mediante flechas
rojas son las correspondientes a los protones de la cadena lateral del éster
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Nuevos metabolitos de Prorocentrum lima

La plena identificacion de este ultimo metileno se llevé a cabo de la forma
siguiente. En el experimento COSY se observé correlacion entre la sefal del
protén H-5" a 84 4.36 con las sefales correspondientes al metileno a &4 1.61, 1.82,
y éstas a su vez con el metileno H,-7" a &4 3.78, 3.84, estableciéndose la
presencia del fragmento -CH(OH)-CH,-CH,OH. Se acudié entonces a un
experimento TOCSY-1D (Figura 2.14), en el que se irradié selectivamente la sefial
del protén geminal al grupo alcohol a 54 4.36 (H-5') y se observan conectividades

con las sefiales para los protones H,-6’ a 84 1.61, 1.82 y H,-7" a &y 3.78, 3.84.
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Figura 2.14.- TOCSY-1D de 46, irradiando H-5’

El experimento de HMBC (Figura 2.15) nos ayud6 a completar la
estructura de la molécula gracias a las correlaciones observadas. Asi, el carbono
cuaternario C-1 a 3¢ 176.0 muestra conectividad con los protones Hx-1’, que a su
vez se correlacionan con C-2° a 8¢ 141.5 y con C-8 a &c 116.8. C-2’ presenta
también conectividad con los protones H,-3’, los cuales son esenciales para

establecer la estructura del fragmento, puesto que conectan con los siguientes
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carbonos: C-4’ a ¢ 149.6; los dos metilenos olefinicos de la molécula C-8' a 6¢
116.8 y C-9’ a 6¢ 112.5; C-1’ a 3¢ 67.9 y el carbono que soporta el grupo hidroxilo
secundario C-5" a ¢ 74.6.
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Figura 2.15.- HMBC (400 MHz) de 46. Mediante circulos rojos se sefialan las
conectividades mas significativas observadas para el nuevo fragmento de la
molécula
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Nuevos metabolitos de Prorocentrum lima

En la Figura 2.16 se recogen las conectividades mas relevantes
encontradas en el experimento HMBC, referentes al fragmento del éster y que
permiten establecer su estructura. Asimismo, se identifican todos sus
desplazamientos de proton y de carbono. Los datos de RMN de *C y 'H estan

recogidos en la Tabla 2.6.

46

Figura 2.16.- Desplazamientos quimicos mas representativos de 46. Mediante
flechas se senalan algunas de las conectividades observadas en el experimento
de HMBC, que ayudaron a completar la estructura de este nuevo fragmento
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Tabla 2.6.- Datos de RMN (CDCI3) para 46

Carbono 5% 5'H Carbono 5"%c 5'H
1 176.0 - 28 35.3 0.98/1.30
2 75.5 - 29 31.8 1.97
3 43.9 1.69/2.06 30 75.1 3.29
4 69.0 3.97 31 27.6 1.79
5 31.9 1.34/1.71 32 26.8 1.90/2.00
6 27.3 1.68/1.83 33 30.7 1.39/1.53
7 71.6 3.39 34 95.0 -
8 95.9 - 35 35.9 1.46/1.63
9 1221 5.32 36 19.0 1.53/1.91
10 138.7 - 37 25.0 1.43/1.57
1 33.1 1.89/1.94 38 60.5 3.56/3.66
12 71.6 3.49 39 10.9 0.92
13 42.2 2.27 40 16.1 1.05
14 136.6 5.50 41 113.4 5.05/5.32
15 131.3 5.47 42 15.9 1.05
16 79.4 4.47 43 23.5 1.74
17 30.8 1.60/2.17 44 27.9 1.38
18 37.7 1.87/2.09 1 67.9 4.51/4.82
19 105.2 - 2’ 141.5 -
20 32.2 1.32/1.41 3 37.5 2.83/2.99
21 27.0 1.82/1.89 4 149.6 -
22 70.2 3.59 5 74.6 4.36
23 76.9 3.43 6’ 37.3 1.61/1.82
24 71.3 4.11 T 61.6 3.78/3.84
25 144.8 - 8’ 116.8 5.10/5.18
26 85.1 3.95 9’ 112.5 4.91/5.19
27 64.9 4.07
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Nuevos metabolitos de Prorocentrum lima

11.2.G.- 5’-Hidroperoxi-7’-Hidroxi-2’,4’-Dimetilen-Heptil Okadaato (47)

Por ultimo, se aisl6 otro nuevo éster del AO (47) como sdlido amorfo de
color blanquecino. El hecho de que sea un éster fue confirmado por el espectro de
IR donde aparece una vy, a 1738 cm™. En este mismo espectro parece
apreciarse una banda a 875 cm™, que nos indica la presencia de un grupo
peréxido. Por otro lado, el espectro de masas nos establece una férmula molecular
CssHs2016, de acuerdo con el ion que aparece a m/z 996.2 [M+Na]® (calc.
996.5422), que nos confirma la existencia de un oxigeno mas que en el

compuesto anterior (46).

Yo o o

v

Figura 2.17.- RMN "H (500 MHz) de 47. Mediante flechas se sefialan las sefiales
pertenecientes a la cadena lateral del éster
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Los compuestos 46 y 47, los encontramos de forma consecutiva en la
misma fraccion cromatografica, y de hecho, fue muy dificil su separacion. Ademas,
sus espectros de RMN 'H son bastante similares. Si comparamos el espectro de
RMN 'H de este nuevo metabolito 47 (Figura 2.17) con el del AO (1) encontramos
senales similares a las observadas en 46, pertenecientes a la cadena lateral del
éster. Estas sefales corresponden a dos metilenos olefinicos, H,-8 a 5y 5.12, 5.23
y H,-9" a 8y 5.04, 5.23; cuatro grupos metilenos, H,-1’ a 8y 4.61, 4.85, H,-3" a &4
2.83, 3.01, H-6’ a 64 1.78, 1.91 y H-7" a 6 3.73, 3.82. La diferencia estriba en la
desaparicion de la sefial de H-5’ a 8y 4.36 de 46 y la aparicion de una sefal para

un protén geminal a un grupo hidroperéxido, H-5" a 6y 4.58.

Asimismo, el experimento HSQC (Figura 2.18) nos permite establecer los
desplazamientos para los carbonos: C-1’ a 8¢ 67.0, C-3’ a ¢ 35.5, C-6’ a 3¢ 34.5,
C-7’ a d¢ 60.0, y los de los carbonos de los dos grupos metilénicos olefinicos, C-8’
a dc 116.0 y C-9’ a 8¢ 115.0. De nuevo se observa la desaparicidon de la sefial
caracteristica del metileno del grupo hidroxilo primario C-5’ (¢ 74.6) en 46, que es
sustituida por el desplazamiento para el carbono C-5 a 8¢ 85.9, lo que nos

corrobora la existencia del grupo hidroperéxido.

Los desplazamientos de RMN de ™C y 'H para todos los carbonos y

protones del compuesto 47 estan recogidos en la Tabla 2.7.
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Nuevos metabolitos de Prorocentrum lima
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Figura 2.18.- HSQC (400 MHz) de 47. Mediante circulos rojos se distinguen las
conectividades observadas entre los carbonos y protones del nuevo fragmento de
la molécula
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En la Figura 2.19 se muestran los desplazamientos para todos los
carbonos y protones de la cadena lateral de este nuevo compuesto (47), asi como
las conectividades mas representativas observadas en el experimento de HMBC.
Gracias a éste, se pudieron terminar de asignar los desplazamientos de los
carbonos cuaternarios de la molécula, debido a las conectividades observadas
entre el carbono C-1 a ¢ 176.2 con los protones H,-1’, que a su vez se
correlacionan con el carbono C-2’ a 3¢ 140.7. Los protones del metileno olefinico
H>-9’ muestran conectividad, ademas de con los carbonos metilénicos C-3’ y C-5’,

con el carbono cuaternario C-4’ a 5¢ 144.7.

47

Figura 2.19.- Desplazamientos quimicos mas significativos de 47. Se han indicado
mediante flechas, las principales correlaciones observadas en el experimento de
HMBC para la cadena lateral del éster
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Nuevos metabolitos de Prorocentrum lima

Tabla 2.7.- Datos de RMN (CDCl;) para 47

Carbono 5% 5'H Carbono 5"%c 5'H
1 176.2 - 28 35.1 1.32/0.97
2 75.6 - 29 31.2 1.95
3 44.0 2.07/1.68 30 75.1 3.30
4 68.6 3.99 31 27.5 1.80
5 31.7 1.73/1.34 32 26.4 2.01/1.86
6 26.4 2.01/1.86 33 30.3 1.57/1.40
7 71.8 3.39 34 95.4 -
8 96.5 - 35 36.0 1.65/1.44
9 121.8 5.33 36 18.8 1.90/1.58
10 138.8 - 37 25.3 1.56/1.49
1 33.0 1.90/1.85 38 60.3 3.66/3.57
12 71.0 3.50 39 10.8 0.93
13 42.0 2.28 40 16.2 1.07
14 135.9 5.51 41 112.4 5.35/5.07
15 131.1 5.47 42 15.8 1.02
16 791 4.43 43 23.1 1.75
17 30.8 2.17/1.59 44 27.6 1.40
18 37.3 2.05/1.87 1’ 67.0 4.85/4.61
19 105.8 - 2 140.7 -
20 31.8 1.35/1.26 3 35.5 3.01/2.83
21 27.3 1.83/1.78 4 144.7 -
22 69.8 3.56 5 85.9 4.58
23 76.7 3.43 6’ 34.5 1.91/1.78
24 71.0 4.15 7 60.0 3.82/3.73
25 144.5 - 8’ 116.0 5.23/5.12
26 84.8 3.96 9’ 115.0 5.23/5.04
27 64.6 4.08
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La presencia de un grupo hidroperoxido en este ultimo éster nos sugiere
que su posible origen biogenético (Esquema 2.4) debe encontrarse en el éster
mayoritario 13 obtenido en los extractos aceténicos de la cepa PL2V de
Prorocentrum lima. Asi, este éster 13 se transformaria en el derivado
hidroperoxidado 47, mediante una oxidacién en el carbono C-5’ y probablemente,
este compuesto podria ser un intermedio implicado en la formacién de DTX6 (41)
si se produce una fragmentacion oxidativa, o bien en la obtencion del diol éster 46,

si lo que ocurre es la reduccién del grupo peroxido.
(0] (o)
3*°W“
41

Esquema 2.4.- Propuesta de formacion de los compuestos 47, 46 y DTX6 (41), a
partir del éster 13
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lll.- ANALISIS Y CONTROL DE TOXINAS

lI.1.- INTRODUCCION

La prevencién de los riesgos tanto para la salud publica, como para los
diferentes sectores econdmicos afectados (industrias de la acuicultura, pesquerias
y alimentacion), derivada de la presencia de toxinas en alimentos marinos,
conlleva la implantacion de programas de seguimiento de microalgas
potencialmente téxicas y de programas de control de estas sustancias en los

diferentes vectores de transmision.

En los ultimos afos, el interés se ha centrado en la busqueda de un
método de deteccion de toxinas fiable, llegando al punto de un nivel no sélo
cualitativo, sino también cuantitativo, y donde el factor tiempo es también bastante
importante. Asi, se han desarrollado métodos que, en un tiempo reducido,
permiten detectar toxinas en los mariscos a niveles muy por debajo de lo que se

considera un riesgo. Dichos métodos deben superar grandes dificultades:

. la gran diversidad estructural de estas toxinas que implica diferentes
modos de accién y diferentes toxicidades

. la presencia de toxinas en matrices bioldgicas complejas y de mezclas de
congéneres relacionados y con diferentes potencias toxicas

. la ausencia, en la mayoria de estas sustancias, de grupos cromoforos que
faciliten su deteccion por las técnicas convencionales de
espectrofotometria UV-Visible o de fluorescencia

. la aparicién de toxinas pertenecientes a diferentes familias en una misma
muestra, que representa una complicacion adicional a efectos de
determinar la toxicidad

. la posibilidad de biotransformaciones de las toxinas a lo largo de su
transmision en la cadena tréfica

. las posibles transformaciones durante los procesos de extraccion,

purificacion y analisis
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l1l.2.- METODOS DE DETERMINACION DE TOXINAS MARINAS

La deteccion de toxinas marinas en sus agentes productores o en sus
vectores se aborda a través de la aplicacion de dos tipos de métodos, atendiendo
a la naturaleza de la informacion obtenida: métodos analiticos o métodos de

ensayo.”®

Dejando a un lado valoraciones de caracter econémico, la eleccion de la
estrategia de deteccion se realiza en funcién de los objetivos del estudio a realizar.
De esta manera, los métodos quimicos instrumentales que diferencian y
cuantifican las toxinas ya sea individualmente o por grupos, se utilizan
mayoritariamente en programas de investigacion que requieran el conocimiento de
todas y cada una de las toxinas presentes. Mientras, en los programas de
monitoreo o control sanitario se da relevancia al conocimiento de la toxicidad
global y por tanto se utilizan métodos de ensayo. Asi, los programas de control
sanitario requieren ensayos rapidos, sensibles, reproducibles, de bajo coste,
faciles de ejecutar y que permitan el analisis de un gran ndmero de muestras.
Ademas, no deben producir falsos negativos y el nimero de falsos positivos debe

ser tan bajo como sea posible.

lll.2.A.- Métodos de ensayo

Los métodos de ensayo son aquellos que proporcionan un valor del
contenido total de toxinas basado en la medicion de una respuesta unica, biologica
0 bioquimica, que engloba la actividad de todas las toxinas presentes en la
muestra. La determinacion de la toxicidad se lleva a cabo en funcién de una curva
dosis-respuesta que se realiza normalmente con una de las toxinas
representativas del grupo objeto de estudio, expresandose finalmente la toxicidad

total en equivalentes de dicha toxina. Dentro de este grupo se encuadran los

. J. Sullivan, En Falconer, Ed. |.R., Algal Toxins in Seafood and Drinking Water, Academic Press,
London, 1993, 29.

56



Andlisis y control de toxinas

bioensayos in vivo: de raton y rata, y los ensayos in vitro: de inhibicion enzimatica,

celulares, de receptor, los inmunoensayos y los electrofisiologicos.

En el caso de las toxinas DSP, en las que centramos nuestra atencion, el
método de monitoreo mas comunmente utilizado es el bioensayo de ratén,
implicando tanto el método de Yasumoto como sus variaciones.>*"* Para ello se
obtienen extractos a partir de los bivalvos contaminados que posteriormente se
inyectan a ratones estandarizados de unos 20 g de peso, observando la respuesta
de los animales (muerte/supervivencia) en un periodo de tiempo variable (5-48 h
segun los paises). Desafortunadamente, esta metodologia presenta un gran
numero de inconvenientes, ademas del aporte ético que supone el uso de
animales para estos propositos. Asi, la extraccién con acetona utilizada en el
bioensayo, aunque se supone adecuada para el control de todas las ficotoxinas
liposolubles, puede no ser efectiva en algunos casos. A su vez presenta una pobre
reproducibilidad, una limitada capacidad de cuantificacion, una baja sensibilidad, y
las posibles interferencias con otros contaminantes distintos de las toxinas DSP,
que podrian dar lugar a falsos positivos, y menos probablemente, a falsos

negativos.

Los estudios desarrollados en los ultimos afios acerca del mecanismo de
accion de estas toxinas, han permitido poner a punto métodos de determinacién
bastante precisos y fiables. Asi por ejemplo, teniendo en cuenta que el AO y
algunos de sus anélogos ejercen su actividad biolégica a través de mecanismos
de inhibicion de las proteinas fosfatasas PP1 y PP2A, se han establecido
diferentes ensayos donde se evallia precisamente este parametro de inhibicion de
las fosfatasas, fundamentalmente de las del tipo PP2A. Otras toxinas del grupo,

como la DTX3, los diolésteres y la DTX4, que no presentan esta actividad

5 T. Yasumoto, M. Murata, M. Oshima, G. K. Matsumoto y J. Clardy, In Seafood Toxins, Ed. E. P.
Ragelis, ACS Symposium Series, 262, Am. Chem. Soc., Washington DC, 1984, 207.

%8 C. Le Baut, B. Bardin, M. Bardouil, M. Bohec, P. Masselin y P. Truquet, Report IFREMER DERO-90-
02mr, France, 1990.
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inhibitoria de las enzimas, pueden también ser detectadas por este método si se

realiza una hidrdlisis alcalina previa.sg'60

Los inmunoensayos mas frecuentes utilizados para la determinacién de
ficotoxinas son los conocidos como ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay), en los que se mide la interaccion toxina-anticuerpo mediante la reaccion
de una enzima ligada al anticuerpo con un sustrato especifico de la misma,
reaccion que da lugar a un producto coloreado o fluorescente, y por tanto
cuantificable. En el caso del AO existe un radioinmunoensayo muy sensible,’! pero
su complejidad evita su uso en la rutina. Ademas existen dos ELISA desarrollados
en forma de kits para la determinacion del AO: el “DSP-Check” (Sceti, Tokio,
Japoén) y el “Okadaic Acid kit” de Rougier Bio-Tech (Montreal). Sin embargo, estos

métodos no funcionan con toxinas esterificadas.

En el asunto que nos ocupa, donde se precisa una investigacién
cualitativa y cuantificativa de todas y cada una de las toxinas presentes en un
extracto de uno de los organismos productores, ninguno de estos métodos de

ensayo nos podian ayudar.

I11.2.B.- Métodos analiticos

Estos métodos realizan una separacién, identificacién y posterior
cuantificacion individual de las toxinas en funciéon de una respuesta instrumental.
Dicha cuantificacién requiere la calibracion previa del equipo instrumental con
patrones de concentracidon conocida de cada una de las toxinas objeto de estudio.
En este grupo se incluyen los métodos quimicos basados en la separaciéon de
toxinas por HPLC y deteccion colorimétrica, fluorimétrica o por espectrometria de

masas (MS), asi como electroforesis capilar.

% M. L. Fernandez, A. Miguez, E. Cacho y A. Martinez, Toxicon, 1996, 34, 381.
% p. 0. Mounfort, T. Suzuki y P. Truman, Toxicon, 2001, 39, 383.
1L, Levita, H. Fujiki, K. Yamada, M. Qjiva, H. B. Gjika y H. Van Vanakis, Toxicon, 1988, 26, 1123.
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Las técnicas de HPLC acoplado a deteccion fluorimétrica (HPLC-FD) son
técnicas ampliamente utilizadas en el estudio de estas toxinas, a pesar de sus
limitaciones. Estas técnicas permiten la deteccién de aquellas toxinas DSP que
posean un grupo carboxilico libre en la molécula, es decir, AO, DTX1, DTX2... De
hecho, el método de Lee,®? que implica el uso de 9-antrildiazometano (ADAM)
como fluoréforo, es el método mas usado a nivel mundial para la deteccion de AO
y sus homdlogos en microalgas y mariscos. La deteccion de toxinas DSP
esterificadas, tales como diolésteres o DTX4, mediante este método, requieren
nuevamente una hidrolisis previa, puesto que se utiliza el acido carboxilico para la
introduccion del resto con fluorescencia. La identificacion de estos ésteres en la
naturaleza, ha provocado el establecimiento de sistemas de hidrélisis directos
sobre los extractos previamente a la formacion de los derivados fluorescentes,
asegurando de esta manera la medida de toxicidad total de la muestra. Sin
embargo, este método presenta pues el inconveniente de que no permite

identificar cual es el éster causante de la toxicidad.

El desarrollo y la implantacién de técnicas como cromatografia liquida
asociada a espectrometria de masas (LC-MS y LC-MS/MS) ha sido crucial en
mejorar el conocimiento de la produccion de estas toxinas, necesitdndose
cantidades minimas de sustancia. De esta manera, el espectrometro de masas
tiene potencial para analizar todas las toxinas marinas identificadas en la
actualidad y detectar analogos de las mismas, siempre que se posea cierta
informacion previa sobre sus estructuras y pesos moleculares. La HPLC acoplada
a MS/MS permite un grado muy alto de especificidad, ya que la deteccion de la
sustancia se basa en el tiempo de retenciéon cromatografico, en el peso molecular
de la sustancia y en la informacion estructural derivada de la presencia de

fragmentos diagnésticos para cada analito.

%2 J-S. Lee, T. Yanagi, R. Kenna y T. Yasumoto, Agric. Biol. Chem., 1987, 51, 877.
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El coste del equipamiento LC-MS o LC-MS/MS es elevado y por tanto,
muchos laboratorios marinos implicados en el monitoreo de biotoxinas e
investigacion, no pueden permitirse su utilizacion, pero poco a poco, esta técnica
va imponiéndose, y su precio, en relacion con las prestaciones, va siendo cada

vez mas asequible.

lll.3.- LC-MS DE LOS METABOLITOS DE P. LIMA

La carencia de informacion previa sobre el tipo de estructura y pesos
moleculares de los metabolitos a analizar, es precisamente el factor limitante de
esta técnica, por lo que un estudio de elucidacion estructural como el presentado

en el capitulo precedente, es primordial.

Con el fin de testar los nuevos estandares mediante LC-MS, en el
desarrollo de métodos fiables de determinacion de toxicidad, se realizé un estudio
con los metabolitos obtenidos de Prorocentrum lima, tanto de los tres ésteres ya
conocidos 11-13, como de los nuevos compuestos recogidos en el capitulo previo
41-47.

Una muestra de cada uno de estos metabolitos fue enviada al Centro
Costero de Vigo, donde se realizé un LC-MS de cada uno de ellos. Las
condiciones que se siguieron en estos experimentos se explican detalladamente

en la parte experimental.
A continuacion se presentan los tiempos de retencién de cada uno de los

metabolitos en el HPLC, asi como sus espectros de masas, en modo positivo y en

modo negativo.
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Andlisis y control de toxinas

lll.3.A.- LC-MS de 11

Modo positivo: [M+Na]* (PM: 950.5367)
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lll.3.B.- LC-MS de 12

Modo positivo: [M+Na]" (PM: 964.5524)
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Andlisis y control de toxinas

ll1.3.C.- LC-MS de 13

Modo positivo: [M+Na]* (PM: 964.5524)
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ll1.3.D.- LC-MS de DTX6 (41)

Modo positivo: [M+Na]* (PM: 934.5055)
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Andlisis y control de toxinas

lll.3.E.- LC-MS de Norokadanona (42)

Modo positivo: [M+Na]* (PM: 766.4268)
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lll.3.F.- LC-MS de Metil Okadaato (43)

Modo positivo: [M+Na]* (PM: 840.4636)
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Andlisis y control de toxinas

ll.3.G.- LC-MS de 44

Modo positivo: [M+Na]" (PM: 896.4898)
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lll.3.H.- LC-MS de 45

Modo positivo: [M+Na]* (PM: 922.5055)
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lll.3.1.- LC-MS de 46

Modo positivo: [M+Na]* (PM: 980.5473)
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Modo negativo: (PM: 958.5654)
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ll1.3.J.- LC-MS de 47

OOH H 43

Modo positivo: [M+Na]" (PM: 996.5422)

3 ML 8.56E6

= tiz= 995.5-996.5 F: + ¢ ESI Full ms 19.83

gmo [300.00-2000.00] MS

= 20,84

o . 18033 77 1054 1511 17.08 2299 9380 2567 30.83 3504 37.39 4029
2

[ei]

o

#305-525 RT 19.54-20.22 AV 10 NL: 8.82E6
Fo+ ¢ ESIFull ms [ 300.00-2000.00]

9801
100
2 a0
e 407
3 ] 9962
S B0 :
o
y 981.3
£ 40 -
R 956 | 9972
3 963.2 i
] 9642 1002 6
] 8542 BAT.6 aot0  apap o271 9481 9825 gz || | ) 110045 10239 10395
D | T T | T T T | | P § T | T L | 1 T T | o | T | T II T II | b T | T L B | T T |
840 860 880 900 920 940 960 980 1000 1020 1040 1060
miz
Modo negativo: (PM: 974.5603)
b NL: 3.40E5
S 100 miz=07700T80F - ¢ L
2 ESI Full ms | i
= 300.00-1500.00] MS P
2 5 1966
2 20,34
5 : 147 450 667 043 1068 13451523 qpge ) W7 2308 2786 2821 3037 3295 3500 38.37 4034
i}
i Titne (rin
#504-526 RT: 19.51-2026 AV: 11 ML 1.77E5
F:- ¢ ESI Full ms [ 300.00-1500.00]
100 9771
2 a0
o B0
E g
= -
S &0
= 1
2 4] ol
i3 -
@ ] 961.2
& 207 9B2.7 979.2
1 8233 8417 8527 957.3 @703 785 8959 9044 9164 9320 952 9808 || 9763 9912
R B e b e e e e L ey L
820 840 860 880 900 920 540 860 980
miz

70



ESTUDIOS ESTRUCTURALES SOBRE AO Y DTX1

IV.1.- ANTECEDENTES

IV.2.- ESTUDIOS ESTRUCTURALES DE DTX1
IV.2.A.- NOESY y ROESY de DTX1C
IV.2.B.- Estudios de difusion mediante gradientes de campo
magnético
IV.2.C.- Medidas de los coeficientes de difusion

IV.2.D.- Determinacion del estado de asociacion

IV.3.- ESTUDIO ESTRUCTURAL DEL AO MEDIANTE RAYOS X



IV.- ESTUDIOS ESTRUCTURALES SOBRE AO Y DTX1

IV.1.- ANTECEDENTES

Cuando se aisla en nuestro laboratorio el AO (1) a partir de los cultivos del
dinoflagelado marino Prorocentrum lima, éste aparece complejado (AOC) con un
cation de potasio. Esto podia apreciarse mediante RMN, pues las muestras de
AOC presentaban ligeras diferencias en los espectros de RMN 'H cuando se
comparaban con AO libre (Figura 4.1). La presencia del cation metalico fue
confirmada por el hecho de que el tratamiento de las muestras de AOC con EDTA
disédico permitia obtener AO libre.®® Para determinar la naturaleza del cation se
realizé un estudio sobre la capacidad de complejacion del AO, preparando
complejos del mismo con metales alcalinos y alcalinotérreos y se comprobd que el
espectro de RMN 'H del AO complejado con K era superponible al del complejo

64
l.

obtenido de fuente natural.”™ Ademas, el tratamiento con distintos éteres corona

demostrd que solo el éter 18/6, que posee una elevada preferencia para iones

potasio, produjo la total descomplejacion del AOC.

Figura 4.1.- Espectros de RMN H (600 MHz) de AO (A) y de la forma complejada
(B) en CDCl3

8 M. Norte, R. Gonzalez, J. J. Fernandez y M. Rico, Tetrahedron, 1991, 47, 7437.
% M. Norte, J. J. Fernandez, M. L. Souto, J. A. Gavin, M. L. Candenas y P. Auxina, Bioorg. Med. Chem.
Lett. 1998, 8,1007.
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Estos resultados se completaron con ensayos farmacologicos en los que
se midié la contraccidon muscular que produce este tipo de toxinas en fibras de
musculo liso obtenido de utero de rata. Asi, cuando se eliminaban del medio
extracelular los iones Ca®* o Na*, las muestras de AO y de AOC eran igualmente
activas. Sin embargo, cuando el K era eliminado, se observaba inactividad con el

AO mientras que el AOC mantenia su efecto contractil.**

Una vez identificada la naturaleza del ion y debido a la importancia que
parecia poseer en su actividad, se realizé un analisis estructural del AOC. Para
ello se llevé a cabo un experimento NOESY (400 MHz a 25 °C) sobre el AOC en
CDCIs, en el que apenas aparecieron correlaciones espaciales. A la vista de este
resultado, se decidid hacer un experimento ROESY en las mismas condiciones, en
el que si fue posible observar sefales de correlacion. Este hecho sorprendidé pues
el NOESY del AO en esas condiciones no mostraba este comportamiento, y

presentaba NOEs positivos, como era de esperar.

Para poder explicar los resultados anteriores, se recurrié a una de las
diferencias existentes entre ambos experimentos. La intensidad y el signo de las
sefales de correlacion dipolar en el experimento NOESY dependen de las
distancias internucleares (r), del campo magnético aplicado (@) y del tiempo de

correlacion (t¢), de manera distinta a como lo hacen en el ROESY.

De esta forma para valores de wt. << 1 (moléculas pequefas) tanto en el
ROESY como en el NOESY los picos de correlacién cruzada (en adelante
llamaremos a estos picos NOEs o ROEs) son de signo positivo. Por el contrario, si
@t >>1 (macromoléculas) los NOEs alcanzan un valor negativo de intensidad
maxima en el NOESY mientras en el ROESY mantienen el signo positivo. Ahora,
para valores de w,t. = 1.12 el valor de la velocidad de relajacién cruzada es igual
a cero, por lo que no es posible medir los NOEs. Esta condicion la cumplen
aquellas moléculas cuyo peso molecular esta comprendido entre 1 KDa y 2 KDa
(Figura 4.2).
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Figura 4.2.- Incremento del NOE (n) en funciéon del tiempo de correlacion (t.) para
el NOESY y el ROESY. Ambas curvas estan calculadas para una frecuencia del
espectrometro de 500 MHz y una distancia interproténica de 2.0 A

Para evitar que el NOE se anule pueden introducirse cambios en las
condiciones experimentales, como variar la viscosidad o la temperatura del
disolvente. Asi, segun estas consideraciones, se realizaron dos experimentos
NOESY: el primero utilizando el mismo campo magnético (400 MHz) y variando la
temperatura y el segundo trabajando a mas alto campo (500 MHz). Como era de
esperar, en ambos casos abandonamos la zona de NOEs nulos y se observo un

mayor numero de correlaciones.

En las condiciones experimentales que se usaron inicialmente para los
experimentos NOESY del AOC, las intensidades de las sefiales que tenderian a
anularse corresponderian a moléculas de masa aparente = 1500-1700. Por lo
tanto, en el caso del AOC y teniendo en cuenta su peso molecular (Pmao=804 +
Pmg.=39), la casi inexistencia de correlaciones espaciales nos indicaba que

debiamos estar en presencia de una especie de ese entorno de peso.

Con el fin de confirmar esta hipétesis, se realizaron experimentos de RMN
aprovechando los gradientes de campo magnético, mediante la medida de los
Coeficientes de Difusion (D) (capitulo 1V.3B). El resultado obtenido confirmé la

existencia de un dimero para el AO, cuando se compleja con el ion potasio.*®

% A. H. Daranas, J. J. Fernandez, E. Q. Morales, M. Norte y J. A. Gavin, J. Med. Chem., 2004, 47, 10.
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IV.2.- ESTUDIOS ESTRUCTURALES DE DTX1

Una de las sustancias mayoritarias aisladas en nuestro estudio del cultivo
artificial de P. lima (capitulo Il) fue la DTX1 (2). Al realizar la purificacion final por
cromatografia de dicha toxina, se observo que el espectro de RMN 'H en CDCl,
de una de las fracciones resultantes (Figura 4.3.A) presentaba en general, una
peor resolucion y algunas sefiales desplazadas respecto al espectro de DTX1
aislada en otras ocasiones (Figura 4.3.B). Este hecho resultaba equivalente al
observado entre el AO y el AOC (Figura 4.1), por lo que denominamos a esta

fraccion DTX1C.

A
T T T T T T T T T T T 1
5.5 5.0 4.5 4.0 3.8 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 ppm
B
r T T T T T T T T T T 1
5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 il 1.0 ppm

Figura 4.3.- Espectros RMN 'H (400 MHz) de DTX1C (A) y DTX1 (B) en CDCl;
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IV.2.A.- NOESY y ROESY de DTX1C

Teniendo en cuenta los resultados observados con el AO, se recurrié a la
realizacion de un experimento NOESY sobre la muestra de DTX1C bajo las

mismas condiciones® (Figura 4.4).
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Figura 4.4.- NOESY (400 MHz) de DTX1C en CDClz a 25 °C

Como resultado, no sélo aparecian muchas senales de correlacion, sino
que ademas eran del mismo signo que la diagonal, es decir, se habia entrado en

la zona de NOEs negativos. Dadas las condiciones en las que se llevo a cabo este
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experimento parecian indicar que se trataba de una asociacion de masa aparente
superior a 2 KDa, lo que supone la existencia de un estado de agregacion superior

a 2 unidades de DTX1.

El experimento ROESY en esas condiciones nos ofrece un espectro muy
similar al obtenido para el AOC, con todas las sefales de signo positivo (Figura
4.5).

‘.
» .l.i‘
!

84

13} "—'“ 1]
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Figura 4.5.- ROESY (400 MHz) de DTX1C en CDCl; a 25 °C
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A continuacién, se realizé un experimento NOESY sobre la muestra de
DTX1, observandose sefiales de correlacion correspondientes a NOEs positivos
(Figura 4.6). Por lo tanto, los resultados muestran el mismo comportamiento que
para el AO y el AOC, con la excepcién de que DTX1C debe formar un agregado

de masa aparente mayor al observado para el AOC.

LS

J

oy

"

Figura 4.6.- NOESY (400 MHz) de DTX1 en CDCl; a 25 °C
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IV.2.B.- Estudios de difusion mediante gradientes de campo

magnético

Con el fin de confirmar la hipétesis sobre la posible agregacion de la
DTX1C, se realizaron experimentos de RMN empleando gradientes de campo
magnético. Estos ofrecen la posibilidad de disefiar nuevos experimentos de RMN
que permiten la obtencién de informaciéon molecular de una manera diferente a la
convencionalmente utilizada para estudios estructurales o dinamicos. En este
caso, se trata de la medida de los Coeficientes de Difusion (D)* los cuales pueden
ser aplicados a estudios de movimiento molecular, estados de agregacién o
separacion espectral en funciéon del tamano molecular tanto en sistemas quimicos

como bioldgicos.

Estos se obtienen comparando la intensidad de una sefial de interés en
funciéon de la intensidad de los gradientes aplicados en los experimentos de RMN.

Se emplearon gradientes rectangulares, con lo que se aplico la ecuacion siguiente:

In(A/A,)=-7y*g*8*(A-8/3)D
donde y es la relacién giromagnética (para el caso de 'H = 26751 rad s g‘1), ges

la fuerza de los gradientes de difusion (por ejemplo, en nuestro caso alcanzan un

 Esta metodologia se basa en la medida de la autodifusion que es el movimiento

translacional aleatorio de las moléculas (o iones) debido a su propia energia cinética interna. La
difusion translacional es el mecanismo fundamental de transporte y el responsable de todas las
reacciones quimicas, ya que las especies reaccionantes deben colisionar antes de reaccionar. La
difusién esta directamente relacionada con el tamafio de las moléculas, tal y como puede deducirse a
partir de la ecuacion de Stokes-Einstein,
D=kT/f (Ec. de Stokes-Einstein)
donde k es la constante de Boltzmann, T es la temperatura y f es el coeficiente de friccion. Para el caso
mas simple de una particula esférica con un radio hidrodinamico rs en una disolucién con una
viscosidad n, el coeficiente de friccion viene dado por la siguiente expresion:
f=6mmrs

Como generalmente, la forma de las moléculas es mas complicada y puede incluir

contribuciones de factores tales como la hidratacion, la difusién también nos dara informacion acerca

de las interacciones y de la forma de la molécula.
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valor maximo de 53.5 G cm™), D es el coeficiente de difusion de los espines
observados (cm2 s'1), 6 es la duracion total de los gradientes que actuan como
desfase (s) y A es la separacion (s) entre los inicios de los procesos de desfase y
de reenfoque provocado por los gradientes. Asimismo, A y A, son las intensidades
de la sefal de interés para las diferentes intensidades de gradiente aplicados y

para una intensidad igual a cero, respectivamente.

Hay que senalar que, como en el caso del AO se habian observado una
serie de fendmenos de conveccién debidos a la viscosidad del disolvente
empleado, para evitar dichos contratiempos, nuestros experimentos se realizaron

a una temperatura constante de 15 °C.

A todo esto hay que afadir que el fendmeno de agregacion es un hecho

complejo que puede implicar distintos estados de asociacion en equilibrio:
monoémero < dimero « trimero < n-mero
Y por tanto, en cada caso, el valor de D seria:
D = XD + XgDg + x:D¢ + x,D,,
donde x., X4, Xt, Y X, Serian las fracciones molares correspondientes al

mondémero, dimero, trimero y n-mero respectivamente, y Dy,, Dy, Di, y D, sus
coeficientes de difusion respectivos.

IV.2.C.- Medidas de los coeficientes de difusion

En la Figura 4.7 se resumen los resultados de las mediciones hechas. La
pendiente de cada una de las rectas de regresion calculadas nos da el valor de D
de la molécula. Para DTX1 este valor fue de 5.34x10° cm?/s, mientras que para
DTX1C el valor obtenido fue de 3.04x10° cm?/s.
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Figura 4.7.- Representacién de las medidas tomadas en los experimentos de
difusion de DTX1y DTX1C en CDCly

IV.2.D.- Determinacion del estado de asociacion

La ecuacion de Stokes-Einstein,®’ puede ser usada para relacionar el valor
de D con el radio molecular r, que a su vez se considera proporcional a la masa
molecular aparente M,,. Considerando una molécula esférica, r es proporcional a
M.,"". Asi, si comparamos el Coeficiente de Difusién para dos moléculas con una

forma esférica similar y en las mismas condiciones experimentales:

Dy D, = (Mg / My,p)"™ (Ec. de Stokes-Einstein)

¥ C. R. Cantor y P.R. Schimmel, Biophysical Chemistry, Part Il: Techniques for the Study of Biological
Structure and Function, 1980, W. H. Freeman, NY, 539.
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Por lo tanto, el coeficiente de difusiéon de una sustancia de peso molecular

conocido puede ser utilizado como un estandar para evaluar el peso molecular

aparente de otra, asi como los posibles estados de agregacion, etc.

En nuestro caso particular:
(Dorx1 ! Dorxac)® = Morxac | Mprxs = 5.27

Esta relacion explica los resultados obtenidos en el experimento NOESY,

que suponian un estado de agregacion elevado.

Teniendo en cuenta que este estado depende, entre otros factores, de la

concentracion de la muestra estudiada, realizamos sucesivas diluciones, midiendo

en cada caso el coeficiente de difusién (Tabla 4.1).

Concentracion

Concentracion

D (x10%cm%s)  DTX1C-n/DTX1C-1  Morx1c/Mprx1 (mM)
DTX1 -5.29 - - 5
DTX1C-1 -3.04 1 5.27 12
DTX1C-2 -3.11 1/2 4.91 6
DTX1C-3 -3.06 1/5 5.18 2.4
DTX1C-4 -3.71 1/20 2.92 0.6
DTX1C-5 -4.20 1/40 2.00 0.3
DTX1C-6 -4.89 1/80 1.26 0.15

Tabla 4.1.- Resumen de los resultados obtenidos en el estudio estructural de

DTX1C, mediante la medicion de los coeficientes de difusion

La baja concentracion de la muestra final (0.15 mM) desaconsejé seguir

diluyéndola, dada la mala calidad de los espectros obtenidos. En la Figura 4.8

aparece el espectro de RMN 'H de dicha muestra. En el experimento NOESY de

esta ultima diluciéon no aparecian sefiales de correlacion, lo cual podia ser debido

a la baja concentracion senalada.
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Figura 4.8.- Espectro de RMN 'H de DTX1C diluida al 1/80

Para mejorar la sensibilidad y resolucion de los experimentos, realizamos
una serie de ellos en un espectrometro de 600 MHz. El experimento NOESY de
esta ultima muestra diluida, nos ofrecié un espectro con ausencia de sefales de
correlaciéon (Figura 4.9). Para comprobar que este resultado no era consecuencia
de una concentracién demasiado baja, se realizé un experimento ROESY (Figura
4.10), donde si observamos sefales de correlacion. Hay que tener en cuenta que
en estos experimentos hemos aumentado la intensidad del campo magnético,

entrando en la zona de NOEs nulos.

Con el andlisis de estos datos, parece que DTX1C es una mezcla de
distintos estados de asociacion. Las medidas de los coeficientes de difusién nos
dan una idea de la media en el momento de la toma de datos. El calculo
matematico de cual seria realmente la especie agregada predominante, se
dificulta en gran medida ya que debemos considerar una serie de variables de las
que no disponemos. En cuanto a si DTX1C esta realmente complejada, o
simplemente se trata de una especie altamente agregada, debemos acudir a
experimentos similares a los llevados a cabo con el AOC para poder responder a

esta pregunta.
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BNEOT" ).,

.".' s _‘
P il

Figura 4.9.- NOESY (600 MHz) de DTX1C diluida al 1/80
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Figura 4.10.- ROESY (600 MHz) de DTX1C diluida al 1/80
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IV.3.- ESTUDIO ESTRUCTURAL DEL AO MEDIANTE RAYOS X

Con el fin de continuar la investigacién sobre la complejacion del AO y
poder de esta manera conocer algo mas sobre su modo de accion, se recurrié a
los 80 mg de AO obtenidos del cultivo artificial de P. lima, cantidad suficiente para
el desarrollo de estos experimentos. Aun siguiendo el mismo protocolo de cultivo,
recoleccion, extraccion y cromatografia, llevados a cabo en nuestro laboratorio en
estudios anteriores, las nuevas muestras de AO presentaron espectros de RMN 'H

idénticos a los observados para el AO libre, y no para el complejado.

Uno de los principales objetivos era la obtencion de un cristal de AO
donde se pudiese confirmar la estructura del AO complejado con su cation K.
Pero tras varios intentos de cristalizacién, con el AO solo y en presencia de sales

de potasio, el cristal resultante no presentaba catién alguno.

Se realizaron entonces experimentos con el fin de complejar AO con Ag,
un catién que, por su posicién en la tabla periddica, es el mas afin al K en
tamafo, y por tanto seria, tras éste, el mas adecuado para llenar la cavidad
flexible que forma el AO. Se siguid el siguiente protocolo, que habia sido

empleado anteriormente con la monensina.®®

El AO se disuelve en la minima cantidad de EtOH al 50%. Se tritia con
NaOH hasta alcanzar un pH = 8, y se deja cristalizar. Los cristales asi obtenidos
se redisuelven en EtOH al 50% y se tratan con un 10% de exceso de AgNOs;. La
cristalizacion debe permanecer a oscuras con el fin de evitar el ennegrecimiento
consecuencia de la elevada sensibilidad del AgNO; a la luz. Como ultimo paso, el
balén de reaccion se mantiene en atmdsfera inerte con gas argoén, para facilitar la
cristalizacion. Se deja cristalizar durante aproximadamente dos semanas, hasta
que los cristales alcancen un tamafo adecuado para poder ser medidos por rayos
X.

® M. Pinkerton y L. K. Steinrauf, J. Mol. Biol., 1970, 49, 533.
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Tras este periodo de tiempo, se separé uno de los monocristales asi
obtenidos, y fue medido por rayos X (Figura 4.11). Como podemos observar en
esta figura, el AO no aparece complejado con el cation K.

Figura 4.11.- Estructura de un monocristal de AO medido por rayos X

Hasta este momento, habian sido dos los estudios de difraccion de rayos
X realizados con el acido okadaico: el primero de ellos fue en el afio 1981 sobre el
o-bromobenzil okadaato, mediante el cual se pudo determinar su estructura, y en
segundo lugar, el realizado sobre el complejo AO-PP1."” De esta manera, el
presente trabajo es el primero que se lleva a cabo con este poliéter sin derivatizar

ni complejar. En dicho estudio podemos observar que la disposicion espacial que
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adoptan las moléculas en la red cristalina es muy semejante a la propuesta en el
modelo de complejo de AO con K*.%° Las moléculas se encuentran enfrentadas por
las cavidades que forman los fragmentos C-1—C-26, mientras que las cadenas
carbonadas C-27—C-38 se extienden en el espacio en sentido contrario, al igual
que en el modelo descrito. El otro aspecto a destacar es la complejidad de la red
cristalina, ya que cada molécula se halla unida mediante puentes de hidrégeno a
otras cinco unidades de AO. De entre todos ellos el mas significativo es el formado
entre el grupo carboxilo y el grupo hidroxilo presente en C-24; si bien en disolucién
se supone que éste es un enlace intramolecular, responsable de la forma de
“baston” que adopta la molécula, en el caso del estado sélido, se trata de un

puente intermolecular que mantiene unidas las dos cavidades enfrentadas.
La descripcion detallada de esta ordenacién espacial nos ha servido de

base en el desarrollo del estudio estructural de DTX1, cuyos primeros resultados

han sido descritos en el capitulo anterior.
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V.- PARTE EXPERIMENTAL

V.1.- TECNICAS EXPERIMENTALES GENERALES

V.1.A.- Resonancia magnética nuclear

Para la realizacion de los experimentos de RMN, los productos fueron
disueltos en CDCIs;, usando TMS como referencia interna. Dichos espectros, tanto
de "H como de "C, fueron realizados en espectrémetros BRUKER®, AVANCE
300, 400 (Figura 5.1) y AMX 500 MHz segun las necesidades. Se utilizaron los
programas 'H, "*C, COSY, TOCSY-1D, HMBC, HSQC y ROESY, que fueron
suministrados por la casa BRUKER®. Los datos de adquisicién obtenidos en el

espectrometro fueron procesados usando el programa XWIN-NMR.

Figura 5.1.- Espectrémetro BRUKER®, AVANCE 400 MHz

V.1.B.- Infrarrojo

Los espectros de IR fueron realizados usando el producto seco en células
de NaCl de 4 mm. Se utilizé un espectrofotémetro BRUKER®, modelo IFS 55
(F.T.LR.).
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V.1.C.- Rotacién éptica
Las determinaciones de las actividades O&pticas se realizaron en un
polarimetro PERKIN-ELMER®, modelo 241, a 25 °C, usando la linea D del sodio y

en cloroformo seco, usando células de 1 mL.

V.1.D.- Masas
Los espectros de masas de baja y alta resolucion fueron realizados en un
espectrometro VG-Autospec FISONS® (Figura 5.2).

Figura 5.2.- Espectrometro VG-Autospec FISONS

FAB (Bombardeo con Atomos Acelerados): Se utilizé el mismo
espectrometro de masas, donde las muestras se introdujeron mediante sonda de
solidos calentada de 30 a 280 °C. La temperatura de la fuente de ionizacion se fijé
entre 150-250 °C segun la experiencia realizada. Como gas se usé xenén. Como

matriz se empled nitrobenzol (NBA) que se salinizé con Nal.

V.1.E.-LC-MS
Se utilizé una columna Phenomenex, Synergi 4y MAX-RP 80A (150 x 2

mm) para la cromatografia, empleando como fase mévil, un gradiente tal que:
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% Acetato amoénico 2 mM

min pH 5.8 % MeOH
0 30 70
8 30 70

30 20 80

35 20 80

45 30 70

Se mantuvo un flujo constante de 200 yL/min y la temperatura de la
columna fue de 30 °C.

En cuanto a las condiciones de los espectros de masas (LCQ®
Advantage):
Flujo N,: 40 pL/min
Flujo gas auxiliar; 20 yL/min
Voltage spray: 5.5 Kv
Temperatura del capilar: 200 °C

2 scan events: modo positivo y negativo. Full MS (300-2000).

V.1.F.- Difraccién de rayos X
La medicion de los cristales se llevo a cabo con un Difractdometro ENRAF-
NONIUS® Cad 4 / Mach 3 (Figura 5.3), para muestras Monocristalinas. Geometria

Kappa. Anodo de molibdeno.

Figura 5.3.- Difractrometro de rayos X
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V.1.G.- Cromatografia de gel-filtracién

Para este tipo de cromatografia se us6 como
soporte Sephadex LH-20, de PHARMACIA FINE
CHEMICALS®, y las columnas se montaron siguiendo
las instrucciones del fabricante. La mezcla de eluyente

utilizada fue cloroformo:metanol:n-hexano (25:25:50).

Se us6 una columna de 80 cm de longitud,

como se muestra en la Figura 5.4.
Figura 5.4

V.1.H.- Cromatografia en columna

Las cromatografias de los productos se llevaron a cabo en columnas
preempaquetadas LOBAR® GROBE B (310-25) LICHROPREP RP-18 (40-63 um)
de la casa MERCK® y bombas de media presién de la casa FLUID METERING®,
modelo RP-SY.

V.1.l.- Cromatografia HPLC

En este tipo de cromatografia se utilizé un sistema de HPLC compuesto
por una bomba HPLC de LKB® (Mod. 2248) con columnas p-Bondapak C-18 (D.I.
1.9 cm, longitud 15 cm) para la cromatografia en fase reversa y un detector de
fotodiodo 2MD RAPID SPECTRAL, LKB®.

Las cromatografias en gradiente fueron realizadas en un HPLC
SHIMADZU®, compuesto por dos bombas LC-7A con mezclador de alta presion,
un controlador de gradientes SCL-6B, un detector de fotodiodos modelo SPD-M6A
y una columna p-Bondapak C-18 (D.l. 1.9 cm, longitud 15 cm).
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V.1.J.- Cromatografia en capa fina

La evolucion de las cromatografias en columna se sigui6 mediante
cromatografia en capa fina con placas de la casa MERCK®, tipo TLC AL, silica gel
60 Fos4. Las placas fueron siempre eluidas en un sistema formado por la mezcla

benceno:acetona:metanol:acido acético 6N (150:80:19:1).

Para el revelado se pulverizé sobre la placa una disoluciéon al 10% de

acido fosfomolibdico en etanol y posterior calentamiento a 140 °C.

V.1.K.- Filtracion y esterilizacién de material y medios de cultivo

Para la esterilizacién de agua de mar diluida al 5%, ésta se bombea,
utilizando una bomba peristéltica MASTERFLEX® modelo 7521-25, a través de un
sistema de filtros de 1 um, 0.45 pm y 0.22 um de la marca GELMANS®. Cuando
los volumenes de agua son muy grandes, la filtracidn esterilizante (0.22 um) no se
lleva a cabo y, en su lugar, se anade lejia comercial al agua de mar, con una

posterior neutralizacion con tiosulfato.

La esterilizacion de pequefos volumenes de agua, de las disoluciones
stock de nutrientes y de precursores enriquecidos fueron realizadas con filtros
NALGENE® de membrana de nylon (0.22 um) y almacenadas en botellas de
poliestireno de 0.5 L COSTAR®.

Para la realizacién de los cultivos se intentd usar, en la medida de lo
posible, material desechable. Cuando esto no fue posible, se sometid a

esterilizacion en autoclave PENTA® a 120 °C durante 30 minutos.

V.1.L.- Recoleccién por centrifugacion
En la recoleccion de las células se utilizd una centrifuga SORVAL® RC-5B.

Todo el proceso se realiza entre 5 °C y 10 °C.
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V.2.- ESTUDIO DEL DINOFLAGELADO PROROCENTRUM LIMA

V.2.A.- Condiciones de cultivo
Las condiciones idéneas para el cultivo a gran escala del Prorocentrum

lima fueron establecidas de la forma siguiente:

a) Medio de cultivo

El medio de cultivo empleado fue el Medio K descrito por Guillard,*
aunque también se cultiva en otros medios como el L1 y el F2. Como soporte para
el medio de cultivo, se utiliza agua de mar con un 5% de agua destilada, para
evitar que la concentracién osmoética aumente demasiado cuando son afadidas
las sales minerales y vitaminas que constituyen los nutrientes. Esta es bombeada
a través de un sistema de filtros con una bomba peristaltica con el fin de eliminar

toda la materia en suspension.

Las disoluciones stock de nutrientes, fueron preparadas disolviendo la
cantidad de producto requerida en el 80-90% del volumen final de agua destilada.
A continuacién, fueron sometidos a agitacién o calentamiento en los casos
necesarios hasta conseguir la disolucioén total, para finalmente, afadir agua hasta
ajustar al volumen final. Las disoluciones stock fueron siempre esterilizadas por
filtracion a 0.22 um vy, posteriormente, almacenadas en el refrigerador. Las
vitaminas deben prepararse antes de cada uso, si bien su almacenamiento en el

congelador a -20 °C da buenos resultados.

La naturaleza y concentraciones molares de las soluciones stock de
nutrientes para la preparacion del medio Guillard K se dan en la Tabla 5.1 y se
preparan de tal forma que, tomando 1 mL de soluciéon de nutrientes por litro de

medio de cultivo, resulte la concentracién deseada.

% R.R.L Guillard, M. Keller, Dinoflagellates, Spector, D.L. Ed., Academic Press, New York, 1984.
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Compuestos Concentracion (M) g/L agua destilada
1.- NaH,PO,.H,O 1x10° 1.38

2.- Tris (pH=7.3) 1x10° 121.14
3.- Minerales

NO;Na 8.83x 10 75.05
CINH, 5x 10° 2.68
Na,EDTA.2H,0 9x10° 33.6
FeEDTA 1.46 x 107 4.3
MnCl,.4H,0 9x 107 0.18
ZnS0,.7H,0 8x10° 0.02
CoCI2.6H,0 5x 10 0.01
Na,Mo0,.2H,0 3x10°8 7x10°
CuS0,.5H,0 1x10° 25x10°
H,SeO; 1x10% 1.3x10°
4.- Vitaminas

Tiamina CIH 3x107 0.1
Biotina 2.1x107 5.1305 x 10
Vitamina B, 3.7x10™M 5.0149 x 10

Tabla 5.1.- Medio Guillard K.

b) Temperatura éptima de crecimiento

La temperatura idonea de la camara de cultivos se establecié en 23 °C.
Las razones fueron las siguientes: se observd que por debajo de 17 °C el cultivo
era notoriamente mas lento en su primera fase y que, por encima de 25 °C, las
células morian o se enquistaban rapidamente. Ademas, el crecimiento del cultivo
es ligeramente mas rapido en una primera fase a 23 °C, aunque cuando son
mantenidos durante periodos de tiempo grandes, se alcanza una fase
estacionaria, manteniéndose constante la cantidad de cél/mL. Esto es logico
porque cuantas mas células hay, mas se favorece la reproducciéon sexual del
dinoflagelado, disminuyendo la reproduccion vegetativa por escision, que es la

mas frecuente cuando el numero de cél/mL es muy pequefio.
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c) Aireacién
En ninguno de los niveles es necesario un aporte extra ya que la camara

de aire que queda en cada recipiente es suficiente para un buen crecimiento.

d) Fotoperiodo
Se utilizé un fotoperiodo de 18:6 horas de luz/oscuridad para conseguir un

crecimiento éptimo del cultivo.

e) Intensidad luminica

Los mejores resultados se obtuvieron cultivando bajo luz suministrada por
tubos fluorescentes de nedn, con una intensidad luminica equivalente al 10% de la
existente en la superficie del agua a pleno sol (unos 160 LE m'2s'2). En los casos
en los que la intensidad de luz fue superior, se observd una despigmentacién

progresiva de los microorganismos.

f) Ciclo de cultivo

La primera etapa para realizar los cultivos a gran escala, consiste en poder
disponer de una bateria de erlenmeyers de 250 mL con 150 mL de medio de
cultivo. Transcurridos 30 dias desde la inoculacion, tiempo en el que el cultivo
estabiliza su crecimiento, estos son trasvasados a recipientes de 5 L que
contienen 3 L de medio. Una vez concluida esta etapa, que dura también cuatro
semanas, comienza el ultimo estadio del cultivo, de sesenta dias de duracion, en
tanques de vidrio de 60 L conteniendo 40 L de medio. Como norma general, el
paso de una etapa a otra se hacia tomando tres recipientes del nivel inferior como
in6culo en un recipiente de volumen superior conteniendo aproximadamente 2/3
de medio de cultivo y dejando 1/3 de su volumen como camara de aireacién. Con
todos estos datos, se establece el tiempo aproximado de un ciclo de cultivo

completo en 4 meses (Esquema 5.1)

Para prevenir la contaminacion bacteriana se utilizaron, en todo momento,
materiales desechables a la hora de transferir las soluciones stock de nutrientes al
soporte estéril. Toda la manipulacion se realizé en campana de flujo laminar y bajo

llama de mechero, flameando la boca de cada recipiente en cada operacion,
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cuando el tamafio del recipiente lo permitia. En los casos en que no era posible
(tanques de 60 L) la manipulacion se hacia en todo momento al lado de la llama
de un mechero de gas.

Células de la cepa PL2V
del dinoflaagelado P. lima

A

Erlenmeyers de 250 mL
con 150 mL de cultivo

30 dias

4

Erlenmeyers de 5 L
conteniendo 3L de cultivo

4 meses
30 dias

y

Tanques de 60 L, conteniendo
40 L de medio Guillard K

60 dias

Recoleccion, extracciony |«
aislamiento de toxinas

Esquema 5.1.- Ciclo de cultivo

V.2.B.- Recoleccion y extraccion

Dado el caracter bentonico del dinoflagelado P. lima, éste se adosa al
fondo del recipiente que lo contiene. Cuando se procedié a la recoleccion de los
700 L de cultivo obtenidos, los fondos de los tanques fueron raspados con cuidado
para levantar el dinoflagelado depositado en los mismos. Suspendidas las células,
se recolectaron por centrifugacion a 7000 r.p.m., y se maceraron durante una hora
en acetona al tiempo que fueron sometidas a ultrasonido. Esta operaciéon es

necesaria para producir la ruptura del dinoflagelado. Las células se extrajeron
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hasta agotamiento y el disolvente fue evaporado, con lo que se obtuvo un extracto

de color verde oscuro de 22 g. Este proceso se resume en el Esquema 5.2.

700 L de cultivo de
Prorocentrum lima

Centrifugacion a
7000 rpm

Células de la
cepa PL2V

a) Extraccién con acetona
b) Ultrasonido
c) Filtracién

\ 4

A y

Residuos celulares Extracto
del dinoflagelado organico

Esquema 5.2.- Proceso de recoleccion y preparacion de extractos.

V.2.C.- Marcha cromatografica del extracto y datos fisicos de los

compuestos

La ruta cromatografica seguida comienza con una columna de Sephadex
LH-20 de 6.6 cm de diametro interno y 80 cm de longitud (Figura 5.3), que se
prepard dejando en maceraciéon con MeOH toda la noche, 685 g de soporte.
Luego se estabilizé la columna con el eluyente a utilizar: cloroformo:metanol:n-
hexano (25:25:50). Las dimensiones de esta columna permiten cromatografiar
entre 5y 7 g, de forma que tuvo que repetirse unas 4 veces, puesto que

comenzamos con 22 g de extracto.

La fraccidn téxica resultante, contenia muy pocas cantidades de clorofilas,

con lo que se pudo pasar directamente a la cromatografia en fase reversa. Asi,
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esta fraccion téxica se cromatografié en un sistema de media presion a través de
una columna Lobar® de fase reversa Lichroprep RP-18 que se eluyo con una
mezcla MeOH:H,O (85:15). Esta cromatografia permite separar los ésteres de AO
de la mezcla que contiene AO (1), DTX1 (2) y norokadanona (42), eluyendo en
primer lugar, la mezcla de las tres toxinas y en segundo lugar, los ésteres de AO.
La purificacion de aquella se llevd a cabo en HPLC usando una columna
semipreparativa p-Bondapak C-18 de 5u (D.. 1.9 cm, longitud 15 cm),
empleandose en primer lugar cromatografia en gradiente lineal binario. Este dura
una hora y comienza con la mezcla a) acetonitrilo:agua:acido acético (50:50:0.1) y
termina con la b) acetonitrilo:acético (100:0.1), que se mantiene durante 30
minutos adicionales. En segundo lugar se utilizd un sistema isocratico con
MeOH:H,0 (85:15). El flujo se mantuvo siempre en 2.5 mL/min. En las condiciones
de trabajo con gradiente, los tiempos de retencion estan en torno a los 35-37 min.

para el AO, entre los 40-42 min. para norokadanona, y 45-47 min. para DTX1.

El tratamiento de la mezcla de ésteres de AO se llevé a cabo mediante
HPLC, utilizando la misma columna que para la mezcla de las tres toxinas, y en el
mismo sistema de gradiente. La purificacion final de los mismos, se realizd
eluyendo, en el caso del metil okadaato (43), con MeOH:H,O (85:15), 11, con
MeOH:CH;CN:H,O (20:40:40), y para el resto de los ésteres se uso el gradiente

lineal binario. En todos los casos, el flujo se mantuvo constante en 2.5 mL/min.
El seguimiento de todas las separaciones se hizo por cromatografia en
capa fina, eluyendo las placas con la mezcla benceno:acetona:metanol:acido

acético 6N (150:80:19:1).

En el Esquema 5.3 se resume la marcha cromatografica descrita, donde

aparecen en rojo los nuevos metabolitos encontrados.
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Prorocentrum lima. Parte experimental

DATOS FiSICOS Y ESPECTROSCOPICOS DE 2’,4’-DIMETILEN-PENTAL
OKADAATO (DTX6) (41)

Sdlido blanco amorfo
[a]®5 = +3.3 (¢ 0.10, CHCls)
UV Amax (EtOH): 242 y 270 nm

IR Vmax: 3424, 2954, 2919,
2850, 1738, 1672, 1462, 1378
y 1212 cm”

RMN ®C y 'H (CDCly):

Carbono 5% 5'H Carbono 5"%c 5'H
1 176.2 - 27 64.6 4.04
2 75.3 - 28 35.2 0.98/1.32
3 44.2 1.68/2.06 29 31.0 1.85
4 68.7 3.96 30 75.2 3.26
5 31.7 1.36/1.91 31 27.2 1.76
6 27.3 1.75/1.82 32 26.2 1.86/1.99
7 71.3 3.35 33 30.3 1.36/1.51
8 96.0 - 34 95.5 -
9 121.5 5.31 35 35.8 1.44/1.64
10 138.2 - 36 18.7 1.40/1.61
1 329 1.85/1.88 37 25.4 1.50/1.83
12 71.2 3.38 38 60.2 3.54/3.64
13 42.1 2.22 39 10.7 0.90
14 135.8 5.56 40 15.6 1.03
15 130.1 5.47 41 1131 5.02/5.35
16 79.3 4.68 42 16.0 1.01
17 30.6 1.51/2.15 43 22.7 1.72
18 371 1.86/2.04 44 27.6 1.39
19 105.7 - 1 66.5 4.55/4.66
20 32.7 1.36/1.49 2’ 141.6 -
21 26.4 1.76/1.82 3 33.8 3.01/3.07
22 70.9 3.63 4 145.7 -
23 76.6 3.41 5 200.1 9.67
24 70.6 4.09 6’ 114.9 4.95/5.12
25 143.9 - s 126.5 5.89/6.16
26 85.0 3.92

FAB HRMS m/z: 912.5237 (calc. 912.5235, Cs51H76014)
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DATOS FiSICOS Y ESPECTROSCOPICOS DE NOROKADANONA (42)

Sélido blanco amorfo
[0]%p = +9.8 (¢ 0.06, CHCl)

IR vmax: 3453, 2929, 1715,
1455, 1381, 1236, 1182, 1076
y 1045 cm™

RMN "®C y "H (CDCl,):

Carbono 5 "%c 5'H Carbono s "%c 5'H
1 30.9 2.15 23 771 3.45
2 207.2 - 24 70.7 411
3 491 2.42/2.62 25 143.1 -
4 65.8 4.25 26 85.1 3.91
5 30.2 1.25/1.36 27 64.7 4.07
6 27.3 1.73/1.87 28 35.6 0.98/1.32
7 71.7 3.39 29 31.1 1.96
8 95.8 - 30 75.4 3.28
9 122.9 5.34 31 27.6 1.80
10 138.7 - 32 26.5 1.82/1.92
1 33.0 1.87/1.92 33 30.6 1.34/1.52
12 71.2 3.69 34 95.5 -
13 419 2.31 35 36.4 1.31/1.46
14 136.9 5.76 36 23.5 1.48/1.65
15 131.5 5.51 37 25.0 1.58/1.82
16 79.7 4.52 38 61.0 3.56/3.66
17 30.7 1.63/2.19 39 10.8 0.92
18 37.5 1.88/2.01 40 16.2 1.06
19 105.5 - 41 113.0 5.02/5.35
20 32.2 1.36/1.53 42 16.2 1.05
21 26.9 1.84/1.90 43 22.6 1.75
22 70.3 3.57

FAB HRMS m/z: 758.4610 (calc. 758.4605, C43Hss011)
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DATOS FiSICOS Y ESPECTROSCOPICOS DE METIL OKADAATO (43)

Solido blanco amorfo
[a]*> = +10.0 (¢ 0.27, CHCl5)

IR vmac 3444, 2934, 1739,
1681, 1454, 1382, 1236, 1182
y 1077 cm™

RMN "®C y 'H (CDCl,):

Carbono 5 "%c 5'H Carbono 5 "%c 5'H
1 176.9 - 24 70.8 4.10
2 75.9 - 25 143.9 -
3 43.9 1.68/2.05 26 84.8 3.92
4 68.7 3.93 27 64.5 4.06
5 31.6 1.37/1.70 28 35.2 0.97/1.43
6 27.3 1.82/1.97 29 31.0 1.91
7 71.5 3.36 30 74.9 3.27
8 96.0 - 31 27.2 1.79
9 121.6 5.31 32 27.3 1.91/1.97
10 138.6 - 33 30.3 1.34/1.52
1 32.9 1.85/1.88 34 95.5 -
12 70.9 3.57 35 35.8 1.31/1.48
13 41.8 2.26 36 18.7 1.39/1.61
14 135.4 5.56 37 25.4 1.44/1.51
15 130.5 5.47 38 60.3 3.54/3.64
16 78.9 4.46 39 10.6 0.90
17 30.6 1.58/2.13 40 16.1 1.04
18 371 1.86/2.04 41 112.4 5.04/5.38
19 105.7 - 42 15.8 1.01
20 31.5 1.28/1.42 43 22.9 1.71
21 26.4 1.80/1.87 44 27.6 1.34
22 69.5 3.58 1 52.7 3.79
23 75.5 3.39

FAB HRMS m/z: 841.4709 (calc. 841.4714, C4sH7O13 + Na)
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DATOS FiSICOS Y ESPECTROSCOPICOS DE 3’-HIDROXI-2’-METILEN-
PROPIL OKADAATO (44)

Sdlido blanco amorfo
[0]% = -15 (¢ 0.02, CHCly)

IR vmex 3428, 2924, 2852,
1739, 1462, 1379, 1236, 1212,
1112, 1078 y 1045 cm”

RMN ®C y "H (CDCly):

Carbono 5 "%c 5'H Carbono 5 "%c 5'H
1 176.0 - 25 143.8 -
2 75.8 - 26 85.0 3.94
3 442 1.71/2.02 27 64.9 4.06
4 68.7 3.97 28 35.2 0.96/1.31
5 31.9 1.36/1.75 29 31.3 1.95
6 27.2 1.85/2.02 30 75.2 3.27
7 721 3.38 31 27.4 1.81
8 95.9 - 32 26.0 1.92/1.97
9 122.0 5.32 33 30.2 1.36/1.56
10 138.5 - 34 96.0 -
1 32.9 1.86/1.89 35 36.0 1.31/1.47
12 70.8 3.64 36 20.2 1.45/1.65
13 42.0 2.30 37 25.2 1.51/1.60
14 135.9 5.58 38 60.3 3.56/3.66
15 131.2 5.48 39 11.0 0.91
16 79.2 448 40 16.1 1.05
17 30.2 1.58/2.17 41 112.4 5.04/5.35
18 37.3 1.86/2.03 42 16.1 1.03
19 106.0 - 43 23.0 1.73
20 32.0 1.26/1.40 44 27.3 1.39
21 26.5 1.82/1.89 1 64.6 4.72/4.83
22 69.4 3.59 2’ 1421 -
23 76.8 3.42 3 63.9 4.15
24 71.2 4.11 4 114.6 5.19/5.25

FAB HRMS m/z: 874.5156 (calc. 874.5078, C4sH74014)
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DATOS FiSICOS Y ESPECTROSCOPICOS DE 5’-HIDROXI-2’-METILEN-
PENTA-3’-ENIL OKADAATO (45)

Sélido blanco amorfo
[a]®® = +26.6 (c 0.04, CHCI3)
UV Amax (EtOH): 205 nm

IR vmax: 3418, 2956, 2854,
2360, 2341, 1732, 1670, 1455,
1380, 1236 y 1215 cm™

RMN "®C y "H (CDCl,):

Carbono 5% 5'H Carbono 5"%c 5'H
1 176.1 - 26 84.7 3.95
2 76.0 - 27 64.4 4.06
3 44.0 1.70/2.10 28 35.1 0.98/1.35
4 68.4 3.98 29 31.2 1.91
5 32.0 1.38/1.75 30 75.0 3.29
6 26.5 1.85/2.10 31 27.2 1.81
7 71.8 3.39 32 26.2 1.86/1.99
8 96.1 - 33 30.4 1.38/1.53
9 121.8 5.38 34 95.6 -
10 139.0 - 35 35.9 1.46/1.65
11 329 1.86/1.88 36 18.7 1.54/1.89
12 711 3.53 37 25.6 1.50/1.57
13 42.2 2.26 38 60.7 3.56/3.66
14 136.0 5.52 39 10.9 0.92
15 131.3 5.49 40 16.1 1.05
16 79.1 4.50 41 112.7 5.06/5.35
17 30.5 1.58/2.22 42 15.8 1.01
18 371 1.88/2.04 43 23.0 1.74
19 106.0 - 44 28.1 1.41
20 32.2 1.38/1.42 1 67.7 4.54/5.09
21 26.8 1.76/1.85 2 149.9 -
22 69.9 3.59 3 130.3 5.90
23 76.2 3.42 4 132.8 5.85
24 71.2 4.11 5 62.8 4.17
25 144.0 - 6’ 115.7 4.95/5.13

MS m/z: 921.7 (calc. 922.5055, CsoH7601sNa [M+Na]’)
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DATOS FiSICOS Y ESPECTROSCOPICOS DE 5’,7°-DIHIDROXI-2’,4’-
DIMETILEN-HEPTIL OKADAATO (46)

Solido blanco amorfo
[0]?° = +10 (¢ 0.10, CHCls)

IR vmac 3427, 2932, 1737,
1651, 1455, 1382, 1236, 1160
y 1077 cm”

RMN ®C y "H (CDCl,):

Carbono 3¢ 5'H Carbono s8%c 5'H
1 176.0 - 28 35.3 0.98/1.30
2 75.5 - 29 31.8 1.97
3 43.9 1.69/2.06 30 751 3.29
4 69.0 3.97 31 27.6 1.79
5 31.9 1.34/1.71 32 26.8 1.90/2.00
6 27.3 1.68/1.83 33 30.7 1.39/1.53
7 71.6 3.39 34 95.0 -
8 95.9 - 35 35.9 1.46/1.63
9 122.1 5.32 36 19.0 1.53/1.91
10 138.7 - 37 25.0 1.43/1.57
11 33.1 1.89/1.94 38 60.5 3.56/3.66
12 71.6 3.49 39 10.9 0.92
13 42.2 2.27 40 16.1 1.05
14 136.6 5.50 41 113.4 5.05/5.32
15 131.3 5.47 42 15.9 1.05
16 79.4 4.47 43 23.5 1.74
17 30.8 1.60/2.17 44 27.9 1.38
18 37.7 1.87/2.09 1 67.9 4.51/4.82
19 105.2 - 2’ 141.5 -
20 32.2 1.32/1.41 3 375 2.83/2.99
21 27.0 1.82/1.89 4 149.6 -
22 70.2 3.59 5 74.6 4.36
23 76.9 3.43 6’ 37.3 1.61/1.82
24 71.3 411 7 61.6 3.78/3.84
25 144.8 - 8’ 116.8 5.10/5.18
26 85.1 3.95 9’ 112.5 4.91/5.19
27 64.9 4.07

MS m/z: 980.1 (calc. 980.5473, Cs3Hg,01sNa [M+Na]")
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DATOS FiSICOS Y ESPECTROSCOPICOS DE 5’-HIDROPEROXI-7’-HIDROXI-
2’,4-DIMETILEN-HEPTIL OKADAATO (47)

Sélido blanco amorfo
[0]?% = +10 (c 0.06, CHCl3)

IR vmex 3417, 2923, 2851,
2360, 2341, 1738, 1531, 1379,
1235y 875 cm”

RMN "®C y "H (CDCl,):

Carbono 5% 5'H Carbono 5"%c 5'H
1 176.2 - 28 35.1 1.32/0.97
2 75.6 - 29 31.2 1.95
3 44.0 2.07/1.68 30 75.1 3.30
4 68.6 3.99 31 27.5 1.80
5 31.7 1.73/1.34 32 26.4 2.01/1.86
6 26.4 2.01/1.86 33 30.3 1.57/1.40
7 71.8 3.39 34 95.4 -
8 96.5 - 35 36.0 1.65/1.44
9 121.8 5.33 36 18.8 1.90/1.58
10 138.8 - 37 25.3 1.56/1.49
1 33.0 1.90/1.85 38 60.3 3.66/3.57
12 71.0 3.50 39 10.8 0.93
13 42.0 2.28 40 16.2 1.07
14 135.9 5.51 41 112.4 5.35/5.07
15 131.1 5.47 42 15.8 1.02
16 791 443 43 23.1 1.75
17 30.8 2.17/1.59 44 27.6 1.40
18 37.3 2.05/1.87 1 67.0 4.85/4.61
19 105.8 - 2’ 140.7 -
20 31.8 1.35/1.26 3 35.5 3.01/2.83
21 27.3 1.83/1.78 4 144.7 -
22 69.8 3.56 5 85.9 4.58
23 76.7 3.43 6’ 34.5 1.91/1.78
24 71.0 4.15 s 60.0 3.82/3.73
25 144.5 - 8’ 116.0 5.23/5.12
26 84.8 3.96 9’ 115.0 5.23/5.04
27 64.6 4.08

MS m/z: 996.2 (calc. 996.5422, Cs3Hg;016Na [M+Na]")
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V.3.- ESTUDIOS DE DIFUSION

V.3.A.- Calibracion de la fuerza de los gradientes

Para calibrar la unidad de gradientes, con una potencia maxima de
catélogo de 50 G cm™', usamos una muestra 100% de D,O en la que medimos la
velocidad de difusién de la sefal de HDO residual (Dypo = 1.9x10° G cm'1) y a

partir del valor asi obtenido recalculamos el valor de g.

Después de realizar las medidas por duplicado, obtuvimos dos rectas de

donde se calcularon los siguientes valores del coeficiente de difusién del HDO:

#1 Dupo = 2.16x10° G cm™'(r = 0.999).
#2 Dipo = 2.20x10° G cm™'(r = 0.999).

El valor de G,,.x de la unidad de gradientes calculado de esta manera

queda como 53.5 G cm™.
V.3.B.- Adquisicion de datos

En nuestro estudio hemos utilizado la secuencia STE con gradientes

rectangulares.

Los parametros estandar de adquisicion fueron:
D1=2s
2 gradientes de forma rectangular de 2 ms de duracion (p16) cada uno con un
tiempo de recuperacion de 100 us (d16).
T=200 ms

Cada serie se realiz6 tomando por término medio 12 puntos. Para

determinar los coeficientes de difusion, se hicieron 3 series.
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V.3.C.- Procesado de los datos

Se mide, para una resonancia en concreto, la intensidad de la sefal en
valor absoluto en funcion de la fuerza de los gradientes. Tomando como ejemplo
la DTX1C-1 en CDCI; y considerando que la maxima potencia de nuestra unidad
de gradientes es 53.5 G cm”, creamos una tabla de la siguiente manera (Tabla
5.2) especificando el valor experimental CNST21 (porcentaje de la potencia
maxima de la unidad de gradientes), la fuerza del gradiente g, las variables g2 y B,

la intensidad de la sefial y el valor de In(A/Ao):

In (AJAo) = 4*g’°8°(A-8/3)D

CNST21 g g’ B A In (A/A,)
2 1.07 1.14 653.3 11587947 0
4 2.14 4.58 2613.0 11502794 -0.007
6 3.21 10.30 5879.4 11351637 -0.021
10 5.35 28.62 16331.6 11117411 -0.041
16 8.56 73.27 41808.8 10205382 -0.127
20 10.70 114.49 65326.2 9626069 -0.185
30 16.05 257.60 146984.0 7450603 -0.442
40 21.40 457.96 261304.9 5275328 -0.787
50 26.75 715.56 408288.9 3408400 -1.224
60 32.10 1030.41 587936.0 1985704 -1.764
80 42.80 1831.84 1045219.5 497884 -3.147
100 53.50 2862.25 1633155.5 101155 -4.741

Tabla 5.2.- Datos para DTX1C-1

La dependencia de la intensidad de la sefial en funcién de la intensidad de

los gradientes tiene que dar una funcién exponencial, tal como se muestra en la

Figura 5.5.
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Figura 5.5.- Curva resultante de la representacion de la intensidad de la sefal vs
intensidad de los gradientes

Por otro lado, y de acuerdo con las ecuaciones ya comentadas, la
dependencia de In(A/A,) en funcién de las variables 92 o B, da como resultado
una dependencia lineal de la cual se puede extraer facilmente el valor del
coeficiente de difusion D. Para minimizar errores, se suele hacer una regresién
lineal sobre los valores experimentales obtenidos tal como se muestra en la

Figura 5.6.

In (A/Ao)
)
»

0.00E+00 5.00E+05 1.00E+06 1.50E+06 2.00E+06
B

Figura 5.6.- Regresion lineal sobre los valores experimentales de la Tabla 5.2
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Se parti6 de una muestra de DTX1C-1 de 4.6 mg en 0.5 mL y se fue
diluyendo sucesivamente, de forma que cuando se llegé a la ultima dilucion,
DTX1C-6, la cantidad que habia en el tubo de resonancia era tan so6lo de 0.06 mg.
En cuanto a la DTX1, la cantidad con la que se trabajé era de 2 mg. Los datos

obtenidos en este experimento se resumen en la Tabla 5.3.

Concentracién Concentracién

D (x10°cm%s)  DTX1C-n/DTX1C-1  Mprx1c/Mprx1 (mM)
DTX1 -5.29 - - 5
DTX1C-1 -3.04 1 5.27 12
DTX1C-2 -3.11 12 4.91 6
DTX1C-3 -3.06 1/5 5.18 24
DTX1C-4 -3.71 1/20 2.92 0.6
DTX1C-5 -4.20 1/40 2.00 0.3
DTX1C-6 -4.89 1/80 1.26 0.15

Tabla 5.3.- Resumen del calculo de los D, para las distintas muestras de DTX1y
DTX1C

V.4.- ESTUDIOS ESTRUCTURALES DEL AO

La primera cristalizacion del AO se intenté con 80 mg. Se disolvieron en
unos 4 mL de EtOH en caliente y se afiadieron unos 2 mL de H,O. Se dejo
cristalizar durante unos dias, al aire. Los cristales asi formados no tenian el
tamafio adecuado para su estudio por rayos X. Se intenté entonces dejarlo
cristalizar en presencia de sales de K, y para ello se disolvi el AO en 2 mL de
CH3CN o MeOH en caliente, y se anadieron 2 mL de agua, que esta vez tenia
sales de K* disueltas, como KSCN, y se dejaba en agitacién el balén de reaccion.

Pero en ninguno de los casos se obtuvo complejo.
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Para el estudio con sales de plata, se utilizaron, en primer lugar, 10 mg de
AO 0.005 N, en EtOH al 50% en H,0. Para tritiar hasta un pH = 8 se utilizé una
disolucion de NaOH 0.1 N. Se dejo cristalizar un fin de semana. Los cristales asi
obtenidos se redisolvieron en 0.2 mL EtOH al 50%, la minima cantidad en caliente,
y se trataron con un 10% de exceso de AgNOQOs;, es decir, unos 3.4 mg 0.02 N, en
H,O. La cristalizaciéon debe permanecer a oscuras con el fin de evitar el
ennegrecimiento consecuencia de la elevada sensibilidad del AgNO; a la luz.
Como ultimo paso, el balén de reaccion se mantuvo en atmosfera inerte con gas
argon, para facilitar la cristalizacion. Se dejo cristalizar durante aproximadamente
dos semanas, hasta que los cristales alcanzaron un tamafio adecuado para poder

ser medidos por rayos X.
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VI.- METABOLITOS SECUNDARIOS DEL GENERO PALYTHOA SP

VI.1.- INTRODUCCION

Los productos naturales de organismos marinos han atraido la atencién de
cientificos de diferentes campos (quimicos, bidlogos, farmacéuticos, etc.) durante
las ultimas décadas. Hace afios, el primer objetivo de la quimica de productos
naturales era la caracterizacion de nuevos metabolitos, preferentemente, toxinas
terrestres y moléculas interesantes desde el punto de vista médico. La
investigacion en productos naturales marinos comenzé en los afos 60, debido
principalmente a los avances en la instrumentacion para la elucidacion de
estructuras y técnicas de aislamiento, asi como la disponibilidad del submarinismo
para la recoleccion de organismos marinos. Todo ello ha permitido avanzar
considerablemente en el estudio de productos naturales marinos, cuya revision
evidencia la elevada complejidad estructural y las potentes actividades biolégicas

que presentan este tipo de sustancias.”

Los seres que viven en ecosistemas marinos sometidos a altos niveles de
competitividad suelen producir una amplia variedad de compuestos que, por lo
general, son bioactivos y por tanto, farmacos potenciales.”””" Un ejemplo de este
tipo de organismos es el celentéreo marino del género Palythoa (Figura 6.1). Este
se encuentra clasificado dentro de la clase Anfozoa, subclase Zoantarios, orden

Zoantideae, suborden Brachycnemina, familia Sphenopidae.

Estas curiosas y, al mismo tiempo bellas criaturas son animales coloniales,
sedentarios, con simetria radial, y desprovistos de esqueleto. Viven en aguas
someras y calidas, asi, aunque son poco exigentes con respecto a la luz, suelen
crecer en lugares de luz intensa. La Palythoa es facil de distinguir de otros

zoantideos porque los pdlipos estan conectados entre si por la base, lo cual le

°D. J. Faulkner, Nat. Prod. Rep., 2002, 19, 1.
" J. W. Blunt, B. R. Copp, M. H. G. Munro, P. Northeote y M. R. Prinsep, Nat. Prod. Rep., 2003, 20, 1.
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confiere el aspecto de coral, como un solo organismo. Esta estera mediante la

cual se conectan los pélipos es conocida con el nombre de coenenchyma.

Figura 6.1.- Colonia de Palythoa sp

En la morfologia del animal distinguimos una zona celular en contacto con
el exterior denominada ectodermo, formada por células regulares en algunas de
las cuales se distinguen en su base fibras musculares, y células nerviosas unidas
entre si por un reticulo nervioso que se extiende por una capa gelatinosa central,
mas o menos delgada, denominada mesoglea. La parte interior del animal, o
endodermo esta formada por células de gran tamafio que constituyen el epitelio
digestivo. Cuando se siente amenazado, puede retraerse considerablemente
gracias al desarrollo de su musculatura, introduciendo los tentaculos en el interior
del cuerpo o cavidad digestiva, manteniendo cerrado el orificio bucal por accion de

un musculo circular muy potente.

Otra caracteristica de los celentéreos es la presencia de células urticantes
llamadas nematoditos, que poseen un cilio sensible que, con el mas leve roce,
hace que se dispare con gran fuerza un filamento con numerosas espinas. A
través de ellas es capaz de paralizar pequefios animales, mediante la inoculacion

de veneno.
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VI1.2.- ANTECEDENTES

Una de las toxinas marinas mas activas y potentes hasta el momento, la
palitoxina (48), fue aislada inicialmente del zoanthidio Palythoa toxica en 1971,
en Hawai, y debido a su estructura Unica y a su potente actividad, ha llegado a ser
comparada con la estricnina. Exhibe efectos tales como la despolarizacién de
membrana, la estimulacién de la liberacion de acido araquiddnico, la estimulacion
de la liberacion de neurotransmisores, la inhibicion de la Na'/K® ATPasa, la
induccion de la contraccion de musculo liso asi como la actividad promotora de
tumores. Sin embargo, los detalles de su mecanismo de accién son todavia

desconocidos.*

Palitoxina (48)

2 p_J. Scheuer y R. E. Moore, Science, 1971, 172, 495.

113



La palitoxina ha sido encontrada en algunos peces tropicales cuya
ingestion produjo sindrome ciguatérico, haciendo sospechar su participacion en
este tipo de intoxicaciones. Con posterioridad, algunos analogos de la palitoxina
llamados ostreocinas, han sido aislados de cultivos del dinoflagelado Ostreopsis

siamensis.”

Sin embargo, los metabolitos secundarios aislados de zoantidios suelen
ser principalmente alcaloides y pueden estar divididos en dos grupos dependiendo
de sus estructuras quimicas:

a) Alcaloides de la clase zoantoxantina (49)74, pigmentos

fluorescentes naturales.

b) Alcaloides tipo zoantamina (50)75 que poseen un esqueleto

carbonado singular, aislados principalmente del género

Zoanthus.
L
=
4 "
N
Zoantoxantina (49) Zoantamina (50)

™ M. Usmai, M. Satake, S. Ishida, A. Inoue, Y. Kan y T. Yasumoto, J. Am. Chem. Soc, 1995, 117, 5389.
L Cariello, S. Crescenzi, G. Prota, S. Capasso, F. Giordano y L. Mazzarella, Tetrahedron, 1974, 30,
3281.

»C.B.Rao, A. S.R. Anjaneyula, N. S. Sarma, Y. Venkatateswarlu, R. M. Rosser, D. J. Faulkner, M. H.
M. Chen y J. Clardy, J. Am. Chem. Soc, 1984, 106, 7983.
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Palythoa sp. Antecedentes

Sobre este grupo de moléculas se han realizado diferentes ensayos de
bioactividad. Asi se encuentra descrito que la norzoantamina (51), la
oxizoantamina (52), la norzoantaminona (53), la ciclozoantamina (54) y la epi-
norzoantamina (55) inhiben el crecimiento de lineas de células de leucemia
linfocitica de raton P-388, mostrando 1Cso de 24, 7.0, 1.0, 24 y 2.6 ug/mL
respectivamente.76 También se ha comprobado que estas sustancias inhiben la

inflamacion inducida por los ésteres de forbol.”’

Norzoantamina (51) Oxizoantamina (52) Norzoantaminona (53)

Ciclozoantamina (54)  Epi-norzoantamina (55) 3-Hidroxinorzoantamina (56)

®'S. Fukuzawa, Y. Hayashi, D. Uemura, A. Nagastu, K. Yamada y Y. Ljyuin, Heterocycl. Commun,
1995, 1, 207.
7C.B. Rao, D. V. Rao, V. S. N. Raju, B. W. Sullivan y D. J. Faulkner, Heterocycles, 1989, 28, 103.
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La norzoantamina (51), uno de los cabeza de serie de estos metabolitos,
posee la actividad farmacolégica mas interesante, que es su capacidad para
inhibir la produccién de la interleuquina-6 (IL-6).78 Esta ultima es conocida como
un inductor de la formaciéon de osteoclastos, por lo que la supresién de su
producciéon puede prevenir la osteoporosis. Asi, la norzoantamina (51) y su
clorhidrato inhiben la producciéon de IL-6 con valores de IC5, de 13 y 4.7 pg/mL
respectivamente. Por ultimo, se ha encontrado que la 3-hidroxinorzoantamina (56)
posee una potente actividad inhibitoria especifica sobre agregaciéon plaquetaria
humana, inducida por diversos agentes estimulantes, lo cual puede conducir a
evitar trombosis, embolias, coagulacién intravascular y otras enfermedades

cardiovasculares.”

Recientemente, en diferentes especies de Palythoa se han encontrado
metabolitos de estructuras quimicas muy diversas, como es el caso del acido 6-
bromo-5,9-eicosadienoico (57) aislado de Palythoa caribacorum® o de los
palitoalones A (58) y B (59), de naturaleza esteroidea, encontrados en Palythoa

australiae.?’

Esta clase de compuestos, si bien no tienen mucha importancia
desde el punto de vista farmacoldgico, si desde el punto de vista estructural,
ofreciéndonos la posibilidad de encontrar en los zoantidios, sustancias con
esqueletos carbonados de muy diversos tipos, que nos pueden ayudar a entender

un poco mejor el metabolismo de estos organismos.

o)

Acido 6-bromo-5,9-eicosadienoico (57)

® M. Kuramoto, K. Hayashi, K. Yamaguchi, M. Yada, T. Tsuji y D. Uemura, Bull. Chem. Soc. Jpn.,
1998, 71, 771.

R, M. Villar, J. Gil-Longo, A. H. Daranas, M. L. Souto, J. J. Fernandez, S. Peixinho, M. A. Barral, G.
Santafé, J. Rodriguez y C. Jiménez, Bioorg. & Med. Chem., 2003, 11, 2301.

% N. Carballeira y M. Reyes, J. Nat. Prod., 1995, 58, 1689.

8T H. Shigemori, Y. Sato, T. Kagata y J. Kobayashi, J. Nat. Prod., 1999, 62, 372.
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Palythoa sp. Antecedentes

o} A (58), R=Me
B (59), R=H

Palitoalones A (58) y B (59)

En nuestro archipiélago canario se han encontrado especies endémicas
de estos zoantidios, y en particular, en Orzola, Lanzarote, del género Palythoa. Al
aspecto endémico, y por tanto exclusivo del organismo, hay que afadir que muy
pocos estudios quimicos de los componentes de los zoantidios han sido llevados a
cabo a nivel mundial hasta el momento.®? Por lo tanto, los pocos precedentes pero
al mismo tiempo notables, junto con el desafio de investigar una especie Unica,
nos hizo plantearnos el estudio de estos celentéreos y su posible repercusion en la
vida marina que les rodea asi como la evaluacién del riesgo de que algunas de las
sustancias que produzcan sean téxicas para el hombre a través de la cadena

trofica.

Asimismo, este estudio tiene una clara vertiente farmacolégica en la
busqueda de sustancias relacionadas con la palitoxina (48) y principalmente en
base a que en estudios preliminares de algunos de los extractos de Palythoa sp
realizados en nuestro laboratorio, se observé una actividad antitumoral notable
(ICso 0.02 pg/mL). En consecuencia, fue nuestro objetivo llevar a cabo una
recoleccion de la especie localizada en la isla de Lanzarote, y realizar la
determinacion estructural de los metabolitos de este organismo asi como el

aislamiento e identificacion de los principios activos.

82 J. J. Fernandez, M. L. Souto, A. H. Daranas y M. Norte, Current Topics in Phytochem., 2000, 4, 105.
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VI.3.- METABOLITOS AISLADOS DE PALYTHOA SP

V1.3.1.- AISLAMIENTO

Se recolectd una gran colonia del zoantidio Palythoa sp, ejemplar
clasificado por el Dr. Alberto Brito, en el Caletén Blanco, Orzola, en la isla de
Lanzarote, durante el mes de octubre de 2000. La recoleccion se realizé a mano
durante la bajamar (Figura 6.2), tras la cual se congeld la muestra hasta que pudo
ser llevada a nuestro laboratorio. Una vez alli, fue macerada repetidas veces a

temperatura ambiente con acetona hasta agotamiento de la muestra.

Figura 6.2.- Recoleccién a mano de Palythoa sp

A continuacion se repitié el proceso con metanol, también a temperatura
ambiente. Por ultimo, el celentéreo doblemente extraido, se secd al aire y se
triturd. La ultima extraccion se llevé a cabo en un soxhlet con diclorometano, de
donde se obtuvo un extracto amarillento de 250 mg tras evaporacién. Este ultimo
fue nuestro objeto de estudio, puesto que fue el extracto que mayor actividad
citotoxica presentd en estudios preliminares (ICso 0.02 ug/mL). Este extracto fue

cromatografiado siguiendo la pauta indicada en el Esquema 6.1.
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Metabolitos aislados de Palythoa sp

Extracta diclonmetana
(250 mg)
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Esquema 6.1.- Esquema cromatografico del extracto de diclorometano de
Palythoa sp

De este extracto, se separaron inicialmente 8 fracciones, donde las mas

polares, 7 y 8, fueron las que mejores resultados ofrecieron en cuanto a la

cantidad de compuestos encontrados. La purificacion de los metabolitos se llevé a

cabo en todos

los casos mediante HPLC. Y como consecuencia de esta

cromatografia, se obtuvo una serie de sesquiterpenos (sefalados en color rojo en

el Esquema 6.1), cuya elucidacion estructural detallada se expone a continuacion.
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V1.3.2.- ESTUDIO DE ELUCIDACION ESTRUCTURAL

VI1.3.2.A.- Derivados de germacrandlido

El primer metabolito que se aisl6 como un sdlido amorfo de color
blanquecino, fue el compuesto 60. Este muestra en el espectro de IR bandas
caracteristicas de la presencia de una lactona a 1762 cm” y de un carbonilo o-

insaturado a 1661 cm™.

Su estructura fue establecida gracias a los espectros de RMN, tanto mono
como bidimensionales. En el espectro de RMN 'H (Figura 6.3) se observan
senales para 18 protones: H-1 a 6 4.46, H>-2 a &4 1.78, 2.26, H>-3 a &4 2.35, 2.46,
H-5 a 3y 3.49, H-6 a 5 4.20, el protdn del grupo alcohol 6-OH a 6 2.03, H-7 a 64
3.32, H-8 a 6, 4.06, H,-9 a &y 2.62, 2.96, y los tres metilenos olefinicos, H,-13 a &y
6.07, 6.24, Hy-14 a &y 5.13, 5.38 y Hy-15 a &y 4.95, 4.98. En el de RMN °C
aparecen 15 carbonos, como vemos en la Figura 6.4, a excepcién de uno de los
cuatro carbonos cuaternarios que posee la molécula, que se escapa de la escala

de esta figura, observandose a 6¢c 169.2.

(=21"a] N D | = = on [ = | loo (=4 =t [y [« | | =[O
o ||oo o 00 | |=w ol =p oD < ||oo o WO |on |=w |ony | = |oo
=21 a] o L | 2 g on jon o | et r~ = et |9 |t | jury =
| |on o t=al|l==] o0 (=l l=e] (=20 |{==] o0 on o oo | oo o
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Figura 6.3.- RMN "H (400 MHz) del compuesto 60
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Metabolitos aislados de Palythoa sp

Figura 6.4.- RMN "°C (75 MHz) del compuesto 60

Con la ayuda del experimento COSY se fue construyendo la estructura,
gracias a las conectividades observadas entre los protones continuos en la
molécula, (Figura 6.5). La asignacién comenzé con las sefiales que aparecen a
campos mas bajos, es decir, la de los dos protones de metileno olefinico H,-13, a
dy 6.07 y 6.24. Estos protones se correlacionan con la sefial de H-7 a &4 3.32 (ddd,
J=3.5,7.9y 10.4 Hz). A su vez, este protdn muestra conectividad con dos nuevas
senales, los protones H-6 a 84 4.20 (ddd, J=2.3,6.8 y 7.9 Hz) y H-8 a &, 4.06 (dd,
J=10.4 y 10.5 Hz). H-8 se correlaciona con el metileno H,-9 a 64 2.96 (H-9q, d, J
= 12.7 Hz) y 84 2.62 (H-9B, dd, J = 10.5 y 12.7 Hz). Este metileno muestra
conectividad con los protones del metileno olefinico H-14 a 64 5.13 y 5.38, los
cuales se correlacionan con el protén H-1 a 8 4.46 (dd, J = 5.1 y 5.7 Hz). H-1 nos
lleva a los protones metilénicos H,-2 a &4 1.78, 2.26 y éstos a los H,-3 a &4 2.35,
2.46, que muestran a su vez, correlacién con los protones correspondientes a otro
metileno olefinico, H>-15 a &y 4.95, 4.98. Este Ultimo metileno presenta
conectividad con la sefial de H-5 a 64 3.49 (sa) que se correlaciona a su vez con
H-6, que al mismo tiempo, ademas de mostrar conectividad con el protén de
alcohol OH-6 a 64 2.03 (d, J = 6.8 Hz), lo hace con H-7 y por tanto, le hemos dado
la vuelta a la molécula. Esto nos indica que se trata de un ciclo de 10 atomos de

carbono. Todas estas conexiones se muestran en rojo en la Figura 6.6.
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Figura 6.5.- COSY (400 MHz) del compuesto 60. Rodeadas mediante circulos
rojos se encuentran las conectividades que facilitaron la elucidacion estructural de
este metabolito
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Metabolitos aislados de Palythoa sp

Figura 6.6.- Conectividades observadas en el experimento COSY del compuesto
60, sefialadas mediante trazos de color rojo. Las flechas indican las conexiones a
larga distacia

Los protones fueron correlacionados con sus respectivos carbonos en el
experimento de HSQC (Figura 6.7). Asi, se observé que los protones H»-13 a 4
6.07 y 6.24 en el espectro de RMN 'H, pertenecen al carbono C-13, que aparece a
8¢ 121.4 en el espectro de RMN 3C. Lo mismo ocurre con los otros dos metilenos
olefinicos: C-14 a ¢ 117.6 y C-15 a &c 107.1. De la misma manera, fueron
asignados los desplazamientos para los tres metilenos: C-2 a ¢ 26.9, C-3 a d¢
28.1 y C-9 a 8¢ 42.8. Existen ademas cinco grupos metino, cuatro de los cuales
deben ser geminales a un oxigeno (C-1, C-6, C-8 y C-5), por los desplazamientos
que presentan. Por dultimo, los desplazamientos para los cuatro carbonos
cuaternarios de la molécula fueron establecidos mediante el espectro de RMN c
(Figura 6.4), asi como por las conectividades observadas en el experimento de
HMBC (Figura 6.8).

Fue efectivamente este experimento HMBC (Figura 6.8) el que nos ayudo
a completar la estructura de la molécula. No sélo se comprobaron los datos
arrojados por el COSY, sino que ademas se establecieron las conectividades con
los carbonos cuaternarios y se descubrié una nueva conexion: la existente entre
los carbonos C-1 y C-5 (sefialada mediante un circulo verde en la Figura 6.8), por

lo que se dedujo la existencia de un puente éter entre dichos carbonos. Las
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correlaciones establecidas en este experimento se muestran en la Figura 6.9. Por

tltimo, todos los datos de RMN de *C y 'H para el compuesto 60 estan recogidos

en la Tabla 6.1.
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Figura 6.7.- HSQC del compuesto 60
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Metabolitos aislados de Palythoa sp
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Figura 6.8.- HMBC del compuesto 60. Mediante circulos de color verde se sefialan
las conectividades que permitieron el establecimiento de un puente éter entre los
carbonos C-1y C-5. Con circulos de color rojo se muestran las correlaciones que

permitieron completar la estructura de este metabolito
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Figura 6.9.- Mediante enlaces y flechas de color azul, se muestran algunas
conectividades observadas en el experimento HMBC del compuesto 60. La flecha
verde indica la conexion mas significativa, entre C-1y H-5, y entre C-5 y H-1

Tabla 6.1.- Datos de RMN (CDCl;) para el compuesto 60

n°C s ¢ §'H Multiplicidad J (Hz)
1 75.4 4.46 dd 51,57
2 26.9 (o) 1.78 dddd 2.6,5.0,5.3,15.7
(B) 2.26 dddd 2.6,5.1,5.7,15.7
3 28.1 (o) 2.46 m
(B) 2.35 ddd 5.0,5.3,15.7
4 144.2 - - -
5 73.0 3.49 sa -
6 72.3 4.20 ddd 2.3,6.8,7.9
7 53.6 3.32 ddd 35,79 104
8 81.6 4.06 dd 10.4, 10.5
9 42.8 (0) 2.96 d 12.7
(B) 2.62 dd 10.5, 12.7
10 149.9 - - -
11 139.2 - - -
12 169.2 - - -
13 121.4 6.07 d 35
6.24 d 35
14 117.6 5.13 d 2.0
5.38 sa -
15 107.1 4.95 sa -
4.98 d 1.9
6-OH - 2.03 d 6.8
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Metabolitos aislados de Palythoa sp

En cuanto a la estereoquimica relativa de los centros quirales C-6, C-7 y
C-8, fue establecida en base a los datos extraidos de su experimento de ROESY,
que se muestran en la Figura 6.10. Asi, se observaron correlaciones entre el
protén H-6 con H-8 y con H-1, lo que los situa del mismo lado de la molécula (B).
Lo mismo ocurrié con los protones H-5 y H-7, que se encuentran en la cara a de la

molécula.

Figura 6.10.- Mediante flechas, se sefialan las conectividades mas significativas
observadas en el experimento ROESY del compuesto 60

Consultada la bibliografia, encontramos que Robinson y col. publicaron en
1986 el aislamiento e identificacion de un nuevo metabolito de Austroliabum
candidum,® cuyos datos espectroscopicos y actividad optica coinciden
plenamente con nuestro compuesto 60. En dicho articulo se publico ademas el
aislamiento e identificacion de otra sustancia con el mismo esqueleto de
germacranolido con puente éter, y donde la diferencia radica en la hidratacion del
doble enlace existente entre C-4 y C-15. Nosotros obtuvimos también el mismo
metabolito a partir de este mismo extracto de diclorometano de Palythoa sp, y en
la misma fraccién que el compuesto 60; se trata del compuesto 61 (Figura 6.11).
Sus datos de RMN de "*C y "H estan recogidos en la Tabla 6.2.

8 . Jakupovic, R. N. Baruah, F. Bohimann, R. M. King y H. Robinson, Planta Medica, 1986, 204.
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OH

15

Figura. 6.11.- Compuesto 61

Tabla 6.2.- Datos de RMN (CDCl3) para el compuesto 61

n°C s 3¢ 5'H Multiplicidad J (Hz)
1 77.8 4.44 m -
2 24.4 (o) 1.67 m -
(B) 2.05 m -
3 38.0 (o) 1.67 m -
(B) 2.05 m -
4 70.8 - - -
5 77.8 2.86 sa -
6 72.3 4.22 dd 8.4,10.3
7 54.8 3.21 ddd 3.5,9.5,10.3
8 81.8 4.10 dd 9.5, 12.4
9 42.0 (a) 2.45 dd 12.4,12.4
(B) 2.95 d 124
10 145.1 - - -
11 127.8 - - -
12 169.0 - - -
13 121.0 6.02 d 3.5
6.21 d 3.5
14 117.5 5.12 d 1.7
5.35 sa -
15 21.7 1.52 s -

128



Metabolitos aislados de Palythoa sp

Aislamos e identificamos ademas otras seis lactonas sesquiterpénicas con
esqueleto de germacrandlidos que eran idénticas en todo a compuestos
previamente encontrados en fuentes terrestres: tanachin (62) y su 1-cetoderivado
(63),%* anhidroartemorin (64),%° cis-trans-custunolido-14-acetato (65),%® tatridin A
(66)87’88 y chihuahuin (67).89 En general, tras revisar la bibliografia, no
encontramos una asignacion completa de las sefiales de RMN de 'H y de Bc para
las estructuras de estos metabolitos, por tanto y debido a que en nuestro
laboratorio se llevé a cabo un estudio exhaustivo de la espectroscopia de estos
compuestos, en las Tablas 6.3 y 6.4 se recogen los datos de RMN de ¢ y H,

para los metabolitos 62-67.

15

Tanachin (62)

OAc

cis-trans-
Custunolido-14-acetato (65)

Tatridin A (66) Chihuahuin (67)

8 F. Bohlmann, J. Jakupovic, M. Ahman y A. Schuster, Phytochemistry, 1983, 22, 1623.
® T. Geissman, Phytochemistry, 1970, 9, 2377.

% p_Kalsi, S. Khurana y K. K. Talwar, Phytochemistry, 1985, 24, 103.

* F. Shafizadeh y N. R. Bhadane, J. Org. Chem., 1972, 37, 274.

8 F. Shafizadeh y N. R Bhadane, Phytochemistry, 1973, 12, 857.

¥ W. Renold, H. Yoshioka y T. J. Mabry, Phytochemistry, 1970, 35, 4264.
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Tabla 6.3.- Datos de RMN (CDCI3) para los compuestos 62-64

Tanachin (62) 63 Anhidroartemorin (64)
n°’C  §5"c 5'H 5 °c 5'H 5 °c 5'H
1 70.4 3.84 203.0 - 204.9 -
2 31.2 (o) 2.17 36.5 2.55 35.3 2.54
(B) 2.05 3.28 3.16
3 344 (o) 2.11 35.9 2.41 38.3 2.36
(B) 2.26 2.55 2.54
4 136.0 - 136.8 - 143.0 -
5 131.6 5.05 131.9 5.08 125.3 5.09
6 715 4.28 70.1 4.16 81.2 4.33
7 51.9 2.83 50.2 2.74 49.9 2.54
8 79.0 3.97 76.5 3.96 28.1 2.54 (2H)
9 42.0 (o) 2.39 40.1 (o) 2.15 29.1 1.42
(B) 2.96 (B) 3.42 2.24
10 146.7 - 146.3 - 142.4 -
11 137.1 - 135.6 - 136.6 -
12 170.0 - 169.6 - 169.5 -
13 125.7 6.20 126.2 6.17 119.2 5.48
6.37 6.38 6.22
14 115.2 512 125.2 579 123.8 5.66
517 5.83 5.82
15 17.7 1.71 17.3 1.66 17.1 1.76
6- - 1.73
OH
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Metabolitos aislados de Palythoa sp

Tabla 6.4.- Datos de RMN (CDCI3) para los compuestos 65-67

cis-trans-Custunolide- Tatridin A (66) Chihuahuin (67)
14-acetato (65)
n°C §"°c &'H §°c §'H §°c &'H
1 97.6 6.00 35.2 (o) 2.30 35.3 (o) 2.30
() 1.93 (B) 1.91
2 31.2 1.79 27.2 (o) 1.74 27.3 (o) 1.76
2.15 (B) 2.00 (B) 2.03
3 37.2 2.31 (2H) 66.7 4.39 66.9 440
4 140.7 - 142.2 - 142.9 -
5 123.2 5.18 126.8 5.33 126.4 5.33
6 79.3 4.66 74.0 4.54 741 4.62
7 43.9 2.76 52.3 2.80 49.2 3.03
8 254 1.69 71.1 4.47 73.1 5.39
1.95
9 31.6 214 129.9 4.99 126.0 4.87
2.31
10 157.9 - 135.2 - 137.9 -
11 135.3 - 135.9 - 136.9 -
12 1701 - 169.3 - 169.1 -
13 118.9 5.46 123.6 6.21 122.9 5.75
6.19 6.31 6.29
14 87.1 4.09 15.6 1.78 15.6 1.90
4.20
15 16.6 1.83 16.7 1.83 16.7 1.83
16 169.6 - - - 169.8 -
(C=0)
17 211 2.09 - - 21.0 2.09
(Me-0O-)
3-OH - - - 1.47 - -
8-OH - - - 1.65 - -
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VI.3.2.B.- Derivados de eudesmanolido

El reynosin (68) fue el metabolito del que mayor cantidad se obtuvo (2.0
mg). Fue aislado como un sdlido amorfo de color blanquecino, y en el espectro de

IR muestra una banda caracteristica de la presencia de una y-lactona a 1768 cm™.

De la misma manera que el compuesto anterior, su estructura fue también
establecida gracias a los espectros de RMN, tanto mono como bidimensionales. El
espectro de RMN H (Figura 6.12) presenta sefiales similares a las observadas en
el compuesto 60, por lo que también puede tratarse de una lactona
sesquiterpénica. Sin embargo, en este caso, uno de los tres metilenos olefinicos
que poseia el compuesto anterior, H,-14, aparece aqui como metilo H3-14 a 6y
0.82. Ademas, existen solamente dos senales entre 3 y 4.5 ppm, correspondientes
a los protones H-1 a 6y 3.53 y H-6 a &4 4.03. En la zona de los metilenos aumenta
la densidad de sefales, con lo que se dificulta su asignacién, por tanto, deberemos
acudir a los experimentos bidimensionales para poder determinar la estructura de

esta molécula.

H.-13 [ H3-1|4

Hz-15 H-6

0.9696
1.0000
0.9498
0.9315
0.9421
0.9109
0.9638
1,1300%-
4703‘§:
.9644
2 C
_______§=
3.7807

T Ty

6 5 - 3 2 1

i
j

Figura 6.12.- RMN H (400 MHz) de reynosin (68)
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Metabolitos aislados de Palythoa sp

Nuevamente, se comenz6 asignando los protones con las sefales que
aparecen a campos mas bajos, es decir, las de los dos protones del metileno
olefinico Hx-13 a 84 5.42 y 6.09. En el experimento COSY (Figura 6.13), estos
protones se correlacionan con la sefal de H-7 a 6y 2.54 (ddd, J = 3.1, 10.9y 11.2
Hz). A su vez, este protdon muestra correlacion con H-6 a 8y 4.03 (dd, J = 109y
10.9 Hz) y con las dos sefiales correspondientes a los protones H,-8, a &4 2.09 (H-
8a, m) y oy 1.60 (H-8 B, m). H-6, se correlaciona con H-5 a 84 2.19 (d, J = 10.9 Hz),
el cual muestra conectividad con el otro metileno olefinico existente en la
molécula, H,-15, y cuyas sefales aparecen a 6y 4.87 (d, J = 1.0 Hz) y 64 4.99 (sa).
A su vez, los protones H»-15 muestran conectividad con el proton H-3a a 64 2.14
que nos lleva al H-3p a 8y 2.34 (ddd, J = 1.0, 5.1 y 13.8 Hz) y a los dos H,-2 a 64
1.85 y 1.57. Estos dos protones son los Unicos que muestran correlacion con la
sefal de H-1 a &4 3.53 (dd, J = 4.5 y 11.5 Hz). Dificilmente se aprecia conexion
entre los protones H>-8 y los H,-9, situados a 6y 1.36 (H-9a, ddd, J = 3.9, 13.1 y
13.1 Hz) y 64 2.10 (H-9B, m). A su vez, se observa una ligera correlacion entre H-
9a y los protones Hs;-14 pertenecientes al metilo situado a oy 0.82. A partir de aqui,
tendremos que acudir al experimento de HMBC para completar la estructura y
saber si se trata de un unico ciclo, de varios, o de una cadena lineal. En la Figura

6.14 se muestran en rojo las conectividades observadas en el experimento COSY.
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Figura 6.13.- COSY (400 MHz) de reynosin (68). Mediante circulos rojos se
sefalan las conectividades observadas mas representativas

OHQH

Figura 6.14.- Conectividades observadas para el reynosin (68) en el experimento
COSY, sefialadas mediante flechas y enlaces de color rojo
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Metabolitos aislados de Palythoa sp

El HSQC de este compuesto nos permitio establecer los desplazamientos

de once carbonos, como se muestra en la Figura 6.15.
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Figura 6.15.- HSQC (400 MHz) de reynosin (68)
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Los carbonos cuaternarios de la molécula, fueron definidos en base a las
conectividades observadas en el HMBC (Figura 6.16). Asi, en este experimento,
se aprecian correlaciones entre los protones del metileno olefinico H,-13 con el
carbono C-12 a 3¢ 170.5, y con el carbono C-11 a 8¢ 139.1. El otro metileno
olefinico de este compuesto, H,-15, nos permitio establecer el desplazamiento del
carbono C-4 a dc 142.3, gracias a la conexion existente entre ellos. El ultimo
carbono cuaternario de este metabolito, C-10, aparece a dc 42.9, pues existe
correlaciéon con los protones del metilo Hi-14. Estos protones a su vez, muestran
conectividades con los carbonos C-9, C-10, C-5 y C-1. El carbono C-10, por su
parte muestra ademas de con el metilo H;-14, conectividades con los protones H-5
y H>-9, por lo que debe ser el carbono cuaternario mediante el cual se unan C-9,
C-1 y C-5, asi como el metilo C-14. Este dato fue confirmado gracias a la
conectividad que ayudd a completar la estructura de la molécula, la existente entre
el carbono C-9 y el protén H-1 (sefialada mediante un circulo verde en la Figura
6.16). Todas estas correlaciones se muestran en la Figura 6.17, donde se muestra

la estructura para este compuesto que presenta un esqueleto de eudesmandlido.

Todos los datos de RMN de °C y 'H aparecen recogidos en la Tabla 6.5.

Figura 6.17.- Sefialadas mediante enlaces y flechas de color azul se muestran las
conectividades observadas en el experimento HMBC del reynosin (68)

136



Metabolitos aislados de Palythoa sp
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Figura 6.16.- HMBC (400 MHz) de reynosin (68). Se sefiala mediante un circulo
de color verde la conectividad mas significativa gracias a la cual se pudo
establecer la estructura de este metabolito
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Tabla 6.5.- Datos de RMN (CDCI;) para el reynosin (68)

n°C s ¢ 5'H Multiplicidad J (Hz)
1 78.1 3.53 dd 45,115
2 31.2 (o) 1.85 m -
(B) 1.57 m -
3 335 (o) 2.14 m -
(B) 2.34 ddd 1.0,5.1,13.8
4 142.3 - -
5 52.9 2.19 d 10.9
6 79.6 4.03 dd 10.9, 10.9
7 49 .4 2.54 ddd 3.1,10.9,11.2
8 214 (o) 2.09 m -
(B) 1.60 m -
9 35.5 (o) 1.36 ddd 3.9,13.1,13.1
(B) 2.10 m -
10 42.9 - - -
11 139.1 - - -
12 170.5 - - -
13 117.0 5.42 d 3.1
6.09 d 3.1
14 11.6 0.82 s -
15 110.1 4.87 d 1.0
4.99 sa -

Este compuesto habia sido aislado e identificado previamente como
reynosin (68)90 por Mabry y col. de Ambrosia confertiflora (Compositae) en 1970.
Con el mismo esqueleto obtuvimos en el mismo extracto de Palythoa sp, dos
nuevos compuestos que fueron identificados como santamarine (69), encontrado

9 aislado de

previamente también por Mabry y col.®, y 4-epi-arbusculin-A (70),
Frullania tamarisci subs. obscura (hepaticae), en 1975 por Aratani y col. Los datos
de RMN de "°C y 'H, tal y como los establecimos en nuestro laboratorio, para estos

dos compuestos, estan recogidos en la Tabla 6.6.

% H. Yoshioka, W. Renold, H. Fischer, A. Higo y T. J. Mabry, Phytochemistry, 1970, 9, 823.
Y. Asakawa, G. Ourisson y Y. Aratani, Tetrahedron Lett., 1975, 45, 3957.
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Santamarine (69) 4-epi-Arbusculin-A (70)

Tabla 6.6.- Datos de RMN (CDCl3) para santamarine (69) y 4-epi-arbusculin-A (70)

Santamarine (69) 4-epi-Arbusculin-A (70)
n°C §"°C &'H 8"°C &'H
1 75.0 3.68 78.3 3.46
2 32.8 (o) 1.97 28.5 (o) 1.64
(B) 2.40 (B) 1.76
3 21.2 5.35 38.0 (o) 1.64
(B) 1.81
4 133.1 - 71.9 -
5 51.2 2.35 57.1 1.86
6 81.2 3.95 80.8 412
7 51.0 2.50 50.7 2.60
8 21.2 (o) 2.10 22.0 (o) 2.02
() 1.67 () 1.57
9 34.4 () 1.31 39.1 (o) 1.30
(B) 2.06 (B) 2.01
10 40.5 - 421 -
11 138.5 - 138.9 -
12 170.6 - 171.3 -
13 116.7 5.41 118.0 5.46
6.08 6.13
14 11.0 0.88 13.9 0.98
15 23.2 1.84 24 .1 1.37
1-OH - 1.41 - -
4-OH - - - 3.09
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V1.3.2.C.- Nepthediol (71)

Un ultimo compuesto fue aislado de este extracto de diclorometano de la
especie marina Palythoa sp, el sesquiterpeno citotoxico nepthediol (71), cuyos
datos de RMN de "C y 'H se muestran en la Tabla 6.7. Este fue el unico de esta

serie de compuestos que habia sido previamente aislado de fuentes marinas, el

coral blando Nephthea sp,” en 1987, por Kyogoku y col.

Tabla 6.7.- Datos de RMN (CDCI3) para nepthediol (71)

n°C s *c §'H Multiplicidad J (Hz)
1 38.5 1.43 m -
1.84 m -
2 28.3 1.62 m -
1.93 m -
3 78.3 3.94 d 8.7
4 151.1 - -
5 28.2 1.82 m -
2.25 dd 12.0, 12.8
6 29.5 1.55 m -
1.96 m -
7 497 1.87 m -
8 130.0 5.30 dd 9.5,10.2
9 137.4 5.22 d 10.2
10 72.3 - - -
1 32.3 1.50 dd 6.7, 6.7
12 20.6 0.89 d 6.7
13 20.5 0.84 d 6.7
14 23.9 1.27 s -
15 111.4 4.90 s -
5.13 s .

2| Kitagawa, Z. Cui, B. W. Son, M. Kobayashi y Y. Kyogoku, Chem.
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Nepthediol (71)

La presencia de sesquiterpenos guaiano o eudesmano es normal en
celentéreos, sin embargo, éste es el primer caso de lactonas sesquiterpénicas
aisladas de un organismo de esta clase, idénticas en todo a conocidos metabolitos
de origen terrestre. Se ha sugerido que los invertebrados marinos poseen un
elevado porcentaje de productos naturales, pertenecientes a una gran variedad de
simbiontes asociados a ellos, lo que significa que dichos simbiontes podrian ser
realmente los responsables de su produccién. Las interacciones entre huéspedes
y simbiontes son poco entendidas en general, por lo que seria necesaria una
investigacion exhaustiva con el fin de entender estos sistemas biolégicos, asi

como el origen real y la funcion de estos metabolitos secundarios.

141



V1.4.- PARTE EXPERIMENTAL

V1.4.1.- TECNICAS EXPERIMENTALES GENERALES

VI.4.1.A.- Resonancia magnética nuclear

Para la realizacion de los experimentos de RMN, los productos fueron
disueltos en CDCI3, usando TMS como referencia interna. Dichos espectros, tanto
de "H como de *C, fueron realizados en espectrémetros BRUKER® AVANCE 300
y 400 MHz segun las necesidades. Se utilizaron los programas 'H, '°C, COSY,
HMBC, HSQC y ROESY, que fueron suministrados por la casa BRUKER®. Los
datos de adquisicion obtenidos en el espectrometro fueron procesados usando el
programa XWIN-NMR.

V1.4.1.B.- Infrarrojo

Los espectros de IR fueron realizados usando el producto seco en células
de NaCl de 4 mm. Se utilizé un espectrofotdémetro BRUKER®, modelo IFS 55
(F.T.LR.).

V1.4.1.C.- Rotacidn dptica
Las determinaciones de las actividades opticas se realizaron en un
polarimetro PERKIN-ELMER®, modelo 241, a 25 °C, usando la linea D del sodio y

en disolucion de cloroformo seco, usando células de 1mL.

V1.4.1.D.- Cromatografia de gel-filtracion

Para este tipo de cromatografia se us6 como soporte Sephadex LH-20, de
PHARMACIA FINE CHEMICALS®, y las columnas se montaron siguiendo las
instrucciones del fabricante. La mezcla de eluyente utilizada fue

cloroformo:metanol:n-hexano (1:1:2).
V1.4.1.E.- Cromatografia en columna

Las cromatografias de los productos se llevaron a cabo en columnas
preempaquetadas LOBAR® GROBE B (310-25) LICHROPREP RP 18 (40-63 um)

142



Palythoa sp. Parte experimental

de la casa MERCK® y bombas de media presién de la casa FLUID METERING®,
modelo RP-SY.

VI1.4.1.F.- Cromatografia HPLC

En este tipo de cromatografia se utiliz6 un sistema de HPLC compuesto
por una bomba HPLC LKB®, modelo 2248, con una columna p-Porasil (D.l. 1.9 cm,
longitud 15 cm ) usando un detector de fotodiodo 2MD RAPID SPECTRAL, LKB®.

V1.4.1.G.- Cromatografia en capa fina
La evolucion de las cromatografias en columna se siguid mediante
cromatografia en capa fina con placas de la casa MERCK®, tipo TLC AL, silica gel

60 F,54. Para el revelado se siguieron diversos procedimientos:

a) Pulverizaciéon sobre la placa de una disolucion de H,SO4:H,O:AcOH
(1:4:20) y posterior calentamiento a 140 °C.

b) Pulverizaciéon sobre la placa de una disolucion de vainillina (3 g):
AcOH (40 mL): H,SO, (30 mL): EtOH (450 mL) y posterior
calentamiento a 140 °C.

¢) Visualizacion de la placa a la exposicion de luz UV (360 nm).

Las placas fueron eluidas, generalmente, en sistemas formados por

mezclas de n-hexano:acetato de etilo.

VI.4.2.- RECOLECCION Y EXTRACCION DEL CELENTEREO
PALYTHOA SP

La recoleccion del celentéreo fue llevada a cabo en el Caleton Blanco,
Orzola, en la isla de Lanzarote, durante el mes de octubre de 2000. La recoleccién
se realiz6 a mano durante la bajamar, tras la cual se congelé la muestra hasta que
pudo ser llevada a nuestro laboratorio, donde fue macerada a temperatura

ambiente con acetona hasta agotamiento. La evaporacion del disolvente procuré
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un extracto pardo de 60 g. A continuacion se repiti6 el proceso con metanol,

también a temperatura ambiente. Este extracto de 15 g era de color verde oscuro.

Por ultimo, el celentéreo doblemente extraido, se
secO al aire y se triturd. La dltima extraccion se
llevd a cabo en un soxhlet (Figura 6.18) con
diclorometano, de donde se obtuvo un extracto

amarillento de 250 mg tras evaporacion.

Figura 6.18.- Palythoa sp triturada, extrayéndose
con diclorometano en un sistema soxhlet

V1.4.3.- MARCHA CROMATOGRAFICA DEL EXTRACTO Y DATOS
FiSICOS DE LOS COMPUESTOS

El extracto de diclorometano presentd una actividad citotoxica notable
(ICs0 0.02 pg/mL), muy superior a las observadas en los demas extractos, y por

tanto, fue el elegido como objeto de estudio.

Los 250 mg de extracto fueron cromatografiados dando lugar a ocho
fracciones, en una columna de Sephadex LH-20 de 1 cm de D.I. x 40 cm de
longitud, que se prepar6 dejando en maceracién con metanol durante un dia, 60 g
de fase estacionaria. La columna se estabilizé con el eluyente que se utilizaria

como fase movil, cloroformo:metanol:n-hexano (1:1:2).

Después de la evaporaciéon del disolvente, los residuos obtenidos de las
fracciones 7 y 8, se cromatografiaron cada uno de ellos en una columna de fase
reversa Lobar Lichroprep RP 18, usando como eluyente en ambos casos la
mezcla MeOH:H,0 (17:3).
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Palythoa sp. Parte experimental

Para la purificacion de los compuestos se utilizd en todos los casos

cromatografia HPLC, con columna p-Porasil de gel de silice usando como eluyente

distintas proporciones de la mezcla AcOEt:n-Hex segun las necesidades. Como

resultado de estas cromatografias se obtuvo una serie de doce sesquiterpenos con

distintos esqueletos carbonados (60-71).

83-92

En el Esquema 6.1 se muestra el esquema cromatografico seguido.

Extracto diclonometano
(250 mg)

Saphades

LH-O

WD HIZHC L He 1 (1112

L 3 T J
Fracciones Fraccion 7 Fraccion 8
1-6 (37 mg) (43 mag)
Lobar Lh: hoprep RP 18 Lobar Lh: hnoprep RP 18
MeQHH O (T MO HHD A3
T ¥
3 T r
A (13 ma) B (4 mag) C (4mg)
HPLC, sl HBLE, slike HBLE, sk r r r
S0 EERHe 3T .ﬂ.cDEtlHex(‘l:U“ A0 EERHR LT D (7 ma) E(24mg) F(3ma)
Cis<trans-Custunolido- !
14-acetato (65) (0.6 HRLZ, e HPLZ, 1l
acetato (65) (0.6 ma) Hephthediol me:inex@;ﬁ AEOEERHRE (1T
¥ (715 (0.2 mg) i
Anhidroatemorin Tanachin
(645 (0.2 rmg)
(62 (0.7 rmug)
Chihuahuain| | Santamarine
(BT (0.6 mg)| | (69 (0.7 mg)
HPLZ, s 1k
S0 EEHeE (D)
HPLZ, £k 1 HPLZ, £1lke
1 SO EENHRY (301 SO EE Ve (12T
r
Jepi-Arbusculin A ' (%3 !
(70 (1.0 rmag) (0.6 may)
L b L
Tatridin & 61 1] Reynosin
(66 (0.3 gl [ (0.9 mg) (1.2mg) | |(6E) (2.0 mg)

Esquema 6.1.- Esquema cromatografico del extracto de diclorometano de
Palythoa sp.
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[]?® = +60.0 (¢ 0.12, CHCl5)
IR vmax: 3457, 2918, 2850, 1762, 1661, 1436 cm”™

RMN "*C y RMN 'H (CDCly):

DATOS FiSICOS Y ESPECTROSCOPICOS DE 60

n°C s *c §'H Multiplicidad J (Hz)
1 75.4 4.46 dd 51,57
2 26.9 (o) 1.78 dddd 2.6,5.0,5.3,15.7
(B) 2.26 dddd 2.6,5.1,5.7,15.7
3 28.1 (o) 2.46 m
(B) 2.35 ddd 5.0,5.3,15.7
4 144.2 - - -
5 73.0 3.49 sa
6 72.3 4.20 ddd 2.3,6.8,7.9
7 53.6 3.32 ddd 3.5,7.9,104
8 81.6 4.06 dd 10.4, 10.5
9 42.8 (o) 2.96 d 12.7
(B) 2.62 dd 10.5, 12.7
10 149.9 - - -
1 139.2 - - -
12 169.2 - - -
13 121.4 6.07 d 3.5
6.24 d 3.5
14 117.6 5.13 d 2.0
5.38 sa -
15 107 .1 4.95 sa -
4.98 d 1.9
6-OH - 2.03 d 6.8
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Palythoa sp. Parte experimental

DATOS FiSICOS Y ESPECTROSCOPICOS DE 61

[a]?® = -12.2 (¢ 0.09, CHCls)
IR vimax: 3362, 2921, 2851, 1766, 1660, 1455 cm”’

RMN "*C y RMN 'H (CDCly):

n°C s *c 5'H Multiplicidad J (Hz)
1 77.8 4.44 m -
2 24.4 (o) 1.67 m -
(B) 2.05 m -
3 38.0 (o) 1.67 m -
(B) 2.05 m -
4 70.8 - - -
5 77.8 2.86 sa -
6 72.3 4.22 dd 8.4,10.3
7 54.8 3.21 ddd 3.5,9.5,10.3
8 81.8 4.10 dd 9.5, 12.4
9 42.0 (o) 2.45 dd 12.4,12.4
(B) 2.95 d 124
10 145.1 - - -
11 127.8 - - -
12 169.0 - - -
13 121.0 6.02 d 3.5
6.21 d 3.5
14 117.5 5.12 d 1.7
5.35 sa -
15 21.7 1.52 s -
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DATOS FiSICOS Y ESPECTROSCOPICOS DE TANACHIN (62)

OH
[a]®® = 0 (¢ 0.07, CHCI5)

IR vmax: 3390, 2925, 2855, 1756, 1659, 1446 cm’ ]
RMN 3C y RMN 'H (CDCls): 15 OH
n°C 5 %c 5'H Multiplicidad J (Hz)
1 70.4 3.84 m -
2 31.2 () 2.17 m .
(B) 2.05 ddd 3.8,8.8,88
3 344 (o) 2.11 m -
(B) 2.26 ddd 3.3,5.5,8.8
4 136.0 ] ; .
5 131.6 5.05 d 10.0
6 71.5 4.28 ddd 3.3,10.0, 10.0
7 51.9 2.83 ddd 3.0, 6.5,10.0
8 79.0 3.97 m -
9 42.0 (ar) 2.39 dd 10.3, 14.0
(B) 2.96 d 14.0
10 146.7 ] ; -
11 137.1 ; ] .
12 170.0 - ; .
13 125.7 6.20 d 3.0
6.37 d 3.0
14 115.2 5.12 sa -
5.17 sa -
15 17.7 1.71 s -
6-OH - 1.73 d 3.3
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Palythoa sp. Parte experimental

DATOS FiSICOS Y ESPECTROSCOPICOS DE 63

[a]®® = -23.3 (¢ 0.06, CHCl5)

IR Vmax: 3444, 2922, 2851, 1758, 1672, 1443 cm”’

RMN "*C y RMN 'H (CDCly):

n°C 5 %c 5'H Multiplicidad J (Hz)
1 203.0 - - -
2 36.5 2.55 m -
3.28 ddd 54,54,86
3 35.9 2.41 ddd 5.4,5.6,8.6
2.55 m -
4 136.8 - - -
5 131.9 5.08 d 10.3
6 70.1 4.16 ddd 3.0,10.3, 10.3
7 50.2 2.74 ddd 2.0,9.7,10.3-
8 76.5 3.96 m -
9 40.1 (0) 2.15 dd 117,117
(B) 3.42 d 11.7
10 146.3 - - -
1 135.6 - - -
12 169.6 - - -
13 126.2 6.17 d 2.0
6.38 d 2.0
14 125.2 5.79 d 1.8
5.83 sa -
15 17.3 1.66 s -
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DATOS FiSICOS Y ESPECTROSCOPICOS DE ANHIDROARTEMORIN (64)

[Od25 =+60.0 (¢ 0.02, CHCI3)
IR Vmax: 2924, 2852, 1765,1712, 1668, 1454 cm’’

RMN "*C y RMN 'H (CDCly):

n°C s °c 5'H Multiplicidad J (Hz)
1 204.9 - - -
2 35.3 2.54 m -
3.16 m -
3 38.3 2.36 ddd 2.9,87,9.3
2.54 m -
4 143.0 - - -
5 125.3 5.09 d 10.0
6 81.2 4.33 dd 9.7,10.0
7 49.9 2.54 m -
8 28.1 2.54 (2H) m -
9 29.1 1.42 m -
2.24 m -
10 142.4 - - -
11 136.6 - - -
12 169.5 - - -
13 119.2 5.48 d 3.5
6.22 d 3.5
14 123.8 5.66 s -
5.82 s -
15 171 1.76 s -
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Palythoa sp. Parte experimental

DATOS FiSICOS Y ESPECTROSCOPICOS DE CIS-TRANS-CUSTUNOLIDO-14-
ACETATO (65)

[Od25 = +38.3 (¢ 0.06, CHCls3)
IR vimax: 2925, 2852, 2360, 1766, 1667, 1445 cm”’

RMN "*C y RMN 'H (CDCly):

n°C s °c 5'H Multiplicidad J (Hz)

1 97.6 6.00 d 9.2

2 31.2 1.79 m -
2.15 m -

3 37.2 2.31 (2H) m -

4 140.7 - - -

5 123.2 5.18 d 9.5

6 79.3 4.66 dd 9.5,9.5

7 43.9 2.76 dddd 3.2,5.8,5.9,95

8 25.4 1.69 m -
1.95 m -

9 31.6 2.14 m -
2.31 m -

10 157.9 - - -

11 135.3 - - -

12 170.1 - - -

13 118.9 5.46 d 3.2
6.19 d 3.2

14 87.1 4.09 d 3.0
4.20 d 3.0

15 16.6 1.83 s -

16 (C=0) 169.6 - - -
17 (Me-0-) 21.1 2.09 s -
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DATOS FiSICOS Y ESPECTROSCOPICOS DE TATRIDIN A (66)

[a]®® = -33.3 (¢ 0.03, CHCl5)

IR vmax: 3363, 2918, 2849, 2360, 1759, 1666 cm”’

RMN "*C y RMN 'H (CDCly):

n°C s *c 5 'H Multiplicidad J (H2)
1 35.2 (o) 2.30 dd 6.1,11.6
(B) 1.93 dd 6.1,11.6
2 27.2 (a) 1.74 m -
(B) 2.00 dd 6.2, 12.0
3 66.7 4.39 m -
4 142.2 - - -
5 126.8 5.33 d 10.2
6 74.0 4.54 dd 9.4,10.2
7 52.3 2.80 ddd 3.1,9.4,10.3
8 71.1 4.47 dd 3.4,10.3
9 129.9 4.99 d 10.3
10 135.2 - - -
11 135.9 - - -
12 169.3 - - -
13 123.6 6.21 d 3.1
6.31 d 3.1
14 15.6 1.78 s -
15 16.7 1.83 s -
3-OH - 1.47 d 3.0
8-OH - 1.65 d 3.4
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Palythoa sp. Parte experimental

DATOS FiSICOS Y ESPECTROSCOPICOS DE CHIHUAHUIN (67)

[a]®® = -26.7 (c 0.06, CHCl5)

IR Vmax: 3374, 2918, 2850, 1771, 1667, 1438 cm”’

RMN "*C y RMN 'H (CDCly):

n°C s ¢ 5'H Multiplicidad J (Hz)
1 35.3 (0) 2.30 dd 6.7,12.3
(B) 1.91 m -
2 27.3 (o) 1.76 dd 6.7, 12.1
(B) 2.03 dd 6.7, 12.1
3 66.9 4.40 m -
4 142.9 - - -
5 126.4 5.33 d 9.7
6 74.1 4.62 dd 9.4,97
7 49.2 3.03 dd 9.4,9.9
8 73.1 5.39 dd 9.9,10.6
9 126.0 4.87 d 10.6
10 137.9 - - -
11 136.9 - - -
12 169.1 - - -
13 122.9 5.75 d 3.3
6.29 d 3.3
14 15.6 1.90 s -
15 16.7 1.83 s -
16 (C=0) 169.8 - - -
17 (Me-O-) 21.0 2.09 s -
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DATOS FiSICOS Y ESPECTROSCOPICOS DE REYNOSIN (68)

[a]*® = +82.0 (¢ 0.20, CHClI3)
IR vimax: 3454, 2928, 2851, 1768, 1460, 1413 cm™

RMN "*C y RMN 'H (CDCly):

n°C s *c 5'™H Multiplicidad J (Hz)
1 78.1 3.53 dd 45,11.5
2 31.2 (o) 1.85 m -
(B) 1.57 m -
3 33.5 (o) 2.14 m -
(B) 2.34 ddd 1.0,5.1,13.8
4 142.3 - - -
5 52.9 2.19 d 10.9
6 79.6 4.03 dd 10.9, 10.9
7 49.4 2.54 ddd 3.1,10.9,11.2
8 21.4 (o) 2.09 m -
(B) 1.60 m -
9 35.5 (o) 1.36 ddd 3.9, 13.1, 13.1
(B) 2.10 m -
10 429 - - -
1 139.1 - - -
12 170.5 - - -
13 117.0 5.42 d 3.1
6.09 d 3.1
14 11.6 0.82 S -
15 110.1 4.87 d 1.0
4.99 sa -
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Palythoa sp. Parte experimental

DATOS FiSICOS Y ESPECTROSCOPICOS DE SANTAMARINE (69)

[a]®® = +68.6 (c 0.07, CHCl3)

IR vmax: 3347, 2918, 2848, 1762, 1439, 1412 cm”’

RMN "*C y RMN 'H (CDCly):

n°C 5 3c &' Multiplicidad J (Hz)
1 75.0 3.68 ddd 5.0, 6.0, 10.0
2 32.8 (o) 1.97 m -
(B) 2.40 m -
3 21.2 5.35 d 2.7
4 133.1 ; - ]
5 51.2 2.35 d 11.0
6 81.2 3.95 dd 11.0, 11.0
7 51.0 2.50 ddd 3.2,11.0, 12.8
8 21.2 () 2.10 dddd 3.9,3.9, 6.4, 12.9
(B) 1.67 dddd 3.4,12.8,12.8,12.9
9 34.4 (o) 1.31 ddd 3.9,12.9, 12.9
(B) 2.06 ddd 4.0,6.4,12.9
10 40.5 - - -
11 138.5 - - -
12 170.6 - - -
13 116.7 5.41 d 3.2
6.08 d 3.2
14 11.0 0.88 s -
15 23.2 1.84 s -
1-OH - 1.41 d 5.0

155



DATOS FiSICOS Y ESPECTROSCOPICOS DE 4-EPI-ARBUSCULIN A (70)

[0]? = +15.0 (c 0.10, CHCl3)
IR vmax: 3418, 2931, 2871, 1769, 1460, 1411 cm™!

RMN "*C y RMN "H (CDCly):

n°C 8 °C §'H Multiplicidad J (Hz)
1 78.3 3.46 m -
2 28.5 (o) 1.64 m -
(B) 1.76 dd 5.3,12.0
3 38.0 (o) 1.64 m -
(B) 1.81 dd 3.0,12.0
4 71.9 - - -
5 57.1 1.86 d 115
6 80.8 4.12 dd 11.5,11.5
7 50.7 2.60 dddd 3.1,3.3,11.5,115
8 22.0 (o) 2.02 ddd 3.3,11.5,13.0
(B) 1.57 m -
9 39.1 (o) 1.30 m -
(B) 2.01 ddd 3.3,3.3,13.0
10 421 - - -
11 138.9 - - -
12 171.3 - - ]
13 118.0 5.46 d 3.1
6.13 d 3.1
14 13.9 0.98 s -
15 24.1 1.37 s -
4-OH - 3.09 s -
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Palythoa sp. Parte experimental

DATOS FiSICOS Y ESPECTROSCOPICOS DE NEPHTEDIOL (71)

'—.__OH

[a]®® = -70.0 (¢ 0.02, CHCl5)

IR vmax: 3314, 2927, 2869, 1723, 1670, 1454 cm”’

RMN "*C y RMN 'H (CDCly):

n°C s 3¢ §'H Multiplicidad J (Hz)
1 38.5 1.43 m -
1.84 m -
2 28.3 1.62 m -
1.93 m -
3 78.3 3.94 d 8.7
4 151.1 - - -
5 28.2 1.82 m -
2.25 dd 12.0, 12.8
6 29.5 1.55 m -
1.96 m -
7 49.7 1.87 m -
8 130.0 5.30 dd 9.5, 10.2
9 137.4 5.22 d 10.2
10 723 - - -
11 32.3 1.50 dd 6.7,6.7
12 20.6 0.89 d 6.7
13 20.5 0.84 d 6.7
14 23.9 1.27 s -
15 111.4 4.90 s -
5.13 s -
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CONCLUSIONES

1. De un cultivo a gran escala del dinoflagelado Prorocentrum lima, llevado a
cabo en nuestro laboratorio, se aislan e identifican 7 nuevos metabolitos:
2’ 4-dimetilen-pental okadaato (DTX6, 41), norokadanona (42), metil
okadaato (43), 3’-hidroxi-2’-metilen-propil okadaato (44), 5-hidroxi-2’-
metilen-penta-3’-enil okadaato (45), 5’,7’-dihidroxi-2’,4’-dimetilen-heptil
okadaato (46) y 5’-hidroperoxi-7’-hidroxi-2’,4’-dimetilen-heptil okadaato
(47); ademas de acido okadaico (AO, 1), dinofisistoxina-1 (DTX1, 2), y
varios ésteres ya conocidos: 7’-hidroxi-4’-metil-2’-metilen-hepta-4’-enil
okadaato (13), 7’-hidroxi-2’-metil-hepta-2’,4’-dienil okadaato (11) y 7’-
hidroxi-2’,4’-dimetil-hepta-2’,4’-dienil okadaato (12).

2. Debido a la importancia que las técnicas de cromatografia liquida
asociada a espectrometria de masas estan alcanzando en el analisis de
toxinas en fitoplancton y mariscos, logrando niveles de deteccion de parte
por billon, a los ésteres obtenidos en este cultivo, tanto los compuestos
11-13 como aquellos aislados por primera vez, 41-47, se les realizd
espectros de LC-MS, estableciéndose las condiciones experimentales

para la deteccion de estas toxinas en muestras contaminadas.

3. Se realiza mediante el célculo de coeficientes de difusién, D, un estudio
estructural de una especie denominada DTX1C frente a la toxina DTX1,
ambas sustancias obtenidas en la cromatografia del extracto acetonico del
Prorocentrum lima. El analisis de los datos sefiala que la DTX1C es el
resultado de una mezcla de distintos estados de asociacion de la DTX1,
en una proporcién de agregacion superior a la observada en estudios

precedentes con el AO.

4. Todos los intentos de obtener un monocristal para la realizacién de
estudios de rayos X con complejos de acido okadaico tanto con sales de

potasio como de plata, resultan infructuosos.



Se lleva a cabo un estudio de difraccion de rayos X con el acido okadaico,
siendo el primero que se realiza con este poliéter sin derivatizar o asociar
a proteinas. De dicho estudio se puede concluir que la disposicion
espacial que adoptan las moléculas en la red cristalina es muy compleja,
donde cada molécula esta unida mediante puentes de hidrégeno a otras
cinco unidades de AO, y que esta disposiciébn es muy semejante a la
propuesta realizada por nuestro grupo de investigacion sobre el modelo de
complejo del AO con K, en las que las unidades del AO se encuentran
enfrentadas por las cavidades formadas por los fragmentos C-1-C-26,
mientras que el resto de la cadenas carbonadas se encuentran extendidas

en el espacio y orientadas en sentidos opuestos.

Se estudia el extracto diclorometanico obtenido a partir de especimenes
del celentéreo Palythoa sp recolectados en una colonia existente en
Orzola (Lanzarote), aislandose doce sesquiterpenos con distintos
esqueletos carbonados. Ademas del compuesto citotdxico nepthediol (71),
aislado previamente de fuente marina, del coral blando Nephthea sp, se
identificaron una serie de lactonas sesquiterpénicas tipicas de fuentes
terrestres; ocho germacrandlidas: dos ejemplos con puentes éter (60 y
61), tanichin (62) y su 1-cetoderivado 63, anhidroartemorin (64), cis-trans-
custonolido-14-acetato (65), tatridrin A (66) y chihuahuin (67); asi como
tres eudesmandlidas: reynosin (68), santamarine (69) y 4-epi-arbusculin-A
(70). Aunque la presencia de sesquiterpenos de esqueleto guaiano o
eudesmano no es inusual en celentéreos, si lo es el aislamiento de
lactonas sesquiterpénicas a partir de este tipo de organismos, por lo que
no deja de ser sorprendente que resultasen ser idénticas a las aisladas de

fuentes terrestres.
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