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I. POLIETERES DE ORIGEN MARINO DERIVADOS DEL ESCUALENO

I.1. INTRODUCCION

En los ultimos treinta afos, con los avances tecnologicos, la investigacion de
compuestos bioactivos a partir de plantas y microorganismos terrestres se ha visto
equiparada por aquella que encuentra en el mar una fuente inagotable de metabolitos
con una gran diversidad estructural sumada a una potente actividad farmacologica.
Esto ha llevado a que la investigacion en el campo de los productos naturales de origen

marino se haya convertido en un area de estudio prioritaria.

Uno de los grupos mas interesantes es el formado por los compuestos de
naturaleza polietérea, los cuales, desde el punto de vista estructural, presentan una gran
diversidad en el tamafio de los anillos, y desde el punto de vista bioldgico, exhiben
potentes actividades. Sus origenes biogenéticos se encuentran en los acidos grasos o
como derivados del escualeno los de naturaleza terpénica. Esta revision bibliogréafica
esta dedicada a este segundo grupo, y pretende ofrecer una visiéon general sobre su
aislamiento y determinacion estructural, explicar a grandes rasgos las sintesis quimicas
realizadas, y resumir la investigacion acerca de sus actividades bioldgicas. Estos
metabolitos han sido identificados en algas rojas del género Laurencia y en esponjas
principalmente de la familia Axinellidae." Todos los poliéteres triterpénicos conocidos
hasta el momento aislados de algas o esponjas, son poliéteres derivados del escualeno
que en la mayoria de los casos estan formados por dos sistemas de anillos separados,

los cuales dan lugar a series caracteristicas de compuestos.

El presente capitulo estd por tanto estructurado en dos partes para poder
relacionar debidamente las estructuras quimicas en cada grupo, la primera dedicada a

los poliéteres aislados de algas y la segunda a los aislados a partir de esponjas.



1.2. POLIETERES TRITERPENICOS DE ALGAS

L.2.1. Aislamiento y determinacion estructural

Las algas rojas del género Laurencia (Rhodomelaceae) son conocidas por
producir interesantes metabolitos secundarios. Este interés estd justificado por el
elevado niimero y variedad de los esqueletos encontrados. Sin duda, esta diversidad es
consecuencia de una de sus principales caracteristicas, la naturaleza halogenada de
estas sustancias, que le permite sufrir facilmente procesos intramoleculares que alteran

sus estructuras.

Los metabolitos secundarios caracteristicos de Laurencia pueden dividirse en
dos grupos de acuerdo a su origen biogenético: no terpénicos y te1‘pé11icos.2’3’4 El
primer gran grupo de metabolitos aislados de esta alga estd formado por las
acetogeninas C-15 no terpénicas derivadas del metabolismo de los 4cidos grasos. En el
grupo de los terpenos, los sesquiterpenos son los mas abundantes habiéndose
encontrado en gran numero y diversidad estructural, mientras, el nimero de ejemplos

de diterpenos y triterpenos es sensiblemente menor.

Los triterpenos polioxigenados aislados de Laurencia pueden clasificarse, de

acuerdo con sus caracteristicas estructurales, en tres grandes grupos:

e Compuestos que poseen un sistema de anillos dioxabiciclo[4.4.0]decano
o Compuestos que poseen un sistema de anillos dioxabiciclo[5.4.0]Jundecano

e Compuestos con elementos de simetria

'1.]. Fernandez, M. L. Souto y M. Norte, Nat. Prod. Rep., 2000, /7, 135.

2 R. E. Moore, Algal Nonisoprenoid, Marine Natural Products, Chemical and Biological
Perspectives, Vol 1, ed. P. J. Scheuer, Academic Press, 1978, p. 43.

3 J. D. Martin y J. Darias, Algal Sequiterpenoid, Marine Natural Products, Chemical and Biological
Perspectives, Vol.1,ed.P.J. Scheuer, Academic Press, 1978, p. 125.

4 K. L. Erickson, Constituents of Laurencia, Marine Natural Products, Chemical and Biological
Perspectives, Vol. 5, ed. P. J. Scheuer, Academic Press, 1983, p. 13.



1.2.1.1. Compuestos que poseen un sistema de anillo dioxabiciclo[4.4.0]decano

El primer ejemplo de poliéter triterpénico de origen marino derivado del
escualeno con un sistema dioxabiciclo[4.4.0]decano en los anillos B-C, fue aislado de
la Laurencia thyrsifera recolectada en Nueva Zelanda por Blunt y col. Para este
metabolito altamente oxigenado, el tirsiferol, fue propuesta la estructura 1 mediante
estudios de difraccion de rayos X de su acetato 2, aunque la configuracion absoluta no
fue definida.>® Se realizaron unos pocos ensayos biologicos con los extractos crudos
de estos compuestos no presentando ningun tipo de inhibicién de crecimiento frente a
cultivos de microorganismos tales como Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus,

Pseudomonas aeruginosa, Aspergillus niger 'y Saccharomyces cerevisiae.

El segundo ejemplo de esta serie, el dehidrotirsiferol 3 (DHT), fue identificado
seis afios después en especies de L. pinnatifida recolectada en las Islas Canarias.” Su
estructura, que presenta un doble enlace entre los carbonos C-15-C-28, fue confirmada

en base a las correlaciones quimicas que permitieron su transformacion en tirsiferol 1.

Un nuevo éter ciclico, el 23-acetato de tirsiferilo 4 (TA), fue aislado de L.
obtusa recolectada en la Isla de Teuri, en Japon. Su estructura fue determinada
mediante su correspondiente hidrolisis a tirsiferol 1.* Debido a que el extracto crudo
presentd una potente actividad citotoxica (EDs;=1.8 pg/mL) frente a células de
neoplasma linfoide de raton P-388, el compuesto puro y los acetatos 2 y 5, una vez
aislados e identificados, fueron también evaluados. El compuesto 4 resultd ser el més

potente, presentando un EDsy=0.3 ng/mL (Tabla 1). ’

5 J. W. Blunt, T. J. Hartshorn, T. J. McLennan, M. H. G. Munro, W. T. Robinson y S. C. Yorke,
Tetrahedron Lett., 1978, 69.

J. W. Blunt, J. D. McCombs, M. H. G. Munro y F. N. Thomas, Magn. Reson. Chem., 1989, 27, 792.

"A. G. Gonzélez, J. M. Arteaga, J. J. Fernandez, J. D. Martin, M. Norte y J. Z. Ruano, Tetrahedron,
1984, 14, 2751.

8 T. Susuki, M. Susuki, A. Furusaki, T. Matsumoto, A. Kato, Y. Imanaka y E. Kurosawa, Tetrahedron
Lett., 1985, 26, 1329.

° T. Susuki, M. Takeda, M. Susuki, E. Kurosawa, A. Furusaki, T. Matsumoto, Y. Imanaka y A. Kato,
28" Symposium on the Chemistry of Natural Products, Symposium Papers, Sendai, 1986, p. 215.



Tirsiferol R1=R,=H

18-Acetato de tirsiferilo Ri=H; R,=Ac
23-Acetato de tirsiferilo Ri=Ac; R=H
23,18-Diacetato de tirsiferilo R1=R;=Ac

INIBIN =

A2 Dehidrotirsiferol Ri=R;=H
A"? 15.(28)-Diacetato de anhidrotirsiferilo Ri=R;=Ac
A'5'® 15.Diacetato de anhidrotirsiferilo R1=R.=Ac

100 IN W

1528 Magireol B
1918 Magireol C

13 Isodehidrotirsiferol



A">? Dehidrovenustatriol 20 16-Hidroxidehidrotirsiferol
A

17
18 A" 15, 16-Dehidrovenustatriol

El venustatriol 6 fue el siguiente compuesto descrito. Este fue aislado de
extractos de L. venusta que mostraban una importante actividad frente a los virus de la
estomatitis vesicular (VSV) y herpes simple tipo 1 (HSV-1)."" Su estructura y la
configuracion absoluta de los diez centros quirales presentes en la molécula, fueron
determinadas mediante estudios de difraccion de rayos X, lo que permiti6é también la
correcta asignacion del tirsiferol 1. Ambas moléculas presentan la misma
configuracion en los centros asimétricos 3R, 6S, 7R, 10S, 11R, 14R y 155, y una
disposicion espacial de sillas en los anillos A y B, mientras que el anillo C se encuentra
forzado a adoptar una conformacioén de bote para evitar la interaccion desfavorable 1,3
diaxial entre los sustituyentes, caso de que adoptasen la correspondiente conformacion

de silla (Figura 1).

Figura 1.- Disposicion espacial y correlaciones NOE mas significativas del dehidrotirsiferol
3, metabolito similar al venustatriol 6 en los anillos A, By C.

19'S. Sakemi, T. Higa, C. W. Jefford y G. Bernardinelli, Tetrahedron Lett., 1986, 27, 4287.



La diferencia esencial entre ambos compuestos radica en la disposicion de los
sustituyentes del anillo tetrahidrofurano. La configuracién de los carbonos C-18 y C-
19 en el tirsiferol 1 resulta opuesta a la del venustatriol 6, sin embargo, la
correspondiente al carbono C-22 es idéntica, tal y como puede apreciarse en el

Esquema 1, apartado 1.2.2. de la presente memoria.

Llegados a este punto, debido al gran interés generado por estos poliéteres
marinos por sus estructuras originales y potentes efectos citotoxicos, a finales de la
década de los 80, muchos grupos centraron sus esfuerzos en realizar su sintesis. La
primera aproximacidn sintética consistio en la preparacion del fragmento central
correspondiente a los anillos B y C usando estrategias de ciclacion con sales de
mercurio."! Seguidamente fue publicada, con un buen control estereoquimico, la
construccion del sistema bromoéter triciclico similar al fragmento correspondiente a

12,13
6.

los anillos A, B-C del tirsiferol 1 y venustatriol Finalmente, tanto estos dos

compuestos como el 23-acetato de tirsiferilo 4 fueron sintetizados a partir de productos

. ) . . 14,15,16,17,18,19
de partida muy sencillos usando rutas enantioselectivas y convergentes.

Del extracto de L. obtusa fueron aislados otros cinco compuestos que
mostraron una potente actividad citotoxica, el diacetato de 15(28)-anhidrotirsiferilo 7,
el diacetato de 15-anhidrotirsiferilo 8, el magireol A 9, el magireol B 10 y el magireol
C 11 Sus estructuras fueron determinadas por el analisis de sus datos

espectroscopicos y de las correlaciones quimicas realizadas. Asi, el tratamiento del

'"'C. A. Broka, L. Hu, W. J. Lee y T. Shen, Tetrahedron Lett., 1987, 28, 4993.

12 M. Hashimoto, M. Yanagiya, T. Kan, H. Shirahama y T. Matsumoto, Tetrahedron Lett., 1987, 28,
5665.

3 C. A.Brokay Y. T. Lin, J. Org. Chem., 1988, 53, 5876.

14 M. Hashimoto, T. Kan, K. Nozaki, M. Yanagiya, H. Shirahama y T. Matsumoto, Tetrahedron Lett.,
1988, 29, 1143.

'SE.J. Corey y D. C. Ha, Tetrahedron Lett., 1988, 29, 3171.

16T, Kan, M. Hashimoto, M. Yanagiya y H. Shirahama, Tetrahedron Lett., 1988, 29, 5417.

7K. Nozaki y H. Shirahama, Chem. Lett., 1988, 1847.

'8 M. Hashimoto, T. Kan, K. Nozaki, M. Yanagiya, H. Shirahama y T. Matsumoto, J. Org. Chem.,
1990, 55, 5088.

!9 K. F. Albizati, V. A. Martin, M. R. Agharahimi y D. A. Stolze, Terpenoids, Synthesis of Marine
Natural Products, Bioorganic Marine Chemistry, Vol. 5, ed. P. J. Scheuer, Springer Verlag, 1992, p.
254,



compuesto S con cloruro de tionilo dio lugar a una mezcla de 7 y 8, y la confirmacion
de la estructura del magireol A 9 fue realizada por la transformacion de éste en
tirsiferol 1 mediante epoxidacion con acido m-cloroperbenzoico y posterior tratamiento
con &cido p-toluensulfonico. Todos estos compuestos presentaron una potente
actividad en los ensayos realizados frente a células de leucemia P-388 (Tabla 1).9’20
Otro compuesto pentaciclico, el callicladol 12,*' fue aislado de L. calliclada
recogida en las costas de Vietnam. Su estructura posee un sistema de anillos A-B-C
similar al del tirsiferol y sus congéneres, con un grupo B-hidroxilo secundario en C-5.
La estereoquimica relativa fue determinada en funcion de las correlaciones NOE y los
valores de las constantes de acoplamiento observadas, que indicaron que todos los
protones metinos sobre los anillos A-B y C estaban orientados en direccién axial. La
configuracion absoluta de C-5 se asigné como S, usando el método avanzado de
Mosher.”? En este compuesto no se detectaron correlaciones NOE entre los otros
enlaces éter, lo que sugirid que la estereoquimica de los dos anillos oxolanos D-E era
también trans. El callicladol 12 presentd una actividad citotoxica in vitro frente a

células de leucemia P-388 con ICsy de 1.75 pg/mL.

12 Callicladol

Es incuestionable que la Laurencia viridis, una nueva especie descrita de
especimenes recolectados en las Islas Canarias, es la mayor productora de este tipo de

metabolitos. Esta es una planta anual que crece en la zona intermareal rapidamente

20T, Susuki, M. Takeda, M. Susuki, E. Kurosawa, A. Kato y Y. Imanaka, Chem. Lett., 1987, 361.
2 M. Suzuki, Y. Matsuo, Y. Takahashi y M. Masuda, Chem. Lett., 1995,1045.
27, Ohtani, T. Kusumi, Y. Kashman y H. Kakisawa, J. Am. Chem. Soc., 1991, 113, 4092.



durante los meses de invierno-primavera y decae a finales del verano.” Del estudio de
esta alga fueron aislados nueve metabolitos nuevos, congéneres del tirsiferol 1 o del
venustatriol 6. Sus estructuras fueron determinadas a través de la interpretacion de sus
datos espectroscopicos y la estereoquimica relativa fue propuesta sobre la base de
experimentos de ROESY y NOEDIFF. Inicialmente, ademas del dehidrotirsiferol 3,
fueron aislados del extracto de acetona dos isémeros, el isodehidrotirsiferol 13 y el 10-
epi-dehidrotirsiferol ﬂ.ﬂ En el compuesto 13, el anillo D cambidé a un sistema de
anillo oxano a diferencia del de oxolano presente en el compuesto 3. En el otro
isomero 14, los cambios se localizaron en la fusion de los anillos B-C, la cual debe ser
cis con una conformacion flexible a diferencia de la fusion trans presente en todos los

otros metabolitos aislados con anterioridad.

1828 40-epi-Dehidrotirsiferol
1516 10-epi-15,16-Dehidrotirsiferol

—
> >

En un estudio posterior y del extracto de cloroformo-metanol, fueron aislados
los tirsenoles A 15 y B 16.° Estos compuestos poseen un inusual sistema enol-éter en
el anillo C en los carbonos C-13—C-14, junto con un sistema diol en los carbonos C-
15—C-28. La estereoquimica relativa en C-15 se establecid como R* en el tirsenol A
15 y S* en el tirsenol B 16. EI resto de los centros quirales fueron idénticos a los

observados en el dehidrotirsiferol 3.

# M. C. Gil-Rodriguez y R. Haroun, Bot. Mar., 1992, 35, 227.

Bl e Norte, J. J. Fernandez, M. L. Souto y M. D. Garcia-Gravalos, Tetrahedron Lett., 1996, 37,
2671.

% M. Norte, J. J. Fernandez, M. L Souto, J. A. Gavin y M. D. Garcia-Gravalos, Tetrahedron Lett.,
1997, 53, 3173.



15 Tirsenol A, R1=OH, R,=CH,-OH
16 Tirsenol B, R1=CH,-OH, R,=OH

Otros cinco metabolitos estrechamente relacionados con el tirsiferol 1 y el
venustatriol 6 fueron también descritos.”® El dehidrovenustatriol 17 y el 15,16-
dehidrovenustatriol 18 mostraron, respectivamente, un doble enlace terminal entre los
carbonos C-15-C-28 y un doble enlace trisustituido con una configuracion Z entre C-
15-C-16. En el 10-epi-15,16-dehidrotirsiferol 19, la presencia de un doble enlace
trisustituido con configuracion E entre los carbonos C-15-C-16 en lugar de uno entre
los carbonos C-15—-C-28 como en 14, también fue claramente determinada; y en el 16-
hidroxidehidrotirsiferol 20, la presencia de un grupo hidroxilo en C-16 con
configuraciéon relativa S* pudo ser establecida de acuerdo con los datos

espectroscopicos.

21 Acetato de predehidrovenustatriol

Finalmente, el ultimo compuesto aislado en este estudio y el mas interesante
desde el punto de vista biogenético fue el acetato de predehidrovenustatriol 21. Su
estudio estructural mostrd que posee el sistema de anillos B-C asi como la cadena

lateral idénticos a los del 18-acetato de dehidrovenustatriol. La caracteristica mas

26 M. Norte, J. J. Fernandez y M. L. Souto, Tetrahedron Lett., 1997, 53, 4649.



importante fue la ausencia de anillo A y del &tomo de bromo en la posiciéon C-3, unido

a la presencia de un doble enlace trisustituido entre el carbono C-2—C-3.

Los ensayos biologicos realizados con estos compuestos puros fueron llevados
a cabo in vitro, orientados a determinar sus actividades citotoxicas. Los resultados

aparecen recogidos en la Tabla 1.

1.2.1.2. Compuestos que poseen un sistema de anillo dioxabiciclo[5.4.0]undecano

El enshuol 22, aislado de L. omaezakiana, fue el primer ejemplo de una nueva
clase de bromoterpenos pentaciclicos.27 Su estructura estd formada por un sistema de
anillos de 2,8-dioxabiciclo[5.4.0Jundecano (anillos A y B) y tres anillos de oxolano
aislados (C-D-E). La estereoquimica de los centros quirales alrededor del anillo 2,8-
dioxabiciclo[5.4.0]undecano fue determinada como 3R, 6R y 7S mediante comparaciéon
de experimentos NOESY y NOE, y la aplicacion del método avanzado de Mosher del
compuesto obtenido por tratamiento de 22 con zinc en polvo y acido acético.”? Al no
observarse correlaciones NOE entre los otros enlaces éter, los autores sugirieron que la

estereoquimica de los tres anillos de oxolano es frans.

22 Enshuol

27y . Matsuo, M. Suzuki y M. Masuda, Chem. Lett., 1995, 1043.
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En este grupo se deberia también incluir el aurilol 23**que fue aislado de la
liebre marina Dolabella auricularia (orden Aplysiacea, familia Aplysiidae) siendo
posible que su origen se encuentre en la dieta del molusco. La estructura de 23
presenta un sistema de anillo A-B 2,8-dioxabiciclo[5.4.0lundecano y dos anillos
oxolanos aislados C y D. La estereoquimica se propuso, sobre la base de correlaciones
NOESY, la comparaciéon de constantes de acoplamiento con modelos
estereoisoméricos simples, y la preparacion de (R) y (S)-bisMTPA. Asi, la
estereoquimica absoluta de los cinco centros se establecié como 3R, 6R, 7S, 10R y 22R.
Aunque no se observaron correlaciones NOE entre los otros enlaces éter, se sugirid que
la esteroquimica de los dos anillos oxolanos fuera trans en el anillo C y cis en el anillo
D. El aurilol 23 exhibe citotoxicidad frente a células HeLa S; (cdncer humano de

utero) con un ICsy de 4.3 pg/mL.

23 Aurilol

1.2.1.3. Compuestos simétricos

El compuesto meso teurileno 24, fue aislado junto con el 23-acetato de
tirsiferol 4 de L. obtusa recolectada en la Isla de Teuri® La estructura de este
metabolito fue determinada por métodos de rayos X y posee tres unidades
tetrahidrofurano enlazadas en el centro de la molécula con ocho centros quirales, y
simetria Cs. El teurileno 24, un compuesto inactivo frente a lineas celulares P-388,

atrajo especial interés sin embargo, en su sintesis y propiedades conformacionales. La

B, Suenaga, T. Shibata, N. Takada, H. Kigoshi y K. Yamada, J. Nat. Prod., 1998, 61, 515.
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estrategia utilizada por Shirahama y col., es interesante ya que parte de fragmentos

opticamente puros para obtener un producto dpticamente inactivo.'® %

24

30

24 Teurileno

Un ejemplo tnico de compuesto halogenado con cloro y una simetria C», el
intricatetraol 25, fue aislado del alga L. intricata. Su estructura fue deducida a partir de
evidencias espectrales, quimicas, y biogenéticas.31 El tratamiento de 25 con zinc y
acido acético dio como resultado, por deshalogenacion, un compuesto vinilico
simétrico estrechamente relacionado con el compuesto meso teurileno 24. La posicion
de los cuatro halogenos fue determinada por métodos espectroscopicos y quimicos.”
La estereoquimica relativa en la regién de los anillos de oxolano fue definida por
correlaciones NOE, y la configuracidn absoluta de los grupos hidroxilo en C-11 y C-14

se establecid por la aplicacion de los métodos avanzados de Mosher.?

25 Intricatetraol

2 M. Hashimoto, M. Yanagiya y H. Shirahama, Chem. Lett., 1998, 645.

39 M. Hashimoto, H. Harigaya, M. Yanagiya y H. Shirahama, Tetrahedron Lett., 1988, 29, 5947.
31 M. Suzuki, Y. Matsuo, S. Takeda y T. Suzuki, Phytochemistry, 1993, 33, 651.

32B.1J. Burreson, F. X. Woolard y R. E. Moore, Chem. Lett., 1975, 1111.
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1.2.2. Consideraciones biogenéticas

Desde el punto de vista biogenético, los éteres polioxigenados derivados del
escualeno aislados de especies de Laurencia, podrian surgir de un precursor comun, el
(10R,11R)-epoxiescualeno aislado de Laurencia okamurai.”® Este compuesto podria
evolucionar al (6S,7S,10R,11R,14R,15R,18S,195)-tetraepoxido de escualeno 26 como
intermediario comun, aunque éste ain no ha sido encontrado. A partir de este
intermedio se pueden proponer tres posibles rutas: la primera para el tirsiferol 1, el
venustatriol 6 y sus derivados que poseen sistemas de anillos B-C
dioxabiciclo[4.4.0]decano, la segunda para aquellos compuestos que poseen un sistema
de anillos A-B dioxabiciclo[5.4.0Jundecano, y la tercera que implica la génesis de

compuestos simétricos tales como el teurileno 24.

En el tirsiferol 1 o el venustatriol 6, y derivados correspondientes, es posible
observar, desde el punto de vista biogenético, diferentes procesos de ciclacion. El
anillo D es posiblemente biosintetizado a partir del fragmento diepdxido 18S,19S,22R,
por protonacion al (18S,19S5)-epdxido seguido por hidroxilaciéon en C-23 para dar, el
anillo oxolano en la serie del tirsiferol o el anillo oxano en el isodehidrotirsiferol 13.
Cuando el proceso es iniciado por una protonacion del (22R)-23-epoxido seguida de
una hidroxilaciéon en C-18, se produce la serie del venustatriol como se ilustra en el

Esquema 1.

Por otro lado, en un principio se pens6 que la formacion del sistema de anillos
A-B-C tenia lugar a través de una ciclacion concertada de tres epoxidos después de la
formaciéon de un ion bromonio en C-2—C-3. Sin embargo, como consecuencia de la
identificacion del acetato de predehidrovenustatriol 21 con ausencia del atomo de
bromo y del anillo A, pero con un doble enlace entre los carbonos C-2—-C-3; los
cambios de estereoquimica en el carbono C-10 en los compuestos 10-epi-
dehidrotirsiferol 14 y 10-epi-15,16-dehidrotirsiferol 19; la presencia en el tirsenol A 15
y tirsenol B 16 del enol-éter en el carbono C-13—-C-14, o del grupo B-hidroxilo en C-5

13



en el callicladol 12; la propuesta biogenética clasica para estos metabolitos entra en
contradiccion y seria mds conveniente asumir que la ciclacién ocurre a través de un

proceso secuencial.

/ OH,

Magireol

H,

e )

17
% 29 02

5 H 5 H
16 0% OH 16 78 O = OH
OH 30 OH 30

Isodehidrotirsiferol Tirsiferol Venustatriol

Esquema 1

El segundo grupo estd formado por los compuestos con un sistema de anillos
dioxabiciclo[5.4.0]lundecano. Su propuesta biogenética estd también basada en el
intermedio tetraepoxido 26. En estos compuestos el proceso comenzaria con una
protonacion enzimatica sobre el (14R,15R)-epoxido y evolucionaria siguiendo la ruta
mostrada en el Esquema 2 hacia el producto enshuol 22 con una relacién todo trans
entre los tres enlaces éter del los oxolanos,”’ y hacia el aurilol 23, el cual fue descrito

con una relacién trans entre H-11 y H-14, y una relacion cis entre H-18 y H;-28.%*

33 H. Kigoshi, M. Ojika, Y. Shizuri, H. Niwa y K. Yamada, Tetrahedron Lett., 1982, 5413.
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Enshuol

Aurilol

Esquema 2

Para el ultimo grupo considerado, el teurileno 24 y el intricatetraol 25, Susuki
y col. propusieron una biogénesis (Esquema 3).3 ' El teurileno 24 podria derivar del
tetraepoxido de escualeno 26 a través de una protonacién enzimatica inicial hacia el
(6S,7S)-epoxido seguido por una ciclacion e hidroxilacion en C-19. En 25 se asume el
mismo origen, esto es, desde 26 por protonacion al (6S,7S)-epoxido y subsecuente
ciclacion e hidroxilacion en C-11 para dar una mitad con configuracion
(6S,7R,10R,11S) y una relacién trans entre H-7 y H3-27. La otra mitad seria generada
por un intermedio 14,15-diol, el cual es similar al formado por protonacion e
hidroxilaciéon del 14,15-epoxido. La reaccion del grupo hidroxilo en C-15 con el
epoxido en C-18 deberia aportar esta mitad con una relacion cis entre H-18 y H3-28.

La subsecuente halogenacion produciria el compuesto 25 (Esquema 3).

15
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Intricatetraol

Esquema 3

1.2.3. Actividad biolégica

Desde el momento en el que el 23-acetato de tirsiferilo 4 fue aislado y se
encontr6 que presentaba una potente actividad citotdxica, los ensayos bioldgicos de
este tipo de compuestos se enfocaron hacia la evaluacién de esta propiedad. Los
efectos citotoxicos fueron evaluados con cultivos de lineas de células de P-388
(neoplasma linfoide de ratoén), A-549 (carcinoma de pulmén humano), HT-29
(carcinoma de colon humano) y MEL-28 (melanoma humano). Estos ensayos
establecieron la actividad citotdxica de estos compuestos, mostrando que los mismos
poseen una potente y selectiva actividad frente a lineas de células P-388. Los

resultados de los ensayos biologicos se encuentran resumidos en la Tabla 1.
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ICso

Lineas de células = P-388 A-549 HT-29 MEL-28
Compuestos ¥ ug/mL uM ug/mL uM ng/mL uM ng/mL uM
Metabolitos aislados de algas del género Laurencia :
1  Tirsiferol 0.01 0.016 10.0 16.53 10.0 16.53
2 18-Acetato de tirsiferilo 0.30 0.47
3  Dehidratirsiferol 0.01 0.017 25 4.26 25 4.26 5 8.52
4  23-Acetato de tirsiferilo 0.0003 0.00047
5  18,23-Diacetato de tirsiferilo 0.52 0.75
7  15(28)-Diacetato de anhidrotirsiferilo 0.05 0.074
8 15-Diacetato de anhidrotirsiferilo 0.10 0.148
9  Magireol A 0.03 0.052
10 Magireol B 0.03 0.052
11  Magireol C 0.03 0.052
12  Callicladol 1.75 2.89
13  Isodehidrotirsiferol 0.01 0.017 2.5 4.26 25 4.26 25 4.26
14  10-epi-Dehidrotirsiferol 1.00 1.70 5.0 8.52 5.0 8.52 5.0 8.52
15 Tirsenol A 0.25 0.40 >1.0 >1.62 >1.0 >1.62 >1.0 >1.62
16 Tirsenol B 0.01 0.016 >1.0 >1.62 >1.0 >1.62 >1.0 >1.62
17  Dehidrovenustatriol 0.01 0.017 25 4.26 25 4.26 25 4.26
18 15,16-Dehidrovenustatriol 0.25 0.43 25 4.26 25 4.26 25 4.26
19  10-epi-15,16-Dehidrotirsiferol 0.50 0.85 2.5 4.26 1.2 2.04 25 4.26
20 16-Hidroxidehidrotirsiferol 0.50 0.83 1.2 1.99 1.2 1.99 1.2 1.99
21  Acetato de predehidrovenustatriol 1.20 2.18 2.5 4.54 5.0 9.09 25 4.54
27 >1.00 >2.26 >1.00 >2.26 >1.00 >2.26
28 >2.00 >4.96 >2.00 >4.96 >2.00 >4.96
Metabolitos aislados de esponjas de la familia Axinellidae :
50 Sodwanona G 1 2.0 0.1 0.2 1 20 1 2.0
51 Sodwanona | 9.8 20.0 9.8 20.0 9.8 20.0 9.8 20.0
47 Sodwanona M 1 2.0 - - -

Tabla 1.-

Valores de ICso de poliéteres triterpénicos de origen marino.



Un estudio de las relaciones estructura-actividad fue realizado con los metabolitos
aislados de L. viridis.** Este estudio comenzo con un proceso de simplificacion molecular
dando por fragmentacion oxidativa los compuestos 27 y 28. Estas modificaciones
redujeron considerablemente su citotoxicidad y selectividad frente a la suspension de
células de leucemia. Una posible explicacion a estos hechos se puede hallar en la presencia
necesaria de la cadena flexible comprendida entre los carbonos C-15 y C-24, asi como la
importancia de las diferentes conformaciones adoptadas por los distintos analogos en base a
las correlaciones establecidas entre las orientaciones de la cadena flexible y los valores de
ICso. Los metabolitos mas activos poseen una conformacion similar al dehidrotirsiferol 3
(IC5=0.01 pg/mL), mientras que cuando la orientacién de la cadena se desvia en ambas
direcciones, el valor de la actividad citotoxica se reduce progresivamente, como ocurre con
el tirsenol A 15 (IC5=0.25 pg/mL) y el 10-epi-dehidrotirsiferol 14 (ICs¢=1.0 pg/mL)
(Figura 2).

Tirsenol A Dehidrotirsiferol 10-epi-Dehidrotirsiferol
(ICs0 = 0.25 pg/mL) (ICs0 = 0.01 pg/mL) (ICs0 = 1.0 pg/mL)

Figura 2.- Vista espacial de las estructuras 3D propuestas de compuestos representativos
aislados de L. viridis y sus valores de ICsp.

3* 7. 7. Fernéndez, M.L Souto y M. Norte, Bioorg. Med. Chem., 1998, 6, 2237.
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El 23-acetato de tirsiferilo 4 (TA) mostré ademés una potente y especifica
inhibicidén de proteinas fosfatasas tipo 2A (PP2A), especificas de serina/treonina, con

3 Este

valores de ICsy de 4-16 uM, dependiendo de la concentracion de la enzima.
compuesto no afectd en cambio por encima de 1mM, la actividad de las proteinas
fosfatasas tipo I (PPI), 2B (PP2B), 2C (PP2C), o de las proteinas fosfatasas especificas
de tirosina (PTP). Atn mas, inhibi6 la actividad de PP2A en un extracto crudo de una
linea celular humana de células T, células Jurkat, asi como la subunidad catalitica
purificada. Este trabajo sugiere que el 23-acetato de tirsiferilo 4 puede ser, junto con el

acido okadaico, la microcistina LR, la caliculina A y la tautomicina, una herramienta

util para el estudio de los procesos celulares mediados por fosfatasas.

El venustatriol 6 ha sido descrito con actividad frente al virus de la estomatitis
vesicular (VSV) y del herpes simple tipo 1 (HSV-1)."" Sin embargo, los ensayos
biologicos fueron realizados con el extracto crudo de L. venusta, en el cual también se
identificaron los compuestos tirsiferol 1 y 23-acetato de tirsiferilo 4, no habiéndose

publicado aun ensayos con el producto puro.

Los mecanismos de inhibicion del crecimiento por el dehidrotirsiferol 3 fueron
investigados en lineas de células de cancer humano de piel tanto sensibles como
resistentes a drogas (MDR").*® Este compuesto fue capaz de salvar la resistencia a
multidrogas mediada por la glicoproteina P, y es por tanto, un candidato interesante
para el desarrollo de futuros ensayos clinicos. El tratamiento de células KB con el
compuesto 3 reveld en el andlisis del ciclo celular una acumulacion en la fase S,

mientras que no provoco ningiin aumento obvio ni en la apoptosis ni en la necrosis.

La citotoxicidad del dehidrotirsiferol 3 frente a tres lineas celulares de cancer
de mama, T47D (ICsy de 13.5 uM), ZR-75 (ICso de 16.0 uM) y Hs578T (ICsq de 18.9

puM), fue examinada y comparada con el compuesto quimioterapéutico doxorubicina y

35 S. Matsuzawa, T. Suzuki, M. Suzuki, A. Matsuda, T. Kawamura, Y. Mizuno y K. Kikuchi, FEBS
Lett., 1994, 356, 272.
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el inhibidor de la mitosis colchicina. Este estudio demostrd que este metabolito no
modula el transporte mediado por la glicoproteina P (P-gp), por lo tanto podria ser

, , .. .37
usado en lineas de células que expresan de P-gp sin interferencia.

Algunos de los terpenos conocidos (ej. paclitaxel, docetaxel, etc) estan ya en
uso o en ensayos clinicos, pero ninguno de éstos es de origen marino. Estos poliéteres
triterpénicos podrian representar una fuente de farmacos interesantes con efectos

antineoplasticos no convencionales.

1.3. POLIETERES TRITERPENICOS DE ESPONJAS
1.3.1. Aislamiento y determinacién estructural

Los terpenos, hasta la fecha, son los metabolitos secundarios no esteroidales
mas abundantes aislados de esponjas marinas. Muchos sesqui-, di-, y sesterpenos
interesantes han sido caracterizados de estos animales, pero hasta el aislamiento de los
sifolanos en 1981 de una esponja del Mar Rojo, la Siphonochalina siphonella (orden
Haploscheridae, familia Halichonidae), no habian sido publicados otros triterpenos
aparte del escualeno.”® Los mas recientes han sido identificados principalmente de
otras tres esponjas Axinella weltneri, Raspaciona aculeata, y Ptilocaulis spiculifer,
todas de la familia Axinellidae, recolectadas en el Indo Pacifico, Mar Mediterraneo y
Mar Rojo. Estos metabolitos consisten, en la mayoria de los casos, de dos sistemas
ciclicos separados que hemos clasificado de acuerdo con el tipo de ligando que conecta

estos sistemas:

e Compuestos con un puente etileno que generalmente conecta dos trans-
decahidrobenzooxepinas o una trans-decahidrobenzooxepina con otro

sistema ciclico

3¢ M. K. Pec, M. Hellan, K. Moser-Thier, J. J. Fernandez, M. L. Souto y E. Kubista, Anticancer Res.,
1998, 78, 3027.
37 M. K. Pec, K. Moser-Thier, J. J. Fernandez, M. L. Souto y E. Kubista, /nt. J. Oncol., 1999, 14, 739.
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e Compuestos con un puente modificado o reagrupado

e Compuestos con un puente butileno

1.3.1.1. Compuestos con un puente etileno

Los sifolanos poseen dos sistemas biciclicos atipicos, un octahidroazuleno y
una trans-decahidrobenzooxepina, enlazados entre si por un puente etileno. Hasta
donde se conoce, tan s6lo uno de estos metabolitos, la sifolenona B 29, aislada de la
esponja Siphonochalina siphonella,”® ha presentado una estructura polietérea. Esta fue
determinada por correlaciones quimicas con los compuestos relacionados sifolenol 30
y sifolenona A 31" aunque las configuraciones absolutas de éstos fueron
posteriormente corregidas por Kakisawa y col. aplicando los métodos de Mosher.”**

Por lo tanto, proponemos que la estructura de la sifolenona B deberia ser 29 en lugar

del enantiomero publicado inicialmente.

29 Sifolenona B 30 Sifolenol; Ri=H; R;=OH
31 Sifolenona A; R1=R=0

En 1990, estructuralmente relacionado con los metabolitos tipo sifolano, fue
aislado el primer y mas representativo metabolito de una nueva clase de esqueleto

triterpénico, la raspacionina Q.“ Se obtuvo a partir del extracto liposoluble de la

38 U. Shmueli, S. Carmely, A.Groweiss y Y. Kashman, Tetrahedron Lett., 1981, 22, 709.

39'S. Carmely y Y. Kashman, J. Org. Chem., 1983, 48, 3517.

“01. Ohtami, T. Kusumi, Y. Kashman y H. Kakisawa, J. Org. Chem. 1991, 56, 1296.

4 G. Cimino, A. Crispino, C. A. Mattia, L. Mazzarella, R. Puliti, E. Trivellone y M. J. Uriz,
Tetrahedron Lett., 1990, 31, 6565.
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Raspaciona aculeata y exhibe un esqueleto caracterizado por dos sistemas trans—
perhidrobenzooxepinas unidos por un puente etileno en posicién ecuatorial. La
Raspaciona aculeata es una esponja roja mediterranea que ofrece interesantes desafios
para la investigacion quimica. Primero, su clasificacion taxondémica fue objeto de
discusion, de hecho, R. aculeata pertenece a la familia Paspailiidae, la cual ha sido
alternativamente clasificada dentro del orden Poecilosclerida o Axinellida sobre la base
de sus caracteristicas estructurales. Segundo, esta esponja parece desplegar alguna
actividad aleloquimica ya que estd completamente libre de organismos epifitos. La
estructura de la raspacionina 32 fue sugerida por analisis de sus datos espectroscdpicos
y la estereoquimica relativa fue proporcionada por andlisis de difraccién de rayos
X, aunque la estereoquimica absoluta no fue determinada hasta 1993 por aplicacion
de los métodos de Mosher utilizando el éster a-metoxi-a-trifluorometilfenilacético

(MTPA).*

Raspacionina; R=Ac
21-Deacetil-raspacionina; R=H

&1R
a N

En la misma esponja y con el mismo esqueleto triterpénico que el compuesto
32, fueron aislados otros metabolitos polietéricos, la raspacionina A 33, Ia
raspacionina B 34," y ocho compuestos minoritarios 35-42.*° La principal diferencia
entre la estructura de la raspacionina 32 y el compuesto 33 fue la ausencia del sistema

exo-metileno en los carbonos C-10-C-28, y la presencia en el sistema

2R, Puliti, E. Trivellone, A. Crispino y G. Cimino, Acta Crystallogr., Sect A, 1991, C47,2609.

* G. Cimino, R. Epifanio, A. Madaio, R. Puliti y E. Trivellone, J. Nat. Prod., 1993, 56, 1622.

“ G, Cimino, A. Crispino, R. Epifanio, A. Madaio, C. A. Mattia, L. Mazzarella, R. Puliti, E.
Trivellone y M. J. Uriz, Tetrahedron Lett., 1992, 48, 9013.

45 G. Cimino, A. Crispino, A. Madaio, E. Trivellone y M. J. Uriz, J. Nat. Prod., 1993, 56, 534.

G, Cimino, A. Madaio, E. Trivellone y M. J. Uriz, J. Nat. Prod., 1994, 57, 784.
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perhidrobenzooxepina de un oxigeno entre C-4 y C-1, el cual, teniendo en cuenta el
origen biogenético a partir de un precursor como el escualeno, deberia inducir un
desplazamiento 1,2 del metilo desde C-1 a C-11, dando lugar al esqueleto triterpénico
reagrupado 33. Esto fue determinado con certeza por estudios de difraccion de rayos X
de su derivado desacetilado 43. La estereoquimica absoluta de ambos compuestos fue
propuesta en C-21 como R para 43 y 33 por aplicacioén de los métodos de Mosher. La
estructura y esteroquimica relativa de la raspacionina B 34 fue elucidada por medio de
métodos espectroscopicos, principalmente resonancia magnética nuclear mono y bi-
dimensional, sugiriendo una estructura relacionada con la raspacionina 32 pero con dos
grupos cetonas en C-4 y C-21. Este metabolito se caracteriza también por la presencia
de un anillo ciclopropano que pudo ser establecido por los experimentos HOHAHA y
HMBC. Su estereoquimica absoluta fue propuesta por comparacion de su curva de
dicroismo circular con la de los compuestos relacionados 33 y 31. Con respecto a los
productos minoritarios, sus estructuras presentaron funcionalizaciones distintas en los
carbonos C-4, C-10, C-15y C-21.% Su caracterizacion total por RMN ha llevado a la
racionalizacion de los efectos de ciertos sustituyentes sobre los desplazamientos
quimicos de los atomos en el sistema perhidrobenzooxepina. La estereoquimica
absoluta de estos compuestos se asumi6é como presumiblemente la misma de las otras
raspacioninas sobre la base del maximo observado en la curva de dicroismo circular a
302 nm para los compuestos 37, 38, 39, 41 y 42 debido a una unidad cetona, lo que
sugiri6 una estereoquimica absoluta idéntica a los derivados 4-oxo de la raspacionina

32y 21-oxo de la raspacionina A 33, asi como a la raspacionina B 34.*

33 Raspacionina A; R=Ac
43 21-Deacetil-raspacionina A; R=H

34 Raspacionina B
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36 10-Acetoxi-21-deacetil-28-hidroraspacionina; Ri=H; R,=H; R3=Ac
40 10-Acetoxi-4-acetil-15-deacetil-28-hidroraspacionina; Ri=Ac; R=Ac; R3=H

s OAc
10-Acetoxi-21-deacetil-4-ox0-28-hidroraspacionina; R1=H; R;=Ac
10-Acetoxi-15,21-dideacetil-4-ox0-28-hidroraspacionina; R1=H; R>=H
10-Acetoxi-15-deacetil-4-ox0-28-hidroraspacionina; Ri=Ac; R=H

18181%
© |00 N

s ORy

28

41 10-Acetoxi-15-deacetil-4,21-dioxo-28-hidroraspacionina; Ri=Ac; R;=H

42 10-Acetoxi-4,21-dioxo-28-hidroraspacionina; R:=H; R=Ac

Estrechamente relacionado con estos metabolitos, fue aislado de la esponja
Axinella weltneri un nuevo grupo de triterpenos llamados sodwanonas. Las
sodwanonas poseen al menos un sistema perhidrobenzooxepina derivado de una mitad
del precursor escualeno, y a partir de la otra mitad del escualeno, se obtiene una

variedad de otros sistemas que por lo menos pertenecen a tres esqueletos carbonados
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diferentes. Uno de ellos, constituido por las sodwanonas D 44, E 45, F 46, K 47, y M
48, presentan también dos sistemas perhidrobenzooxepinas como las raspacioninas por

lo que estos metabolitos pueden clasificarse dentro de la misma clase.

44 Sodwanona D; Ri=R=0
47 Sodwanona K; Ri=H; R,=OH

ST

48 Sodwanona M

49 SodwanonalL

Las sodwanonas D 44, E45y F ﬁ,“ fueron aisladas de especimenes del Indo-

Pacifico de estas esponjas. Las estructuras fueron inicialmente determinadas sobre la

YA, Rudi, Y. Kashman, Y. Benayahu y M. Schleyer, J. Nat. Prod., 1994, 57, 1416.
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base de sus datos de RMN, aunque la elucidacion estructural de los compuestos 45 y
46 necesitd un analisis mas amplio por lo que los estudios de difraccion de rayos X de
estos metabolitos fueron también llevados a cabo.”® La estructura de la sodwanona D
44 se propuso con dos sistemas caracteristicos perhidrobenzooxepina, los oxepanos 3-
0Xx0-2,2,6 y 22-0x0-19,23,23-trimetilados. A partir de la comparacién de los datos
espectroscopicos de RMN de la sodwanona 45 con el compuesto 44, se sugirié que la
principal diferencia entre ambos era la presencia de un grupo cetal interno en las
posiciones C-3—-C-7. La estereoquimica relativa de este metabolito fue propuesta por
analisis de las correlaciones NOE, mientras el analisis de rayos X, ademas de confirmar
esta ultima, establecio la esteroquimica relativa de las dos mitades de la molécula
mostrando el suave plegamiento del anillo oxepano izquierdo. La comparacion de los
datos de RMN de la sodwanona F 46 con los de la raspacionina A 33, claramente llevo
a la identificacion de una mitad de la estructura como idéntica a la mitad izquierda del
compuesto 33. La otra mitad difiere en la estereoquimica en C-15, como reflejo el

estudio de difraccién de rayos X.**

De especimenes de Axinella weltneri recolectados en las Islas Comores, se
aislo6 la sodwanona D 44 junto con otros tres triterpenos nuevos, las sodwanonas M 48,
K 48, y L 49.¥ La comparacion de los datos espectroscopicos del compuesto
mayoritario aislado, la sodwanona M 48, con los de las sodwanonas identificadas
anteriormente,” ** sugiere que el compuesto 48 posee el mismo sistema
perhidrobenzooxepina en la mitad derecha que la sodwanona E 45, mientras que en la
otra mitad es observada la migracion del grupo metilo Me-26, desde C-6 a C-11. Una
migracion 1,2 equivalente ha sido previamente descrita para la sodwanona F 46" y la
raspacionina 32.*' La asignacion de la estereoquimica relativa de los centros quirales
fue establecida principalmente mediante correlaciones NOE. La sodwanona M 48
presentd ademas actividad citotoxica frente a células P-388 a una concentracion de 1

pg/mL, aunque no tuvo actividad frente a las lineas A-549, MT-29, y MEL-28 (Tabla

8 A. Rudi, I. Goldberg, Z. Stein, Y. Kashman, Y. Benayahu, M. Schleyer y M. D. Garcia-Gravalos, J.
Nat. Prod., 1995, 58, 1702.
4> A. Rudi, M. Aknin, E. M. Gaydou y Y. Kashman, J. Nat. Prod., 1997, 60, 700.
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1). La estructura de la sodwanona K 47 fue confirmada por la oxidacion del alcohol

axial C-3 en el derivado ya conocido sodwanona D 44.

Otras dos sodwanonas, las sodwanonas G 50 e I 5_1,48 fueron también aisladas
de la esponja Axinella weltneri. La elucidacion estructural del compuesto 50 comenzé
con el estudio exhaustivo de sus datos espectroscOpicos, aunque tanto su estructura
como su estereoquimica relativa fueron completadas de forma inequivoca por analisis
de difraccion de rayos X. Esto mostré que la parte izquierda de la molécula posee la
misma estereoquimica que la raspacionina 32 y la sodwanona D 44, mientras la
diferencia se sitia en el fragmento C-8—C-11 que contiene sdlo siete grupos metilos
porque el octavo ha sido transformado en un epdxido entre las posiciones C-10-C-27.
En el compuesto 51, la sodwanona I, la mitad izquierda de la molécula fue idéntica a la
sodwanona F 46, pero la otra mitad se distinguié de las unidades encontradas en las
sodwanonas publicadas hasta ese momento. Los desplazamientos quimicos de las
sefales y los experimentos de COSY y HMBC apuntaron un sistema oxabiciclo[3.1.1]
heptano, lo cual fue confirmado por el experimento NOESY. Las sodwanonas G 50 el
51 presentaron actividades citotoxicas, siendo activas a concentraciones de 20 pM o
inferiores, frente a los cuatro ensayos de lineas celulares realizados: P-388, A-549,
MT-29, y MEL-28. Ademas, la sodwanona G 50, a diferencia de las sodwanonas M 48
e I 51, mostré una alta especificidad frente a lineas de células de cancer de higado
humano A-549, diez veces menor que en las otras lineas celulares ensayadas como se

observa en la Tabla 1.

30

oo 31

50 Sodwanona G 51 Sodwanona |
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De forma anéloga, la sodwanona L 49 posee la parte izquierda de su estructura
idéntica a la correspondiente de la sodwanona F 47, y su mitad derecha con un sistema
dioxabiciclo[2.2.2]octano que representa una nueva clase de sodwanonas. La
estereoquimica que se sugirio para este compuesto fue relativa, por lo que cada mitad
representada podria realmente corresponder a su enantidomero. Asi, la relacion entre las
dos mitades demasiado lejanas entre si para observar correlaciones NOE se basa en las

estructuras de difraccion de rayos X de varias sodwanonas.

Las sodwanonas N 52, O 53 y P ﬁso también consistieron en dos sistemas de
anillos separados. Una mitad de cada compuesto con el mismo anillo de oxepano
sustituido que las respectivas sodwanonas E 45 (sin cierra cetdlico), D 44 y M 48; y
una segunda mitad comun, del C-14 al C-23, con la misma estructura triciclicla de la
mitad derecha de la sodwanona L 49. Con respecto a la sodwanona N 52, s6lo uno de
los dos grupos metilos centrales del precursor escualeno se desplazd al atomo de
carbono vecino, mientras que en la sodwanona F 46 lo habian hecho los dos. La
estereoquimica relativa de las dos mitades en estos compuestos tampoco pudo ser
determinada por correlaciones NOE debido a la movilidad conformacional alrededor
del enlace C-12—C-13, por lo que se cree con las mismas reservas que en el caso
anterior, que es equivalente a la de la sodwanona L 49 con su correspondiente parte

izquierda.

52 Sodwanona N 53 Sodwanona O

% A. Rudi, T. Yosief, M. Schleyer y Y. Kashman, Tetrahedron, 1999, 55, 5555.
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54 Sodwanona P

1.3.1.2. Compuestos con un puente modificado o reagrupado

A partir de Ptilocaulis spiculifer recolectada en el Mar Rojo fueron aislados,
junto con varias sodwanonas conocidas, 44, 46, y 51, cinco nuevos triterpenos: la
yardenona 55 y el abudinol 56 de una primera recoleccion;’' y la 22-dihidroyardenona
57, el abudinol B 58 y la muzitona 59 de la segunda.5  Las estructuras de los
compuestos 55 y 56 fueron determinadas por interpretacion de sus datos
espectroscopicos y confirmadas, incluyendo sus esteroquimicas relativas, por analisis
de difraccion de rayos X. La comparacion de los datos del compuesto 57 con los de los
triterpenos anteriores sugirié una estrecha relacion entre ellos. Los 4tomos del 1 al 19
que constituyen cuatro anillos, fueron idénticos a los presentes en la yardenona 55,
mientras que los atomos del quinto, un segundo anillo oxepano, se diferenci6 en que el
grupo carbonilo habia sido reemplazado por un grupo OH en C-22, hecho que fue
confirmado por oxidacion de Jones del compuesto 57 con Na,Cr,O7-acetona para dar la
yardenona 55. La estereoquimica del grupo 22-OH estaria del mismo lado del anillo
que el metino H-18. El abudinol B 58 mostr6 ser un isomero cercano del abudinol 56,
renombrado como abudinol A, donde el anillo E es también un oxepano en lugar de un
tetrahidopirano como en el compuesto 56. Esto fue confirmado por micro-acetilacion
de 58 para dar un diacetato, mientras que el abudinol A que tiene un grupo hidroxilo

secundario y uno terciario da s6lo un monoacetato.

STA. Rudi, Z. Stein, I. Goldberg, T. Yosief, Y. Kashman y M. Schleyer, Tetrahedron Lett., 1998, 39,
1445.
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55 Yardenona; R1=R=0
57 22-Dihidroyardenona; Ri=H; R,=OH

56 Abudinol

58 Abudinol B

El ultimo compuesto aislado fue un derivado tetraciclico designado muzitona
59 con dos sistemas hidroxitrimetil-oxepano, anillos A y D. El anillo A fusionado por
un anillo ciclohexano adicional B (C-6—C-11), y cierra con el cuarto, un anillo
cicloundecanodiona C que completa la estructura del compuesto 59. Su esteroquimica
fue sugerida sobre la base de correlaciones NOE comparadas con los datos obtenidos

del abudinol y otros compuestos relacionados.
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59 Muzitona

1.3.1.3. Compuestos con un puente butileno

El ultimo grupo esta constituido por una clase de triterpenos poco frecuente.
El esqueleto escualénico parcialmente ciclado presente en estos compuestos, ha sido
encontrado hasta ahora tan s6lo en otro producto natural de origen marino no
polietérico, la limatulona 60, una sustancia de defensa obtenida de la lapa Collisea

limatula.*

60 Limatulona

De una mezcla de especimenes de esponja de Rhaphisia sp., orden
Poecilosclerida, familia Tedaniidae, y de otra esponja clasificada como perteneciente al
orden Axinellida, familia Euryponidae, recolectada en las Islas Nauru, fueron

primeramente aislados dos nuevos alcoholes triterpénicos esteroisoméricos, los

S2K.F. Albizati, J. R. Pawlik y D. J. Faulkner, J. Org. Chem., 1985, 50, 3428.
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nauroles A 61 y B 62.” Aunque el origen exacto de los nuevos productos es
desconocido, sus estructuras poseen un esqueleto carbonado simétrico atipico centrado
alrededor de una unidad tetraeno linealmente conjugada y con sbélo dos anillos
carbociclicos. Sus estructuras fueron determinadas inicialmente a partir de sus datos
espectroscopicos, revelando que los dos compuestos tienen una estructura
practicamente idéntica, el mismo esqueleto superponible y la misma geometria del
doble enlace, diferenciandose en la estereoquimica del alcohol. Ambos resultaron
medianamente toxicos frente a células P-388, EDsy, de 4.6 y 4.4 pg/mL,

respectivamente.

61 Naurol A; Ri=H; R=OH
62 Naurol B; R1=OH; R>=H

Por ultimo, dos nuevos triterpenos, el testudinariol A 63 y el testudinariol B
64, fueron aislados de la piel y el exhudado del molusco Pleurobranchus
testudianarius,”* siendo el compuesto 63 el principal componente liposoluble de la
secrecion defensiva de aspecto mucoso producida por el molusco. La estructura de
testudinariol A 63 ha sido asignada sobre la base de extensos estudios
espectroscopicos. Su configuracion absoluta en el centro C-14 fue determinada por
aplicacion de los métodos modificados de Mosher. El analisis de los espectros de
RMN 'H de los dos ésteres MTPA mostro que la quiralidad de C-14 (C-14") era S. El
trabajo estructural sobre el metabolito minoritario también presente, el testudinariol B
64, llevo al epimero de 63 en C-10. La presencia de 63 en la parte mas externa del
animal y en el exhudado, es indicativa de que este compuesto podria actuar como

agente defensivo del Pleurobranchus testudinarius. Ademas, el testudinariol A 63 ha

53 F. Guzmén y F. J. Schmitz, J. Org. Chem., 1991, 56, 55.
>* A. Spinella, E. Mollo, E. Trivellone y G. Cimino, Tetrahedron, 1997, 53, 16891.
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mostrado actividad ictiotdxica en el ensayo frente a Gambusia affinis a concentraciones

de 10 ppm.

64 Testudinarol B

1.3.2. Consideraciones biogenéticas

El primer grupo de estos triterpenos comprende dos sistemas ciclicos
separados obtenidos presumiblemente, en sifolanos y algunas sodwanonas, por dos
ciclaciones separadas de triepoxi-escualenos 65, o en la mayoria de los compuestos, de
tetraepoxi-escualenos 66. Se ha sugerido que cada ciclacion lleva a la formaciéon de un
ion carbonio obtenido por protonacion, bien de un epdéxido o de uno de los dobles

enlaces del escualeno (Esquema 4).

Parece que en el caso de los metabolitos con dos sistemas trans-
perhidrobenzooxepina, como en el caso de la raspacionina 32 y compuestos
relacionados, el precursor comun podria ser el (2,35,6S,7S,18S,19S5,2285,23)-tetraepoxi-
escualeno 66 a través de dos ciclaciones equivalentes. Cada proceso podria consistir

en la protonacién del epoxido terminal (2,3 6 22,23), ciclacion e hidroxilacion de uno
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de los dobles enlaces centrales (10,11 6 14,15, respectivamente) (Esquema 4). La
raspacionina A 33 y la sodwanona F 46 podrian sufrir a continuacién un
desplazamiento 1,2 del grupo metilo en C-1 al C-11, inducido por la formacion de un
puente de oxigeno entre C-4 y C-1, dando un triterpeno reagrupado. De forma similar,

una simple migracion del metilo tendria lugar en la formacion de la sodwanona M 48.

El precursor propuesto para la formacion de los sifolanos es el
(2,35,68,78S,188,195)-triepoxi-escualeno 65. Una ciclacion en una forma equivalente a
la de los metabolitos anteriores, deberia involucrar el fragmento (2,3S,6S,75)-diepoxido
para dar el sistema caracteristico trams-perhidrobenzooxepina de la mitad de la
molécula de estos metabolitos. Por otro lado, el sistema octahidroazuleno podria
generarse por el doble enlace 14,15 que promueve una ciclacion al doble enlace

terminal y el ataque al epoxido 18,19 protonado.

El sistema dioxabiciclo[2.2.2]octano presente en las sodwanonas L 49, N 52,
O 53 y P 54 podrian haberse generado por ciclacion de la segunda mitad del precursor

escualeno 66, como se observa en la ruta B.b del Esquema 4.

De especial interés en este grupo, ha sido el aislamiento de las sodwanonas I
51 y N 52 mostrando sistemas parcialmente ciclados, lo que indica, que la biogenésis
clasica sugerida para los metabolitos anteriores envolviendo dos ciclaciones
consecutivas, una para cada sistema aislado, al igual que sucedia con los metabolitos de

Laurencia no debe ser concertada.

Rudi y col.’" han propuesto una biogénesis para los abudinoles A 56, B 58 y la
muzitona 59. Es posible que el precursor tetracpoxi-escualeno 66 sufra una ciclacion
después de la funcionalizacion del Me-28 y asi explicar la desaparicion del octavo
grupo metilo en los abudinoles y la muzitona. Las rutas a y b (Esquema 5) son
alternativas para la formacion tanto del anillo tetrahidropiranico como de un oxepano,
dando los abudinoles A 56 y B 58, respectivamente. Se sugiere ademas que un
intermedio espiro es el precursor que permite explicar los grupos carboxilos en C-25 y

C-14 en la estructura propuesta para la muzitona 59.
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Para la formacion del ultimo grupo de compuestos, aquellos con un puente
etileno, no se ha formulado ninguna interpretacion biogénetica. Sélo se ha mencionado

que podria estar involucrada una ciclacion parcial del precursor escualeno.

Finalmente, de los estudios recogidos en esta revision bibliografica, podemos
concluir que los poliéteres triterpénicos de origen marino son nicos en sus estructuras
y potentes actividades bioldgicas, lo que les confiere un importante potencial

farmacologico y los convierte en herramientas ttiles en la investigacion biomédica.
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II. NUEVOS POLIETERES TRITERPENICOS DE LAURENCIA VIRIDIS

IL.1. INTRODUCCION

Una de las lineas fundamentales de investigacion de nuestro grupo en los
ultimos afios, ha estado orientada hacia la busqueda de nuevas moléculas de origen
marino con actividad bioldgica, concretamente hacia aquellas sustancias con actividad
citotoxica o con efectos antivirales. Tal y como se puede desprender de la lectura del
Capitulo I de la presente memoria, las algas rojas del género Laurencia son de
particular interés no sélo por lo novedoso de las estructuras de los metabolitos
secundarios que producen, sino también por las interesantes actividades farmacologicas
que éstos poseen. Dentro de dicho género, la especie inicialmente clasificada como
Laurencia pinnatifida, y posteriormente descrita como una especie nueva, Laurencia
viridis,” es uno de los ejemplos més representativos. De su estudio, se han aislado
metabolitos de naturaleza tanto terpénica como no terpénica procedentes del
metabolismo de los 4cidos grasos.! Dentro de los compuestos de naturaleza terpénica
destacan fundamentalmente los poliéteres triterpénicos derivados del escualeno,

revelandose como la especie mas prolifica en este tipo de sustancias.

Los estudios de estos triterpenos en esta especie, comenzaron en el afio 1984
con el aislamiento e identificacion del representante mayoritario de este grupo, el
dehidrotirsiferol 3,” que mostré una potente y selectiva actividad frente a células de
leucemia linfocitica de raton P-388 con un IC5;=0.01 pug/mL. Diez afios mas tarde se
realiz6 una nueva recoleccion y estudio que permitié la identificacion de nueve

metabolitos nuevos E—Q,%%

que ademas de estructuras novedosas, presentaron en su
totalidad potentes actividades citotdxicas. A partir de sus datos espectroscopicos y
farmacologicos, haciendo uso de célculos de mecéanica molecular y de simplificaciones
moleculares, se llevo a cabo una busqueda del “farmacéforo”. Como resultado se
establecid una clara relacidon estructura-actividad y que la orientaciéon de la cadena

carbonada entre los carbonos C-14/C-19 condiciona en gran medida la potencia de la
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actividad citotoxica de estos compuestos.” A la vista de estos resultados, se decidid
profundizar en este estudio aislando e identificando nuevas sustancias y explorando

nuevas posibilidades farmacologicas.

Figura 3.- Foto de la Laurencia viridis en Paraiso Floral (Adeje).

I1.2. AISLAMIENTO

El alga Laurencia viridis, fue recolectada en Paraiso Floral (Adeje), entre los
meses de Abril a Mayo (Figura 3). La recoleccion se realizd a mano durante la
bajamar trasladandose inmediatamente en neveras hasta el laboratorio, donde se
macerd con una mezcla de cloroformo:metanol (1:1) a temperatura ambiente durante
cuatro dias, y seguidamente, una vez seca y triturada, mediante soxhlet se extrajo con
diclorometano hasta agotamiento. Las mezclas de disolventes fueron evaporadas y la
reunion de los extractos resultante se fraccion6 de acuerdo con la pauta indicada en el

siguiente esquema cromatografico (Esquema 6).
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HPLC p-Porasil
n-hex:AcOEt (1:1)
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i
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2-Metoxi-pseudodehidrotirsiferol 72

3-Metoxi-pseudodehidrotirsiferol 71
1.5 mg
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Del estudio cromatografico de las fracciones de n-hexano:acetato de etilo
3:2—>1:4 del extracto del alga Laurencia viridis fueron aislados, ademas del
dehidrotirsiferol 3 y varios de los metabolitos conocidos en este alga relacionados con
el tirsiferol 1, diez nuevos poliéteres derivados del escualeno: el martiriol 67, el
dioxepandehidrotirsiferol 68, el clavidol 69, el pseudodehidrotirsiferol 70 y los
derivados  metoxilados  71-72, el lactodehidrotirsiferol 73, el 16-epi-
hidroxidehidrotirsiferol 74, el 3-epi-dehidrotirsiferol 75, el perdxido de longileno 76 y
el longileno 77. Es de destacar, que estos derivados introdujeron importantes
variaciones estructurales respecto a los triterpenos aislados previamente de este alga, y
en general, con respecto al tipo de esqueletos aislados hasta ahora de Laurencia, como
queda recogido en el primer capitulo de esta memoria. Sefialar también, que
curiosamente en este estudio no se aislé ningun derivado de la serie del venustatriol 6,
lo que quizas se deba a que la recogida del alga se realizdo un poco mas tarde de lo
habitual, cuando empezaba a decaer, o bien, a que se ha observado la aparicion de

nuevos hibridos en la colonia.

I1.3. ESTUDIO DE ELUCIDACION ESTRUCTURAL

I1.3.1. Martiriol 67

El martiriol 67 fue aislado como un sélido amorfo [a]*p= +4 (¢ 0.03, CHCls)
y la férmula molecular determinada como C;oHs00; en base a la fragmentacion
observada en su espectro de masas. El espectro de RMN BC confirmé la formula
molecular y mostr6 la presencia de ocho grupos metilos, ocho metilenos y siete grupos
metinos, junto con la de siete carbonos cuaternarios situados en la posicion o a &tomos

de oxigeno (Tabla 2).

3 cp. Manriquez, M. L. Souto, J. A. Gavin, M. Norte y J. J. Fernandez, Tetrahedron, 2001, 57,
3117.
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67 Martiriol

En el espectro de RMN 'H se pudieron apreciar cuatro sefiales
correspondientes a metinos centrados a dy 3.85, 3.96, 3.99 y 4.06, los cuales fueron
identificados como H-22, H-11, H-3 y H-14, respectivamente, por comparacion con los
datos espectroscopicos de otros metabolitos relacionados. Junto a estas sefiales fueron
observadas las pertenecientes a tres protones olefinicos centradas a oy 5.34 (H-8), 5.64
(H-18) y 5.66 (H-17), asi como las de dos pares de metilenos diasterotopicos, uno de
ellos a 6y 1.90 y 2.05 correspondiente a los protones Hy-9, y el otro a &y 2.07 y 2.23

correspondiente a los protones H,-16 (Tabla 2).

Un analisis detallado de los espectros DQF-COSY y TOCSY del martiriol 67,
nos permiti6 establecer cinco fragmentos parciales, C-3—C-5, C-8—C-9, C-11->C-14,

C-16—C-18 y C-22—C-20, dispuestos como se muestra en la Figura 4.

Figura 4.- Estructuras parciales del martiriol 67 obtenidas del estudio de los espectros
DQF-COSY y TOCSY. Representacion mediante flechas de las conectividades mas
importantes observadas en el espectro HMBC.

Por otra parte, a través del experimento HMBC se lograron conectar estas

estructuras parciales, junto con los carbonos cuaternarios y los grupos metilo. Este
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analisis puede ser convenientemente iniciado en el carbono cuaternario C-10 (8¢ 85.9),
el cual fue correlacionado con los protones en oy 5.34 (H-8, dd, J=2.0 y 6.0 Hz), 3.96
(H-11, dd, J=6.0 y 10.0 Hz), 4.06 (H-14, dd, J=5.7 y 10.3 Hz) y 1.12 (H3-27, s)
(Figuras 4 y 5). Ademas, las conectividades del carbono C-7 (8¢ 170.5) con los
protones H,-9 y H-11 indicaron que este compuesto posee un inusual sistema enol-éter
en el anillo B en los carbonos C-7—C-8. Por otro lado, las correlaciones en el espectro
HMBC del carbono alilico C-16 (5¢ 41.5) con los protones H-14 y H3-28 (6y 1.19, s), ¥
las del carbono C-19 (8¢ 70.6) con H-17, H-18 y H3-29 (dy 1.30, s) permitieron
localizar el cuarto sistema de anillos presente en la molécula. Este anillo D esta

formado por un enlace éter entre los carbonos cuaternarios C-15 y C-19.
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Figura 5.- HMBC del martiriol 67.
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N°C 53¢ s'™H Multiplicidad J (Hz)
1 29.7 1.21 s
2 85.7
3 82.8 3.99 dd 6.0; 10.0
4 28.1 1.52
1.93
5 35.0 1.78
2.06
6 85.2
7 170.5
8 98.8 5.34 dd 2.0;6.0
9 35.2 1.90 dd 2.0;12.0
2.05 dd 6.0; 12.0
10 85.9
11 84.5 3.96 dd 6.0; 10.0
12 21.2 1.78
2.03
13 29.1 1.55
1.98
14 85.7 4.06 dd 5.7;10.3
15 73.8
16 415 2.07 dd 5.3; 13.0
2.23 dd 2.7;13.0
17 1222 5.66 ddd 5.3;2.7;11.0
18 141.1 5.64 d 11.0
19 70.6
20 314 1.56
2.07
21 25.8 1.92
2.06
22 84.3 3.85 dd 45,75
23 70.6
24 24.0 1.12 s
25 24.9 1.16 s
26 21.2 1.20 s
27 29.8 1.12 s
28 24.8 1.19 s
29 29.7 1.30 s
30 28.0 1.18 s

Tabla 2.- RMN "°C y 'H del martiriol 67.
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Una caracteristica importante a resaltar en este compuesto desde el punto de
vista biogenético, como veremos mas adelante, es la sustitucion del &tomo de bromo en
el carbono C-3 por un grupo hidroxilo. Este dato fue obtenido a través del experimento
HSQC vy las correlaciones a largo alcance observadas en el experimento HMBC. Por
ultimo, en funcion de las restantes correlaciones observadas en estos experimentos se

completo el esqueleto carbonado asignado al martiriol 67 (Figura 4, Tabla 2).

La esteroquimica relativa de este compuesto fue propuesta en base a las
correlaciones selectivas observadas en el espectro NOESY y los valores de las
constantes de acoplamiento 'H-'H. La magnitud de J3.44=6.0 Hz y J3.43=10.0 Hz, asi
como la correlacion NOE entre H-3 y los protones H;-1 sugirié que la estereoquimica
relativa en C-3 es R*. Ademas, la interaccion NOE entre el proton H-11 y H-14
confirmo el sistema caracteristico en este tipo de metabolitos silla/bote flexible para los
anillos B y C. Esto implica que las estereoquimicas relativas en esta region de la
molécula deben ser por tanto, C-6 S*, C-10 S*, C-11 R* y C-14 R*. La ausencia de
una interaccion NOE entre H3-28 y H3-29 indico que la esteroquimica relativa en la
union éter del anillo D debe ser #rans. El hecho de que las constantes de acoplamiento
de H-22 fuesen Jp,16=4.5 Hz y J2213=7.5 Hz, asi como la presencia de protones
diasterotopicos H,-21 y la correlacion NOE entre H-18 y H-22, permitieron deducir
que el alcohol secundario esta unido con el oxigeno del anillo pirano formando un

enlace por puente de hidrogeno tal y como se observa en la Figura 6.

Figura 6.- Conformacion de minima energia obtenida para el martiriol 67. Se representan
también las correlaciones NOE mas significativas entre H-11 y H-14 y entre H-18 y H-22.



11.3.2. Dioxepandehidrotirsiferol 68

El compuesto 68, dioxepandehidrotirsiferol, se obtuvo también como un sé6lido
amorfo de color blanco. El andlisis del espectro de masas de este metabolito mostré un
ion molecular consistente con la formula molecular C30H510681Br (obs. a m/z

588.282410; calc. 588.284855).

68 Dioxepandehidrotirsiferol

En la asignacion estructural de este compuesto ayudo la considerable analogia
espectroscopica con el dehidrotirsiferol 3 (Tablas 3 y 4). Asi, la principal variacion
entre los espectros de RMN 'H de los compuestos 68 y 3 fueron los desplazamientos a
campo bajo de las sefiales correspondientes a los protones H-3 (dy 4.16, dd, J=2.0 y
10.2 Hz) y H-7 (84 3.53, dd, J=1.0 y 10.3 Hz), asi como una diferencia apreciable en la
constante de acoplamiento de H-3 con respecto a la de otros productos de esta serie
como el dehidrotirsiferol con un anillo A tetrahidropiranico. Asimismo, los protones
de los grupos metilos C-1, C-25 y C-26, en este caso, aparecieron centrados a oy 1.32,

1.34 y 1.10, respectivamente.

Estos datos sugieren que las modificaciones en este compuesto estan

localizadas principalmente en los anillos A y B.
Las conectividades observadas en los experimentos COSY y HSQC hicieron

posible la asignacion del fragmento C-1—-C-11 como sigue d¢: 24.6 (C-1), 59.5 (C-3),
31.6 (C-4),40.1 (C-5), 76.0 (C-7), 28.4 (C-8), 41.1 (C-9) y 71.2 (C-11) (Figura 7).
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n°c 5"%c s'™H Multiplicidad J (Hz)
1 31.0 1.27 s
2 74.9
3 59.0 3.89 dd 41;12.6
4 28.2 2.13
2.26
5 37.1 1.52
1.80
6 74.4
7 86.7 3.08 dd 2.5,11.0
8 229 1.49
1.76
9 38.7 1.44
1.77
10 72.9
11 78.9 3.43 dd 5.7;11.3
12 21.8 1.60
1.81
13 26.6 1.86
2.11
14 72.5 4.28 dd 4.0; 8.1
15 151.3
16 29.9 2.12
2.43
17 30.3 1.45
1.63
18 76.2 3.52 dd 1.7;10.4
19 86.0
20 31.7 1.60
2.12
21 26.3 1.84 (2H)
22 87.6 3.76 dd 6.0;9.9
23 70.5
24 24.0 1.12 s
25 23.6 1.39 s
26 20.1 1.20 s
27 19.4 1.23 s
28 109.8 4.88 bs
5.05 bs
29 23.7 1.14 s
30 27.7 1.21 s

Tabla 3.- RMN *C y "H del dehidrotirsiferol 3.
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n°c 53¢ s'™H Multiplicidad J (Hz)
1 24.6 1.32 s
2 77.8
3 59.5 4.16 dd 2.0;10.2
4 316 2.10
2.20
5 40.1 1.60
1.76
6 78.9
7 76.0 3.53 dd 1.0; 10.3
8 28.4 1.43
1.83
9 411 1.50
1.69
10 78.0
1 712 3.49 dd 5.1;11.5
12 24.3 1.51
1.73
13 26.8 1.84
2.04
14 70.2 4.10 dd 5.5;5.7
15 150.5
16 29.8 2.23
2.44
17 30.0 1.40
1.63
18 76.1 3.50 dd 1.7;9.9
19 86.1
20 316 1.81
2.10
21 26.6 1.57
1.86
22 87.6 3.73 dd 5.8;10.2
23 70.5
24 24.0 1.11 s
25 25.4 1.34 s
26 20.6 1.10 s
27 19.0 1.15 s
28 109.8 4.86 bs
4.98 bs
29 23.8 1.12 s
30 27.7 1.20 s
OH-18 2.35 s

Tabla 4.- RMN "*C y "H del dioxepandehidrotirsiferol 68.
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Las senales correspondientes a los carbonos cuaternarios C-O en C-2, C-6 y C-
10 fueron identificadas a ¢ 77.8, 78.9 y 78.0 por sus correlaciones observadas en el
experimento HMBC con H-3, H-7 y H-11, respectivamente (Figura 8). Ademas, en
este experimento fue posible conectar el carbono C-2 (3¢ 77.8) con el proton H-7 (3y

3.53), y el carbono C-6 (&¢ 78.9) con el proton H-11 (3 3.49).

L4 antet ¢ I 20
o % il e 0%
[ B a o Nl [
L ~ [l - 60
ca W 5 @y § &0 _1|
o ® ey el @l L, |

100

|

|

|

|

|

|

[} w @ :

~120 :

|

|

r |

—140 [}

L |

L e © @ ) oy :

— ppm |

o I ) : |

|

|

|
| |

| .

[} | |

[} | |

i |ee R R L P!

! H3/C2 m@ H7/C2 H11/CI0 LY LY O e [

: H7/Cs @ Hi1/Cs ¥ """’HZG/“‘B 0 L__
: "0 ong P P :
[} |
[} |
[} |
[} |
[} |

Figura 8.- HMBC del dioxepandehidrotirsiferol 68 y expansion de la zona sefialada.
Estos hechos pueden ser solamente explicados por la presencia de tres éteres

ciclicos fusionados (anillos A, B, C) en el compuesto 68 como muestra la Figura 9.

Este agrupamiento se asemeja a los fragmentos observados en las toxinas de origen

51



. . . . . . 56
marino tales como brevetoxinas, hemibrevetoxina y ciguatoxinas.” En esta figura se
muestra la conformacion que adoptan los anillos A, B, C, basandonos en las constantes
de acoplamiento y las correlaciones ROE observadas que indican que la estereoquimica

relativa en C-3, C-6, C-7, C-10 y C-11 debe ser R* R* S* S*y R* respectivamente.

HMBC
N4
\\j ROE

Figura 9.- Conformacién de minima energia calculada para el dioxepandehidrotirsiferol 68.
Correlaciones mas importantes observadas en los espectros ROESY y HMBC.

11.3.3. Clavidol 69

El clavidol 69 fue aislado como un sélido blanco amorfo, [a]p=+1.1 (¢ 0.18,
CHCIl;), estableciéndose su formula molecular como C;30HssO¢Br mediante
espectrometria de masas. Asi en el espectro FAB se pudo observar dos picos

isotopicos de i6n molecular a m/z 592/590 y el correspondiente al M'+Na a m/z 615.

En la zona baja del espectro de RMN 'H se apreciaron las sefiales de cinco

grupos metinos centradas a oy 3.95, 3.83, 3.76, 3.73 y 3.04 asignables a los protones

5% A. H. Daranas, M. Norte, J. J. Fernandez, Toxicon, 2001, 39, 1101
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H-11, H-3, H-18, H-22 y H-7, respectivamente, y que se asignaron inicialmente por

comparacién con otros metabolitos de la serie del tirsiferol aislados previamente de

7,24-26

este alga, ya que mostraron desplazamientos y constantes de acoplamiento muy

parecidas (Tabla 5).

69 Clavidol

El hecho mas importante observado fue la ausencia de protones olefinicos y la
presencia de una sefial doblete correspondiente a un grupo metilo centrada a 6y 0.82
(H3-28, d, J=6.4 Hz). El analisis de los experimentos COSY y TOCSY, comenzando
estratégicamente en las seflales de los metinos anteriormente mencionados, nos
permiti6 establecer los cuatro fragmentos estructurales siguientes: C-3—C-5, C-7—>C-

9, C-11-C-18, C-22—>C-20 (Figuras 10y 11).

28 29

Figura 10.- Estructuras parciales obtenidas de las correlaciones observadas en los
espectros COSY y TOCSY del clavidol 69 y conectividades mas importantes del espectro
HMBC. Desplazamientos quimicos de los protones que constituyen el fragmento C-11—-C-
18.
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n°c 5"%c s'™H Multiplicidad J (Hz)
1 31.6 1.23 s
2 75.1
3 59.2 3.83 dd 4.0;12.3
4 28.3 2.08
2.22
5 37.0 1.47
1.75
6 74.9
7 85.9 3.04 dd 25115
8 23.2 1.45
1.75
9 38.7 157
1.77
10 70.1
1 75.5 3.95 dd 8.0;9.8
12 20.0 1.36
1.88
13 27.7 1.55
2.14
14 28.9 1.25 (2H)
15 38.7 1.35
16 27.3 1.39
1.53
17 27.0 1.20
1.54
18 74.5 3.76 dd 2.2;13.0
19 84.9
20 32.8 1.50
2.11
21 26.6 1.79 (2H)
22 87.0 3.73 dd 6.0; 10.0
23 71.9
24 24.3 1.10 s
25 23.6 1.37 s
26 20.1 1.17 s
27 30.9 1.24 s
28 16.9 0.82 d 6.4
29 24.3 1.10 s
30 29.3 1.24 s

Tabla 5.- RMN *C y "H del clavidol 69.
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Figura 11.- COSY del clavidol 69.

Estos datos fijan la diferencia con el resto de los metabolitos aislados hasta el
momento en el fragmento C-11—-C-18. Asi, esta estructura parcial puede construirse
basada en las conectividades siguientes. Tomando como punto de partida el metino H-
11 (6y 3.95, dd, J=8.0 y 9.8 Hz), éste presenta conectividades con el metileno H,-12
(du 1.36 y 1.88), que a su vez puede ser conectado con H,-13 (0 1.55 y 2.14). Asi
mismo, de forma consecutiva, H,-13 se conecta con H,-14 (3y 1.25) y este ultimo con
el metino H-15 (8y 1.35). El metino H-15 presentd ademas conectividades con H-16

(du 1.39 y 1.53) y H3-28 (6 0.82). Finalmente, los acoplamientos que terminan de
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configurar este fragmento son los observados para H,-16 con H,-17 (8 1.20y 1.54) y

los de H,-17 con H-18 (84 3.76, dd, J=2.2 y 13.0 Hz) (Figuras 10y 11).

Las correlaciones observadas en el experimento de HMBC a partir de los
carbonos cuaternarios: C-6 (8¢ 74.9) con H,-5 (dy 1.47 y 1.75), H-7 (8 3.04, dd, J=2.5
y 11.5 Hz) y H3-26 (6 1.17); C-10 (8¢ 70.1) con H-11, Hy-9 (84 1.57 y 1.77) y H3-27
(On 1.24); y C-19 (8¢ 84.9) con H-18, H,-20 (84 1.50 y 2.11) y H3-29 (6 1.10) nos
permitieron conectar las estructuras parciales anteriormente descritas. El resto de las
sefales observadas en los experimentos de RMN 2D establecieron de forma inequivoca

la estructura plana del clavidol 69 tal y como se observa en la Figura 10.

La estereoquimica relativa propuesta para los carbonos C-3, C-6, C-7, C-10,
C-11, C-18, C-19 y C-22 es idéntica a la que presentan los compuestos de la serie del
tirsiferol y se asignd en base a las constantes de acoplamiento y a las conectividades
observadas en el experimento ROESY. La estereoquimica relativa en C-15 permanece

aun sin determinar.

11.3.4. Pseudodehidrotirsiferol 70

El compuesto 70, el pseudodehidrotirsiferol, fue también aislado como un
solido amorfo de color blanquecino, [a]st =-13.1 (c 0.13, CHCl;), y resultd ser un

isomero del martiriol 67, como se establecid en base al ion molecular de su espectro de

masas de alta resolucion (HRMS, obs. a m/z 524.37107, calc. 524.37130, C30Hs,07).

70 Pseudodehidrotirsiferol

56



n°c 53¢ s'™H Multiplicidad J (Hz)
1 24.0 1.11 s
2 70.6
3 86.7 3.76 dd 5.8;9.1
4 26.3 1.84 (2H)
5 35.2 1.66
2.04
6 84.0
7 84.0 3.32 dd 26,114
8 24.5 1.51
1.66
9 38.7 1.57
1.81
10 72.8
11 78.9 3.46 dd 5.6;11.7
12 21.8 1.65
1.84
13 26.4 1.85
2.08
14 72.5 4.29 dd 42,71
15 151.3
16 29.7 2.20
2.46
17 29.9 1.48
1.64
18 76.2 3.53 dd 1.5;10.8
19 86.1
20 31.6 1.58
2.10
21 26.5 1.83 (2H)
22 87.6 3.76 dd 6.5,9.8
23 70.4
24 23.9 1.13 s
25 27.5 1.19 s
26 227 1.14 s
27 19.4 1.25 s
28 109.9 4.89 bs
5.05 bs
29 23.7 1.14 s
30 27.7 1.21 s
OH-18 2.38 s

Tabla 6.- RMN *C y 'H del pseudodehidrotirsiferol 70.
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Sus datos espectroscopicos resultaron similares a los del dehidrotirsiferol 3

(Tabla 3), lo cual ayud6 significantemente en la asignacioén de la estructura para este

producto. El compuesto 70 se distingue del 3 en el desplazamiento de los protones H-3

(81 3.76), Hy-4 (8 1.84), Hy-5 (8 1.66 y 2.04), Hs-1 (5 1.11) y H3-25 (5 1.19) que

fija la diferencia entre ambos en el anillo A (Tabla 6).

Las sefales observadas en el experimento HSQC para este fragmento (Figura

12), mostraron las correlaciones siguientes d¢: 24.0 (C-1), 86.7 (C-3), 26.3 (C-4), 35.2

(C-5)y 27.5 (C-25).
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Figura 12.- HSQC del pseudodehidrotirsiferol 70.
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Los carbonos cuaternarios C-2 y C-6 fueron asignados sobre la base de sus
correlaciones HMBC a 8¢ 70.6 y 84.0, respectivamente (Figura 13). Todo esto sugiere
que el sistema de anillo A, que usualmente es un tetrahidropirano, ha cambiado en este
compuesto a un sistema de anillo tetrahidrofuranico formado por un puente éter entre

los carbonos C-3 y C-6.
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Figura 13.- HMBC del pseudodehidrotirsiferol 70.

Las correlaciones ROE de H-3 (8 3.76) con Hs-1 (6y 1.11), H3-25 (8 1.19) y
H-7 Oy 3.32), asi como la no correlacion con H;-26 (8y 1.14), establecid una
orientacién opuesta entre el grupo metilo H3-26 y el protéon metino H-3, lo que nos

indico que la configuracion relativa en C-3 es $* (Figuras 14 y 15).
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Figura 14.- Estructura parcial correspondiente a los anilos A y B del
pseudodehidrotirsiferol 70 donde se puede apreciar la estereoquimica relativa propuesta en
el carbono C-3.
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Figura 15.- ROESY del pseudodehidrotirsiferol 70.
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I1.3.5. 3-Metoxi-pseudodehidrotirsiferol 71

El siguiente compuesto, que denominamos 3-metoxi-pseudodehidrotirsiferol
71, fue aislado como un soélido amorfo de color blanquecino, [a]25D=+3.6 (c 0.03,
CHCI;). Aun cuando no mostré su ion molecular en el espectro de masas, su formula
molecular fue determinada como C;;Hs;0; en base a las sefiales observadas en su
espectro de RMN Bc y a las fragmentaciones obtenidas de su espectro de masas de alta
resolucion.  Asi, presentd dos picos significativos uno a m/z 506.361053 (calc.
506.360740) que corresponde a la pérdida de un grupo metoxilo [M"-CH;0], y otro a
m/z 488.355728 (calc. 488.350175) debido a la pérdida adicional de agua [M'-CH;0-
H,0].

71 3-Metoxi-pseudodehidrotirsiferol

Sus datos espectroscopicos mostraron que estaba estrechamente relacionado
con el pseudodehidrotirsiferol 70, diferenciandose por la presencia de un grupo
isopropilo cuyas sefiales aparecen a oy 0.88 (Hs-1, d, J=6.9 Hz), éy 0.92 (H;3-25, d,
J=6.8 Hz), 611 2.20 (H-2, m) y un grupo metoxilo a 8y 3.19 (CH30-, s) (Tabla 7).

La ausencia del metino caracteristico H-3, junto con los datos anteriores,

establecieron que las modificaciones se encuentran en el anillo A de esta sustancia.

Las conectividades observadas en los espectros COSY y HSQC hicieron
posible realizar la asignacion de la mayoria de los carbonos que componen este
fragmento de la forma siguiente d¢: 17.8 (C-1), 17.8 (C-25), 29.5 (C-2), 34.4 (C-4),
32.6 (C-5), 23.8 (C-26) y 47.2 (CH;0-) (Figura 16).
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A continuacion, los centros cuaternarios C-3 y C-6 fueron asignados a las
sefiales 0c 112.8 y 84.9, basados en sus correlaciones HMBC. Asi, fue posible
observar la correlacion entre la sefial del carbono C-3 con las sefiales correspondientes
a los protones Hs-1, H3-25, H-2, H,-4 y el grupo CH;0- presente sobre el mismo
carbono anomérico C-3. Por otro lado, la sefial del carbono cuaternario C-6 presento
correlaciones con las sefiales correspondientes a los protones H»-5 (8 1.80 y 2.07), H-

7 (8113.50) y H3-26 (8 1.24) (Figura 17).
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Figura 17.- Fragmento del compuesto 71 entre los carbonos C-1—C-11. En trazo grueso
se distinguen las estructuras parciales determinadas mediante el estudio del espectro
COSY. Las flechas indican las correlaciones mas importantes observadas para los
carbonos C-3 y C-6 en el espectro de HMBC, espectro situado en la parte inferior.
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n°c 53¢ s'™H Multiplicidad J (Hz)

1 17.8 0.88 d 6.9
2 29.5 2.20
3 112.8
4 34.4 1.65
2.20
5 32.6 1.80
2.07
6 84.9
7 79.0 3.50 d 10.0
8 24.7 1.57
1.65
9 38.9 1.58
1.83
10 72.8
1 78.6 3.45 dd 5.4;11.4
12 21.7 1.64
1.84
13 26.3 1.84
2.09
14 72.6 4.29 dd 3.9;7.6
15 151.3
16 29.9 2.18
2.46
17 30.1 1.46
1.64
18 76.5 3.53 dd 1.5;9.5
19 86.1
20 31.7 1.58
2.10
21 26.6 1.85 (2H)
22 87.6 3.76 dd 6.0; 10.0
23 70.5
24 24.0 1.13 S
25 17.8 0.92 d 6.8
26 23.8 1.24 s
27 19.6 1.25 S
28 109.9 4.88 bs
5.05 bs
29 23.8 1.14 S
30 27.7 1.21 s
CH;0- 47.2 3.19 s

Tabla 7.- RMN *C y "H del 3-metoxi-pseudodehidrotirsiferol 71.
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La configuracion relativa propuesta para el carbono C-3 es S*, en base a las
correlaciones ROE observadas entre los protones H;-26 y el grupo CH30- presente en

dicho carbono, tal y como muestra la Figura 18.

Figura 18.- Fragmento de la estructura del 3-metoxi-pseudodehidrotirsiferol 71 entre los
carbonos C-1—-C-11 donde se puede apreciar la estereoquimica relativa propuesta en el
carbono C-3, C-6, C-7, C-10 y C-11.

I1.3.6. 2-Metoxi-pseudodehidrotirsiferol 72

El compuesto 72, el 2-metoxi-pseudodehidrotirsiferol, resultd ser un isdémero
del compuesto anterior en base a las fragmentaciones observadas en su espectro de
masas de alta resolucion y las sefiales de carbonos apreciadas en RMN, que por lo tanto

corresponden también a una formula molecular de C3;Hs40.

72 2-Metoxi-pseudodehidrotirsiferol

Cuando analizamos y comparamos los espectros correspondientes a los
experimentos RMN 'H, RMN "C y HSQC del compuesto 72 con los del

pseudodehidrotirsiferol 70 y el 3-metoxi-pseudodehidrotirsiferol 71, se puede
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determinar la estrecha relacion estructural que existe entre los mismos, fijando

nuevamente las modificaciones en el entorno del anillo tetrahidrofuranilo A.

Las diferencias que se pueden apreciar entre este compuesto y el
pseudodehidrotirsiferol 70 son el desplazamiento hacia campos mas bajos del protén
H-3 (6y 3.91, dd, J=6.1 y 8.8 Hz) y la presencia de una sefial a 6y 3.25 (3H, s) que
sugiere como modificacion entre ambos la sustitucion del grupo hidroxilo por un grupo

metoxilo en el carbono C-2 (Figura 19, Tabla 8).

CH;0-

H28  H28

54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 pm

5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 ppm

Figura 19.- RMN "H del 2-metoxi-pseudodehidrotirsiferol 72.
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n°c 5"%c s'™H Multiplicidad J (Hz)

1 20.9 1.09 s
2 76.6
3 84.9 3.91 dd 6.1;8.8
4 27.5 1.70
1.85
5 31.7 1.58
2.10
6 84.2
7 83.9 3.36 dd 27,115
8 24.7 1.48
1.66
9 38.8 1.56
1.80
10 72.8
1 78.7 3.46 dd 5.5;11.3
12 21.9 1.63
1.84
13 26.3 1.85
2.09
14 72.6 4.28 dd 3.4;7.1
15 151.3
16 29.7 2.18
2.46
17 30.0 1.46
1.65
18 76.2 3.52 dd 1.2;10.3
19 86.1
20 34.4 1.59
2.05
21 26.6 1.85 (2H)
22 87.6 3.76 dd 6.0; 10.0
23 70.4
24 24.0 1.12 s
25 20.9 1.14 s
26 228 1.15 s
27 195 1.25 s
28 109.9 4.88 bs
5.05 bs
29 23.8 1.13 s
30 21.7 1.21 s
CH;0- 49.8 3.25 s
OH-18 2.38 s

Tabla 8.- RMN "*C y "H del 2-metoxi-pseudodehidrotirsiferol 72.
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La situacion de este grupo metoxilo quedd confirmada mediante las
correlaciones observadas en el experimento HMBC donde se pudo apreciar la
correlacion entre el carbono cuaternario C-2 (8¢ 76.6) y los protones H;-1 (dy 1.09, s),
H;-25 (0y 1.14, s), H-3 (84 3.91, dd, J=6.1 y 8.8 Hz), junto con los protones del grupo
CH;0- (8y 3.25, s) (Figura 20).
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Figura 20.- Fragmento de la estructura del compuesto 72 comprendido entre los carbonos
C-1-5C-11. En trazo grueso se distinguen las estructuras parciales que se pueden
determinar mediante el estudio del espectro COSY. Las flechas indican las correlaciones
HMBC mas importantes observadas para los carbonos C-2 y C-26 que nos permiten unir
adecuadamente dichas estructuras. En la parte inferior, experimento de HMBC.
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La estereoquimica del compuesto 72 se determind a partir de la informacion
obtenida en el experimento ROESY. EI nuevo metoxilo presenta correlaciones
dipolares con Hs-1, H3-25 y H-3. Por otro lado, H-3 presenta también correlaciones
con H;-1, H3-25, H-7 y H-5a (8 2.10) y no presenta ningun tipo de correlacion con los
protones H3;-26, lo que determina una configuracion relativa S* en C-3. El resto de los
centros quirales presentes en la molécula mantienen la misma estereoquimica

observada en el dehidrotirsiferol 3 (Figura 21).

Figura 21.- Fragmento de la estructura del compuesto 72 comprendido entre los carbonos
C-1—-C-11 donde se puede apreciar la estereoquimica relativa propuesta en el carbono C-
3,C-6,C-7,C-10y C-11.

I1.3.7. Lactodehidrotirsiferol 73

Indudablemente, uno de los metabolitos aislados mas interesantes de esta serie,
y el unico con menos de 30 atomos de carbono, es el lactodehidrotirsiferol 73. Fue
aislado como un sélido blanco amorfo, [oc]25D:+4.3 (¢ 0.21, CHCI;), y presento,
también a diferencia del resto de los triterpenos conocidos de esta serie, una absorcion
en el espectro de IR (CHCI;) con un maximo a 1771.2 cm’' caracteristico de un
agrupamiento y-lactona. Este hecho junto con el estudio de los espectros de RMN de
'H y C y la determinacién de su formula molecular como C,;HyO; por
espectrometria de masas FAB, nos llevaron a sugerir la formacion de esta lactona por

una fragmentacion oxidativa de parte del esqueleto original de escualeno (Tabla 9).
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n°c 53¢ s'™H Multiplicidad J (Hz)
1 [3] 177.4
2 [4 29.7 2.50
2.68
3 [9] 29.1 1.75
2.46
4 [6] 87.1
5 [7] 82.7 3.53 dd 1.7;11.8
6 [8l] 24.3 1.49
1.67
7 (9 38.3 1.63
1.87
8 [10] 72.2
9 [11] 78.8 3.46 dd 5.6, 11.7
10 [12] 21.6 1.60
1.88
11 [13] 26.2 1.85
2.06
12 [14] 72.7 4.28
13 [15] 151.1
14 [16] 29.3 2.18
2.47
15 [17] 29.8 1.50
1.65
16 [18] 76.2 3.53 dd 1.5;11.7
17 [19] 86.1
18 [20] 31.6 1.60
2.13
19 [21] 26.6 1.87 (2H)
20 [22] 87.7 3.76 dd 6.6; 10.6
21 [23] 70.5
22 [24] 24.0 113 s
23 [26] 23.3 1.34 s
24 [27] 19.5 1.26 s
25 [28] 110.0 4.89 bs
5.05 bs
26 [29] 23.8 1.14 s
27 [30] 27.7 1.22 s

[La nuneraci 6n descrita entre corchetes se realiza para poder conparar
con el resto de los netabolitos de esta serie]

Tabla 9.- RMN C y "H del lactodehidrotirsiferol 73.
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73 Lactodehidrotirsiferol

Al comparar el espectro de RMN 'H del lactodehidrotirsiferol 73 con el del
dehidrotirsiferol 3 o el de otros derivados, se observan cambios tales como la ausencia
de las sefiales correspondientes a los grupos metilo H3-1 y H3-25, junto con las

pertenecientes al metino H-3.

El estudio del experimento RMN "C confirmé la desaparicion de estas
sefiales, asi como la de un carbono cuaternario en posicion o a un atomo de oxigeno y
por tanto, atribuible al carbono equivalente a C-2 del dehidrotirsiferol 3. Asimismo,

este experimento mostro la aparicion de un carbono carboxilico centrado a d¢ 177.4.

Por otra parte, en el experimento COSY se pudo apreciar la existencia de un
sistema aislado de dos metilenos diasterotopicos centrados a dy 2.68 y 2.50, y a 6y 2.46
y 1.75, y que fueron respectivamente correlacionados en el experimento HSQC, con los
carbonos a Oc 29.7 y dc 29.1 (Figura 22). Estos carbonos metilénicos fueron
identificados como C-2 y C-3 en el lactodehidrotirsiferol 73 por sus correlaciones a
largo alcance en el experimento de HMBC (Figura 23). Asi se observo acoplamiento
entre el carbono C-1 (8¢ 177.4) y los protones H,-2 y H;-3; asi como del carbono C-4
(8¢ 87.1) con los protones H,-2, H,-3, H-5 (dy 3.53, dd, J=1.7 y 11.8 Hz) y H3-23 (y
1.34).

Esta informacion nos permitio fijar la modificacion en el anillo A, que aparece

en este metabolito como un sistema de y-lactona (Figura 22).
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Figura 22.- COSY y HSQC del lactodehidrotirsiferol 73.
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Figura 23.- Fragmento de la estructura del lactodehidrotirsiferol 73 entre los carbonos C-
1—>C-9. En trazo grueso se distinguen las estructuras parciales que se pueden determinar
mediante el estudio del espectro COSY. Las flechas indican las correlaciones HMBC mas
importantes observadas para los carbonos C-1 y C-4 que permiten confirmar la localizacion
de la y-lactona presente en dicho metabolito. Espectro de HMBC del compuesto 73.
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La estereoquimica relativa de los centros quirales presentes en el
lactodehidrotirsiferol 73 fue propuesta basdndonos en las correlaciones dipolares
observadas en el experimento ROESY y que coinciden con la propuesta para el

dehidrotirsiferol 3.

11.3.8. 16-epi-Hidroxidehidrotirsiferol 74

El 16-epi-hidroxidehidrotirsiferol 74, resultd ser un isomero del 16-
hidroxidehidrotirsiferol 20, aislado anteriormente en nuestro laboratorio y publicado en

1997.%

74 16-epi-Hidroxidehidrotirsiferol; R1=OH; R;=H
20 16-Hidroxidehidrotirsiferol; Ri=H; R;=OH

La interpretacion de los experimentos COSY, HMBC, HSQC y NOESY
permitieron asignar las sefiales de 'H y °C, las cuales demuestran que la tunica
diferencia entre estos dos metabolitos es la estereoquimica del grupo hidroxilo presente
en C-16 (Tabla 10).

A partir de la multiplicidad del proton H-16 (dy 4.70, ddd, J=1.6, 6.3 y 10.0
Hz) (Figura 24), se deduce que el grupo alcohol esta formando un enlace por puente de
hidrogeno con el grupo hidroxilo presente en C-18, lo cual fue confirmado por las
constantes de acoplamiento y las conectividades ROE observadas entre H-17a (On
1.73) y los protones H-16 (64 4.70) y H-18 (8y 3.77), y a su vez, la de estos metinos
con el protdn del grupo hidroxilo presente en C-16 (dy 3.30, d, J=6.3 Hz) (Figuras 25 y
26).
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n°C 5 %c s'™H Multiplicidad J (Hz)
1 31.0 1.26 s
2 75.0
3 59.0 3.89 dd 4.1;12.3
4 28.2 2.11
2.24
5 37.1 1.54
1.83
6 74.4
7 86.8 3.08 dd 1.6;10.6
8 22.9 1.47
1.74
9 38.6 1.51
1.75
10 73.5
11 79.3 3.38 dd 5.6;11.5
12 217 1.65
1.76
13 25.9 1.93
2.18
14 70.8 4.35 dd 55,57
15 152.9
16 70.3 4.70 ddd 1.6;6.3; 10.0
17 35.9 1.73 ddd 1.6;1.6;12.0
1.86 ddd 10.0; 10.0; 12.0
18 73.8 3.77 dd 1.6;10.0
19 85.6
20 31.9 1.58
2.13
21 26.5 1.84
2.07
22 87.6 3.74 dd 6.0;9.9
23 70.4
24 24.0 1.12 s
25 23.6 1.39 s
26 20.1 1.19 s
27 19.1 1.24 s
28 110.4 5.17 bs
5.30 bs
29 23.5 1.12 s
30 27.7 1.20 s
OH-16 3.30 d 6.3
OH-18 2.66 s

Tabla 10.- RMN °C y "H del 16-epi-hidroxidehidrotirsiferol 74.
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Figura 24.- RMN H del 16-epi-hidroxidehidrotirsiferol 74.

1.86, ddd, J=10, 10, 12

1.73, ddd, J=1.6, 1.6, 12

Figura 25.- Fragmento de la estructura del 16-epi-hidroxidehidrotirsiferol 74
correspondiente a los carbonos C-15—C-24 donde se puede apreciar la estereoquimica
relativa propuesta en los carbonos C-16, C-17, C-18, C-22. Desplazamientos quimicos y
constantes de acoplamiento mas significativas del fragmento C-16—C-18.
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Figura 26.- ROESY del 16-epi-hidroxidehidrotirsiferol 74.

I1.3.9. 3-epi-Dehidrotirsiferol 75

El 3-epi-dehidrotirsiferol 75, resultod ser un isomero del dehidrotirsiferol 3, en
base al i6n molecular observado en su espectro de masas FAB a m/z 587/589 (MH"),
siendo NBA la matriz utilizada. Sus datos espectroscopicos mostraron que su
estructura estaba estrechamente relacionada con los valores observados para el

compuesto 3, hasta el punto de que las fragmentaciones obtenidas en su espectro de
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masas, asi como las absorciones en su espectro de infrarrojo fueron idénticas a las de

éste.

75 3-epi-Dehidrotirsiferol

En el espectro de RMN 'H, los desplazamientos quimicos y los valores de las
constantes de los grupos metino H-11, H-14, H-18 y H-22 junto con la de los protones
vinilicos H,-28 fueron también equivalentes (Tabla 11). Sin embargo, las sefales de
proton de los metinos H-3 (dy 4.09, dd, J=3.3 y 7.6 Hz) y H-7 (64 3.43, dd, J=1.8 y
10.8 Hz), junto con las correspondientes al metileno Hp-5 (6 1.52 y 2.12) y a los
metilos H3-1 (&g 1.31), H3-25 (84 1.33) y H3-26 (84 1.12) fueron diferentes en sus
desplazamientos quimicos, mostrando H-3 notables diferencias en las constantes de

acoplamiento.

Estos desplazamientos quimicos fueron asignados en base a las correlaciones
observadas en el experimento de HMBC. Asi el carbono C-3 (8¢ 59.4), identificado
por su correlacion HSQC con el proton H-3 (8y 4.09), mostrd correlacion con el
metileno H,-5 (8 1.52 y 2.12) y éste a su vez con el grupo metilo C-26 (3¢ 19.9). La
correlacion HMBC entre el carbono de este grupo metilo y la sefial entrada a oy 3.43

nos permitié identificar a H-7.

A la vista de estos resultados pudimos suponer que las notables diferencias que
habiamos indicado entre los desplazamientos quimicos de estas sefiales de proton y sus
valores de constantes de acoplamiento, con las establecidas para el dehidrotirsiferol 3,

debian estar relacionadas con el cambio de configuracion de alguno de los centros
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quirales presentes en el anillo A, concretamente el centro quiral en C-3. En efecto, si
consideramos que en el compuesto 3 la sefial del protén H-3 se resuelve como doble
doblete con valores de constante de acoplamiento J34,=4.1 Hz y J345=12.6 Hz y que
éstas determinan la orientacion ecuatorial para el atomo de bromo; el que en el
compuesto 75 esa sefial se resuelva también como doble doblete pero con valores de
constante de acoplamiento inferiores, J3.44=7.6 Hz y J3.43=3.3 Hz, nos hace suponer que
ha tenido lugar un cambio de configuracion en dicho centro. En este caso, el &tomo de
bromo deberia disponerse en una disposicion axial, tal y como se aprecia en la Figura

27.

Figura 27.- Fragmento de la estructura del 3-epi-dehidrotirsiferol 75 entre los carbonos C-
1—-C-11 donde se puede apreciar la estereoquimica relativa propuesta en los carbonos C-
3, C-6, C-7, C-10 y C-11. En dicho compuesto el bromo se dispone en posicién axial en el
carbono C-3.

Esto fue confirmado en el experimento ROESY por las correlaciones
observadas de H-3 con H3-25, H,-4. Esta ultima establece la disposicion ecuatorial del
protén H-3, a diferencia de lo que sucedia en el dehidrotirsiferol 3, en el que sélo se
observaban correlaciones dipolares entre H-3 y uno de los protones del metileno Hj-4,
concretamente con H-4B. En base a todo lo expuesto, se propone una configuracion
relativa R* para el centro quiral en el carbono C-3, y para el resto de los centros
quirales presentes en la molécula se confirma la misma configuracion relativa

observada en el dehidrotirsiferol 3.
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n°c 5"%c s'™H Multiplicidad J (Hz)
1 27.9 1.31 s
2 74.4
3 50.4 4.09 dd 3.3;7.6
4 26.5 2.12
2.20
5 30.8 1.52
2.12
6 73.2
7 82.9 3.43 dd 1.8;10.8
8 227 1.56
1.79
9 38.2 1.55
1.80
10 73.0
11 78.8 3.46 dd 5.9; 10.0
12 21.3 1.62
1.83
13 26.1 1.84
2.08
14 72.0 4.27 dd 42,76
15 150.8
16 29.1 2.19
2.45
17 29.4 1.46
1.63
18 75.8 3.51 dd 1.5;10.6
19 86.3
20 31.2 1.56
2.12
21 26.0 1.85 (2H)
22 87.0 3.74 dd 5.7;10.2
23 70.7
24 23.2 1.11 s
25 28.9 1.33 s
26 19.9 1.12 s
27 19.1 1.22 s
28 109.4 4.86 bs
5.03 bs
29 22.5 1.12 s
30 27.2 1.20

Tabla 11.- RMN "°C y "H del 3-epi-dehidrotirsiferol 75.
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11.3.10. Peroxido de longileno 76

De fracciones seleccionadas de la parte mas polar del extracto fueron
identificados otros dos metabolitos. El primero de ellos, el peroxido de longileno 76,
fue aislado como un so6lido amorfo de color blanco cuya féormula empirica C30Hs,Og
fue establecida en base a su espectro de masas de alta resolucion que presentd un

M +Naam/z 563.357155 (calc. 563.355989).

El espectro de RMN 'H (Figura 28) mostr6 a campo bajo unas sefales
centradas a oy 10.57 (s), 5.81 (ddd, J=6.6, 8.5 y 15.6 Hz), 5.75 (ddd, J=6.8, 7.0 y 15.6
Hz), 5.61 (d, J=15.6 Hz), 5.43 (d, J=15.6 Hz), 5.24 (s) y 5.03 (s) que integran todas
para un proton. Asimismo, aparecen también dos seflales mas complejas cuyas
integrales corresponden a dos protones cada una y que se encuentran centradas a oy

4.09y 3.72.

OH-19
H22 OH-6 H7/H18

3 H11/H14 OH23

5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0

T -1
6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 ppm

Figura 28.- RMN H del peroxido de longileno 76.
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El experimento de HSQC nos permitié correlacionar las sefiales anteriores con
sus respectivos carbonos excepto las centradas a oy 10.57, 524 y 5.03 que no
presentaron correlacion heteronuclear (Figura 29). Asi se establecieron las siguientes
correlaciones: 8y 5.81>8¢ 125.8, 8y 5.75—8¢ 122.2, 8y 5.61—0¢ 141.2, 8y 5.43 —08¢
137.0, 8y 4.09—>0¢ 85.4 y 85.8, y 8y 3.72—5¢ 85.1 y 84.1.

PN

@ e}
By . o O
BER ¢ o @ @ i -
og-23 E3
H7/HI8
HIl/H14 42 o @
= ficciz>) 4
W OH
H22 OH'QW s
iy P
2 &o
6
> & %@ 20
= @
[#] [ ] — 40
- 60
Cl4 cis - 80
cle 9
— 100
— 120
o
cad® C21
C2200 “C_? — 140
T | T T T | T T T T 1 ppm
6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5

Figura 29.- COSY y HSQC del peréxido de longileno 76.
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El experimento COSY (Figura 29) nos permiti6 establecer los siguientes

sistemas de conectividades equiparables:

S 5.43 (H-3) > 5.81 (H-4) — 1.78 y 2.20 (H,-5)
81 5.61 (H-22) > 5.75 (H-21) —> 1.88 y 2.20 (H;-20)
8 3.72 (H-7) — 1.89 y 2.06 (Hy-8) — 1.49 y 2.06 (H,-9)
S 3.72 (H-18) - 1.89 y 2.03 (Hp-17) —> 1.46 y 2.03 (Hy-16)

Junto con las secuencias anteriores se observo también otro grupo de sefiales

interconectadas que corresponden a protones que son practicamente equivalentes:

811 4.09 (H-11 y H-14) — 1.50 y 2.01 (H,-12 y H,-13)

Los fragmentos de estructuras parciales anteriores pueden ser interconectados
mediante la secuencia de correlaciones observadas en el experimento HMBC a través
de los carbonos cuaternarios C-6 (5¢ 73.9), C-10 (3¢ 85.8), C-15 (d¢ 85.4) y C-19 (8¢
73.8) (Figuras 30 y 31).

Figura 30.- Estructura plana propuesta para el metabolito 76. Mediante flechas se
representan las conectividades mas importantes observadas en el experimento HMBC.

El resto de las conectividades observadas en este experimento, especialmente
las correspondientes a los grupos metilo, nos permitieron completar la estructura plana

de este compuesto tal como se muestra en la Figura 30 y en la Tabla 12.
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n°c 5"%c s'™H Multiplicidad J (Hz)
1 26.9 1.19 s
2 80.1
3 137.0 5.43 d 15.6
4 125.8 5.81 ddd 6.6;8.5; 15.6
5 413 1.78 dd 8.5;13.3
2.20 dd 6.6;13.3
6 73.9
7 85.1 3.72
8 258 1.89
2.06
9 29.7 1.49
2.06
10 85.8
11 85.8 4.09
12 30.1 1.50
2.01
13 29.9 1.50
2.01
14 85.4 4.09
15 85.4
16 29.3 1.46
2.03
17 25.2 1.89
2.03
18 84.1 3.72
19 73.8
20 40.8 1.88 dd 6.8;13.4
2.20 dd 7.0;13.4
21 122.2 5.75 ddd 6.8;7.0;15.6
22 141.2 5.61 d 15.6
23 70.0
24 29.4 1.27 s
25 242 1.37 s
26 24.3 1.20 s
27 242 1.09 s
28 23.6 1.07 s
29 243 1.27 s
30 29.6 1.31 s
-OOH 10.57 s
OH-6 5.24 s
OH-19 5.03 s
OH-23 3.29 s

Tabla 12.- RMN *C y "H del peréxido de longileno 76.
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Una vez determinada la estructura, mediante una busqueda bibliografica

encontramos que Itokawa y col.” publicaron en 1991 el aislamiento e identificacion

del peroxido de longileno como metabolito de la Eurycoma longifolia cuya estructura

fue determinada mediante cristalografia de rayos X.

55 H. Itokawa, E. Kishi, H. Morita, K. Takeya, Y. litaka, Chem. Lett., 1991, 2221.
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76 Peroxido de longileno

Sus datos espectroscopicos coincidieron plenamente con los de nuestro
producto a excepcion de la actividad optica. Asi el perdxido de longileno aislado de
fuente terrestre posee un valor de [0]”p=-23.0 (¢ 0.44, CHCI;), mientras que el
peroxido de longileno aislado de la Laurencia viridis presenta un valor de [oc]25 p=146.6
(c 0.31, CHCl3). Dado que a partir de la interpretacion de las correlaciones escalares
observadas en el espectro ROESY parece que las estereoquimicas relativas de ambos
compuestos son equivalentes, proponemos que ambas sustancias son enantiomeros.
Por lo tanto, para nuestro metabolito 76, y en base a las consideraciones biogenéticas
que se analizan detalladamente en el siguiente capitulo, planteamos, una configuracion
S* R*, S§* R* R*, S*, R* 6 S* para los centros quirales presentes en los carbonos C-6,

C-7,C-10, C-11, C-14, C-15, C-18 y C-19, respectivamente (Figura 32).

Figura 32.- Conformacién de minima energia calculada para el peréxido de longileno
aislado de Laurencia viridis.
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I1.2.11. Longileno 77

A partir de las mismas fracciones de las que se aisld el peroxido de longileno
76, se identifico otro metabolito nuevo que denominamos longileno 77. Este fue

aislado como un so6lido cristalino amorfo con [o.]*p=0.0 (¢ 0.13, CHCL;).

77 Longileno

La comparacion de los espectros de RMN del compuesto 76 con los del
longileno 77 mostraron una gran similitud, pero con la diferencia de que el numero de
seflales que se observaban en el segundo caso, es la mitad que en el primero. Este
hecho junto con la ausencia de actividad, nos sugiri6 que podia tratarse de una

sustancia cuya estructura poseyera elementos de simetria.

Como en el caso del metabolito anterior, mediante la combinacion de los datos
obtenidos de los experimentos COSY y HSQC (Figura 33) se pudieron establecer tres

fragmentos de estructuras parciales que se detallan a continuacion:

8 5.62 (H-3/H-22) — 5.77 (H-4/H-21) — 1.78 y 2.15 (H,-5/H,-20)
8 3.70 (H-7/H-18) — 1.91 y 2.03 (H,-8 /H-17) — 1.47 y 2.06 (H,-9/H,-16)
Sy 4.11 (H-11/H-14) — 1.49 y 2.01 (H,-12/H,-13)

Estas estructuras parciales se interconectaron también a través de los carbonos
cuaternarios por interpretacion de los datos obtenidos del experimento de HMBC
(Figura 34) y que corresponden a las asignaciones recogidas en la Tabla 13 para la

estructura plana que se muestra en la parte superior de la Figura 34.
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Figura 34.- Estructura plana propuesta para el longileno 77 donde los fragmentos parciales
obtenidos mediante los experimentos COSY y HSQC aparecen interconectados a partir de
las correlaciones observadas en el experimento HMBC (parte inferior de la figura),
indicadas en éste so6lo para una de las mitades equivalentes, C-1—»C-12. Se ha
representado con trazo discontinuo el elemento de simetria presente en la molécula.

Las conectividades observadas en el estudio del experimento ROESY nos

condujeron a proponer una configuracion relativa S*, R*, S*, R*, R*, §*, R*, S* para

los centros quirales presentes respectivamente en los carbonos C-6, C-7, C-10, C-11,

C-14, C-15, C-18 y C-19, equivalente a la establecida para el perdxido de longileno 76

(Figura 35).



Figura 35.- Conformacion de minima energia calculada para el longileno 77. La
configuracion propuesta esta basada en las correlaciones ROE y en las consideraciones
biogenéticas.

n°C 5% s™H Multiplicidad J (Hz)
1 24 29.6 1.29 s
2 23 70.4
3 22 141.2 5.62 d 15.6
4 21 122.0 5.77 ddd 7.0;7.4,15.6
5 20 40.4 1.78 dd 7.0;13.4
2.15 dd 7.4;134
6 19 74.0
7 18 84.9 3.70 dd 6.4;6.6
8 17 25.6 1.91
2.03
9 16 30.0 1.47
2.06
10 15 85.7
11 14 85.4 4.11 dd 5.5;5.6
12 13 30.0 1.49
2.01
25 30 29.8 1.31
26 29 24.1 1.24 s
27 28 237 1.10
OH-6 OH-19

Tabla 13.- RMN ®C y "H del longileno 77.
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III. ORIGEN BIOGENETICO DE LOS NUEVOS METABOLITOS

IIL.1. INTRODUCCION

En el apartado 1.2.2 del Capitulo I de esta memoria, se ha sefialado que el
origen de los poliéteres derivados del escualeno aislados de las algas del género de
Laurencia, se puede considerar a partir de un precursor comun. Este precursor
consistiria en el (10R,11R) epoxido de escualeno, que ha sido obtenido de la Laurencia
okamurai,”> 'y que podria evolucionar hacia un intermedio también comin, el
(6S,7S,10R,11R,14R,15R,18S,19S) tetraecpoxido de escualeno. Sin embargo, este

intermedio todavia no ha sido identificado de fuente natural.

Fue precisamente, el aislamiento e identificacion en nuestro laboratorio de
metabolitos de Laurencia viridis tales como: el acetato de predehidrovenustatriol 21
con un anillo A abierto, ausencia del atomo de bromo y un doble enlace terminal entre
los carbonos C-2—-C-3; junto con los isémeros 10-epi-dehidrotirsiferol 14 y 10-epi-
15,16-dehidrotirsiferol 19 con el cambio de estereoquimica en el carbono C-10; y los
tirsenoles A 15 y B 16 con una unidad de enol-éter en los carbonos C-13—-C-14, lo que
nos llevd a cuestionar la propuesta clasica de biogénesis para estos poliéteres que
implicaba una ciclacion concertada de tres epoxidos después de la formacion de un i6n
bromonio en los carbonos C-2—C-3, dando lugar al sistema de anillos A-B-C presente

en la mayoria de los primeros metabolitos aislados (Esquema 7).

A la luz de los hechos anteriores, y con el aislamiento de compuestos con
nuevas estructuras como el martiriol 67 con un grupo hidroxilo en la posicion C-3, lo
mas logico es pensar que el proceso de formacion tenga lugar de manera secuencial y
no de la forma en que se describe en la propuesta clasica mantenida hasta el momento
para este tipo de sustancias. Nuestro propdsito es intentar proponer, para los
metabolitos mas significativos que componen esta memoria, unas rutas biogenéticas

que racionalicen su formacién, tal y como lo hicimos en las consideraciones
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biogenéticas resumidas en los Esquemas 1-3 del Capitulo I para los compuestos

recogidos alli.

Esquema 7

I11.2. PROPUESTAS BIOGENETICAS

I11.2.1. Martiriol 67 y dioxepandehidrotirsiferol 68

En el caso del martiriol 67 o del dioxepandehidrotirsiferol 68, el proceso se
podria considerar que comienza con una protonaciéon enzimatica en el epoxido en las
posiciones 68,785, seguida de una ciclacion que evoluciona sobre el carbono C-7 o C-6,
respectivamente, e hidroxilacion en la posicion C-15. De esta forma se generaria el
sistema fusionado de anillos B-C con una configuracion frans de los oxanos
correspondientes segun el metabolito en cuestion (Esquemas 8 y 9). Esta propuesta
biogenética esta apoyada en las correlaciones NOE observadas entre los protones H-11

y H-14 en muchos de los metabolitos aislados de este alga.

A continuacion, los éteres ciclicos que constituyen los anillos A y D en el
martiriol 67, podrian formarse a partir de la protonacion de los epoxidos en las
posiciones 2,3R y 18S,19S y posterior reaccion con los grupos hidroxilos presentes en

los carbonos C-6 y C-15, respectivamente. El siguiente paso consistiria en la
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hidroxilacion en el carbono C-23, tal y como se describe en el Capitulo I de la presente
memoria, y que entonces deberia dar como resultado la configuracion relativa
propuesta como 15S8*, 19R* y 22R*, en base a estas consideraciones biogenéticas

(Esquema 8).

Martiriol

Esquema 8

Por otra parte, en el compuesto 68, el dioxepandehidrotirsiferol, el anillo A
podria formarse mediante la posterior ciclacion del grupo hidroxilo en el carbono C-7
sobre el i6n bromonio presente, evolucionando este intermedio segun la ruta propuesta

en el Esquema 9.
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Dioxepandehidrotirsiferol

Esquema 9

IIL.2.2. Compuestos con el anillo A de cinco miembros 70-73
En el caso de compuestos donde el anillo A es un anillo de cinco miembros, se

debe hacer wuna importante diferenciacion entre el compuesto 70, el

pseudodehidrotirsiferol, y el resto de los compuestos de esta serie, 71-73.
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Asi en el primer caso seria logico suponer que la formacion de este anillo se
produce, una vez formado el sistema fusionado de anillos B-C como en el apartado
anterior, via la ciclacién inducida por el grupo hidroxilo situado en el carbono C-6
sobre el epoxido protonado presente en las posiciones C-2—C-3, dando lugar al

metabolito 70, tal y como se describe en el Esquema 10.

Pseudodehidrotirsiferol

Esquema 10

Sin embargo, para el otro grupo de metabolitos, los derivados 71-73, podemos
suponer que la ciclaciéon sobre el ion bromonio se produce en el carbono C-3 dando
lugar al intermedio 78, atn sin identificar, que mediante pérdida de bromo daria lugar
al compuesto 79. A partir de este intermedio 79 con un sistema de enol-éter en el
anillo A, se podria racionalizar el origen de los compuestos 71 y 72 por la
incorporacion de metanol en las posiciones 3 y 2, tal y como se describe en el Esquema

11 en las rutas a y b, respectivamente.
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[Ox]

CH30

3-Metoxi-pseudodehidrotirsiferol 2-Metoxi-pseudodehidrotirsiferol Lactodehidrotirsiferol

Esquema 11



Por otra parte, la obtencion de una y-lactona en el anillo A tendria su origen en
una fragmentacion oxidativa que supusiera la pérdida de los carbonos C-1, C-2 y C-25

que se da en el lactodehidrotirsiferol 73 (Esquema 11).

Debido a que la incorporacion de metanol se produce de forma selectiva dando
lugar de forma mayoritaria a uno de los dos isdémeros posibles, también cabe suponer
que el pseudodehidrotirsiferol 70 podria tener su origen no en el epéxido formado en
las posiciones C-2 y C-3 (Esquema 10), sino en el enol-éter 79 por una adicion de agua
similar a la que se describe para el metanol en la ruta b del Esquema 11 y que se
muestra en el Esquema 12. Hasta el momento, y mientras no se aislen nuevos
metabolitos en este género de algas rojas, no podemos discernir cual de las dos

alternativas es realmente la que conduce biogenéticamente al compuesto 70.

Pseudodehidrotirsiferol

Esquema 12

La propuesta biogenética de formacion del anillo de tetrahidrofurano en estos
metabolitos 70-73, se resume en el Esquema 13, estando de acuerdo con la que

recientemente hemos publicado' y que con més detalle se describi6 en el Capitulo L.
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24

Esquema 13

IIL.2.3. Clavidol 69

Sin lugar a dudas, otro de los compuestos mas interesantes desde el punto de
vista biogenético es el clavidol 69. A la hora de intentar racionalizar el proceso de
formacion del mismo nos encontramos con la peculiaridad de la inexistencia del anillo
C, ademas de la aparicion del carbono C-15 totalmente hidrogenado. Con estos
antecedentes y partiendo légicamente del precursor comun para todos los metabolitos
de esta serie, el (10R,11R) epdxido de escualeno, este intermedio en un primer paso
evolucionaria dando lugar a la formacion del anillo B y posteriormente la ciclacion
sobre el i6n bromonio daria lugar al anillo A, tal como se describe en el Esquema 14.
La hidrogenacion del doble enlace 14,15 nos conduce a la estructura propuesta aunque
la configuracion absoluta en el carbono C-15 permanece ain sin determinar. La
propuesta biogenética para la formacion del anillo tetrahidrofuranico como se ve es

naturalmente la misma que en los casos anteriores.
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Br

Clavidol

Esquema 14

II1.2.4. Peroxido de longileno 76 y longileno 77

Otra singularidad de este género de algas es la presencia de compuestos
triterpénicos meso. El primero de ellos fue el teurileno 24 aislado de Laurencia
obtusa,® que al igual que sucede en este alga, aparecid junto a derivados del tirsiferol.
En nuestro caso es si cabe aun mas singular, ya que unido a la presencia de poliéteres
triterpénicos con pautas de ciclacion nuevas en la literatura, se suma el que un

enantiomero del peroxido 76 hubiera sido aislado por Itokawa y col. de maderas de la
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. . . . 57
especie de origen terrestre Eurycoma longifolia,” y cuya estructura fue confirmada
mediante difraccion de rayos X; aunque su configuracion absoluta quedd sin
determinar. La diferencia entre ambas sustancias radica por lo tanto en el valor de la

actividad optica.

Obviamente, tanto para el peréxido de longileno 76, como para el longileno
77, proponemos una ruta de formaciéon comiin comparable a la propuesta hecha por
Suzuki y col.*! para el intricatetraol 25, que daria lugar a dos fragmentos totalmente
equivalentes en la molécula. El nico paso que queda todavia sin explicacion es la
formacion del anillo de tetrahidrofurano presente entre los carbonos C-11 y C-14 en el

que ambos centros quirales siguen manteniendo la misma configuracion (Esquema 15).

Perdxido de longileno

Esquema 15
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IV. ACTIVIDAD BIOLOGICA DE POLIETERES DE L. VIRIDIS

IV.1. ENSAYOS DE INHIBICION DE PROTEINA FOSFATASA PP2A
IV.1.1. Introduccion

Los procesos de fosforilacion-desfosforilacion estan considerados como las
modificaciones mas importantes que sufren las proteinas en el control de los procesos
intracelulares. Se conoce ademds, que tienen lugar en una amplia variedad de
organismos abarcando desde bacterias hasta mamiferos, y que estin implicados en la
regulacién de multiples funciones, incluyendo el control del ciclo celular, crecimiento
y apoptosis, asi como su metabolismo y las sefiales de transduccion. La fosforilacion
de las proteinas ocurre en los hidroxiaminodacidos: serina (Ser, S), treonina (Thr, T) y
tirosina (Tyr, Y); residuos que son modificados por las proteinas kinasas (PKs) dando
origen a los O-fosfomonoésteres. Estos grupos fosfato en las proteinas fosforiladas,
son hidrolizados por las proteinas fosfatasas (PPs). Por lo tanto, el estado de
fosforilacion de una proteina en particular es reversible, y estd regulado por su

correspondiente proteina kinasa y proteina fosfatasa.

Las proteinas fosfatasas (PPs) se dividen, segun los residuos donde produzcan
la desfosforilacion, en: a) especificas para serina/treonina (PSPs), y b) especificas para
tirosina (PTPs). Las PSPs fueron originariamente clasificadas como tipo 1 (PP1) y tipo
2 (PP2), sobre la base de la respectiva especificidad por la subunidad B o o de la
fosforilasa kinasa correspondiente. Posteriormente, se demostrd que las proteinas
fosfatasas de tipo 1 (PP1) eran inhibidas por los inhibidores enddgenos proteicos
inhibidor-1 (I-1) e inhibidor-2 (I-2), mientras que las proteinas fosfatasas de tipo 2
(PP2) no se afectaban. La familia de proteinas fosfatasas PP2, por su parte, se
subdividi6 en tres grupos en funcion de sus requerimientos ionicos: PP2A, que no
depende de ningun metal para su actividad; PP2B o calcineurina, calmodulina

dependiente de Ca”"; y PP2C, dependiente de Mg®* o Mn®*. Estudios de clonacion
P y Y g
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molecular han demostrado que PP1, PP2A y PP2B son productos de una misma familia
de genes, denominados familia de genes PPP, mientras que por el contrario, PP2C tiene
su origen en un gen totalmente diferente. Recientemente se han identificado las
fosfatasas PP3, PP4, PP5, PP6 y PP7, también pertenecientes a la familia PPP. Los
miembros de esta familia muestran un alto grado de homologia en sus secuencias, y se

encuentran dentro de las proteinas mas conservadas durante la evolucién.

PP1 y PP2A son las proteinas mayoritarias del grupo PSPs. Ambas tienen un
amplio espectro de actividad y son capaces de desfosforilar un elevado numero de
substratos cuando se realizan ensayos in vitro. Estudios mas avanzados han
demostrado que PP1 y PP2A existen como holoenzimas en la célula, con una
subunidad catalitica (c) asociada a una o mas proteinas reguladoras, las cudles serian

. , .. L. 58
las responsables del reconocimiento especifico del substrato en el sitio catalitico.

IV.1.2. Tipos de inhibidores de proteinas fosfatasas

Los inhibidores selectivos de proteinas fosfatasas tienen su descubrimiento
cuando en el afio 1982, una molécula de origen marino y naturaleza polietérea, el acido
okadaico 80 (AO), causé contraccion en las fibras aisladas de musculo liso en
diferentes ensayos de laboratorio. Aunque se conocia que estas contracciones se
iniciaban mediante un proceso de fosforilacion de las cadenas ligeras de miosina se
planted la duda de que si se debian a una activacion de la kinasa que fosforila la cadena
ligera de miosina (MLCK), o a una inhibicioén de la fosfatasa correspondiente. Con
posterioridad se demostrd que la segunda suposicion era la correcta, y el AO se
convirtid en el primer inhibidor altamente selectivo de PSPs de la familia PPP,
generando una nueva clase de inhibidores que ha sido ampliamente usada como una
poderosa herramienta para el estudio de los procesos celulares mediados por

fosforilacion de proteinas.

%% J. J. Fernandez, M. L. Candenas, M. L. Souto, M. M. Trujillo y M. Norte, Current Medicinal
Chemistry, 2001, en prensa.
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80 Acido okadaico (AO)

Este grupo de inhibidores, conocidos como clase de inhibidores del acido
okadaico, desde el punto de vista estructural incluye: péptidos ciclicos como las
microcistinas (microcistina LR 81) y nodularinas (nodularina 82), policétidos como la
tautomicina 83 (TM) y caliculina-A 84 (CL-A), y terpenoides como la cantaridina 85
y el 23 acetato de tirsiferilo 4 (TA). La potencia de sus efectos sobre las proteinas

fosfatasas esta recogida en la Tabla 14.%

PP1 PP2A PP2B
80 Acido okadaico, AO 20 nM 0.2-1 nM >10 mM
81 Microcistina LR 0.1 nM 0.1 nM
82 Nodularina 1.8 nM 0.03 nM 8.7 mM
83 Tautomicina, TM 0.7 nM 0.7 nM 70 mM
84 Caliculina A, CL-A 0.3-0.7 nM 0.2-1 nM >10 mM
85 Cantaridina 0.5-2 mM 0.2mM >1 mM
4 23-Acetato de tirsiferilo, TA >1 mM 4-16 uM >10 mM

Tabla 14.- Valores de ICsp de los inhibidores de la clase del AO.

1IV.1.2.1. Péptidos ciclicos

Estas han sido aisladas de algas verde-azuladas que producen una gran
variedad de péptidos relacionados. Los efectos toxicos de estos compuestos se

conocen desde hace siglos debido a los envenenamientos masivos que han producido

¥ J.E. Sheppeck II, C. M. Gauss y R. Chamberlin, Bioorg. Med. Chem., 1997, 5, 1739.
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tanto en animales como en humanos. La familia de las microcistinas-XY (microcistina
LR 81) son heptapéptidos ciclicos, los cuales poseen varios D-aminoécidos, residuos
de glutamato y PB-metilaspartato, dehidroalanina y un raro aminoacido aromatico, el
acido (28§,35,8S,95)-3-amino-9-metoxi-2,6,8-trimetil-10-fenil-4,6-deca-dienoico, que
normalmente se abrevia como Adda. Muchos compuestos relacionados han sido
identificados en los que las posiciones en el macrociclo denominadas X e Y han sido

sustituidas por otro aminodcido de la serie L.

Mdha
Glu _ i
\. CO.H |y ©
N \J
N Ala
Adda HN NH -
o) d
. o ¥ o

NH

81 Microcistina LR

CO,H |

NH

O COH

NH

HN” “NH,

82 Nodularina
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Las nodularinas son pentapéptidos ciclicos analogos a los anteriores, en el que los

aminodcidos X y la alanina adyacente han sido eliminados del macrociclo.

IV.1.2.2. Policétidos

Las estructuras mas interesantes de esta clase son, sin lugar a dudas, los
policétidos. El acido okadaico 80, como ya hemos visto, fue el primero de todos ellos
en ser descubierto. Muchas sustancias estructuralmente relacionadas con el acido
okadaico han sido aisladas e identificadas mostrando, en la mayoria de los casos, una

potente actividad inhibitoria.

La tautomicina 83, fue aislada a partir de cultivos de Streptomyces
spiroverticillatus en el afio 1987, y su estructura quimica fue resuelta con
posterioridad, en 1993. Produce una considerable hepatotoxicidad, actividad
antifingica, y es también inductora de tumores como consecuencia de su potente

inhibicidn de las proteinas fosfatasas de tipo PP1 y PP2A.

OCH,3

83 Tautomicina (TM)

La caliculina-A 84 (CL-A) fue aislada de la esponja marina Discodermia
calyx. Varios compuestos relacionados fueron también aislados de la misma y difieren
fundamentalmente en la geometria de los dobles enlaces en las posiciones C-2 y C-6 y
en el sustituyente en C-32. Sin embargo, todos ellos se mostraron igual de potentes en

su efecto inhibidor sobre PP1 y PP2A.
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84 Caliculina A (CL-A)

1V.1.2.3. Terpenoides

Dentro de los compuestos de naturaleza terpenoide, la cantaridina 85, al igual
que los péptidos ciclicos del apartado anterior, posee una historia amplia y rica. Es un
poderosisimo vesicante usado en el siglo XIX para eliminar verrugas, pero su elevada
toxicidad ha limitado su uso generalizado. Su aplicacion méas conocida ha sido por su
uso como afrodisiaco y por sus propiedades abortivas. Este inhibidor simétrico meso
es, con diferencia, el mas sencillo y conformacionalmente rigido de todos los

miembros del grupo de inhibidores de fosfatasas.

(o)

85 Cantaridina

El otro terpenoide a destacar es el 23-acetato de tirsiferilo 4 (TA), que como ya

hemos dicho, fue aislado en 1985 de algas rojas del género Laurencia, concretamente
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de la L. obtusa. Sin embargo, no fue hasta el afio 1994 cuando se descubrié como un
inhibidor selectivo de PP2A, con un IC5;=4-16 uM, dependiente de la concentracion de
enzima. Este compuesto no afecta a PP1, PP2B, PP2C o proteinas fosfatasas
especificas para tirosina. Por este motivo puede ser una sustancia de elevado valor en

los laboratorios para diferenciar claramente que procesos estan regulados por PP2A.

OAc

4

23-Acetato de tirsiferilo (TA)

IV.1.3. Estudio preliminar sobre la inhibicion de proteina fosfatasa tipo
2A por poliéteres de Laurencia viridis

Debido a que el 23-acetato de tirsiferilo 4 (TA) mostré ser una molécula con
una elevada selectividad frente a PP2A con respecto al resto de las PPs de la misma
familia, y que recientemente se ha descrito también para este compuesto efectos de

. . . 60,61,62
induccién a la apoptosis,

al disponerse de una serie importante de metabolitos
aislados de Laurencia viridis con una gran variedad de estructuras relacionadas tanto
los descritos en la presente memoria como los obtenidos con anterioridad en nuestro

24,252 1 .y . .
2326 decidimos abordar, en colaboracién con el Dr. Francisco Leira

laboratorio,
perteneciente a la Universidad de Vigo-ANFACO (Asociacion Nacional de Conservas
de Pescados y Mariscos), un estudio sobre la capacidad de inhibicion sobre este enzima

de las sustancias aisladas hasta el momento.

0g 1, Matsuzawa, T. Kawamura, S. Mitsuhashi, T. Suzuki, Y. Matsuo, M. Suzuki, Y. Mizuno y K.
Kikuchi, Bioorg. Med. Chem., 1999, 7, 381.

61 K. Kikuchi, H. Shima, S. Mitsuhashi, M. Suzuki y H. Oikawa, Int. J. Mol. Med., 1999, 4, 395.

821. C. Gonzélez y C. J. Forsyth, J. Am. Chem. Soc., 2000, 122, 9099.
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Desafortunadamente, metabolitos en principio muy interesantes como el
acetato de predehidrovenustatriol 21, el martiriol 67 y el 3-epi-dehidrotirsiferol 75,
debido a la poca cantidad de sustancia aislada y a la rdpida descomposicion que
sufrieron, no se dispuso de la cantidad necesaria para realizar estos estudios

preliminares.

Los ensayos de inhibicién enzimatica fueron realizados mediante una técnica
de microplaca disefiada por Vieytes y col.® que consiste en medir mediante técnicas de
fluorescencia la actividad enzimatica de la proteina fosfatasa de tipo 2A utilizando
como substrato difosfato de fluoresceina. Las disoluciones de las muestras a ensayar
se prepararon a partir de una disolucion matriz 10 mM en DMSO o en
cloroformo:metanol (1:1) dependiendo de la solubilidad en cada uno de los casos. Los
controles realizados en las condiciones de reaccion para evaluar la influencia

secundaria de estos disolventes orgénicos no revelaron la existencia de interferencias.

Los resultados de estos ensayos de inhibicidn enzimatica sobre PP2A se
resumen en las representaciones graficas recogidas en el Capitulo V (apartado V.4.2) y
en las Tablas 15 y 16. Asi, en la Tabla 15 se recogen los porcentajes de inhibicion de
aquellas sustancias cuyo rango de actividad se encuentra entre 1 y 250 uM, mientras
que en la Tabla 16 se describen los valores obtenidos para las sustancias menos activas
y cuyo rango de inhibicion se establecio para concentraciones que oscilan entre 100 y

250 uM.

De los resultados obtenidos destaca que practicamente todos los poliéteres
aislados de esta alga presentan actividad inhibitoria enzimatica frente a proteina
fosfatasa de tipo 2A. Si analizamos con mas detalle la larga serie de modificaciones
estructurales que se ensayaron, utilizando el compuesto mayoritario dehidrotirsiferol 3
como estructura base, se aprecian una serie de hechos, aunque la actividad de este

metabolito en concreto es de las menos importantes.

S M. R. Vieytes, O. I. Fontal, F. Leira, J. M. V. Baptista de Sousa, y L. M. Botana, Analytical
Biochemistry, 1997, 248, 258.
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Concentraciones

Compuestos 1 uM 10 uM 100 uM 250 pM
68 Dioxepandehidrotirsiferol 18.9 20.4 59.7 66.5
69 Clavidol 53.6 459 57.8 74.5
70 Pseudodehidrotirsiferol 0 0 40.4 55.4
71 3-Metoxi-pseudodehidrotirsiferol 0 2.7 431 55.4
72 2-Metoxi-pseudodehidrotirsiferol 0 4.7 65.1 57.2
73 Lactodehidrotirsiferol 33.7 401 494 63.2
74 16-epi-Hidroxidehidrotirsiferol 42.2 45.6 65.1 79.3
3 Dehidrotirsiferol 8.2 12.2 252 37.7
13 Isodehidrotirsiferol 0 6.2 74.7 81.3
15 Tirsenol A 15.2 31.8 89.6 97.8
16 Tirsenol B 52.8 93.2 99.1 100
17 Dehidrovenustatriol 7.5 23.7 66.8 95.3
19 10-epi-15,16-Dehidrotirsiferol 17.9 41.9 99.5 100
20 16-Hidroxidehidrotirsiferol 411 934 100 100
76 Perodxido de longileno 18.1 27.6 85.3 96.7
Tabla 15.- Porcentajes de inhibicion de PP2A.
Concentraciones
Compuestos 100pM  125uyM 150 uyM 200 pM 250 pM
14 10-epi-Dehidrotirsiferol 11.4 24.0 26.1 47.8 66.4
18 15,16-Dehidrovenustatriol 6.5 18.8 32.7 35.8 59.8

Tabla 16.- Porcentajes de inhibicion de PP2A.
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Por un lado, aquellos compuestos que poseen en el anillo A (Esquema 16) un
sistema de tetrahidrofurano en lugar de un sistema de tetrahidropirano y que van
acompafiados por la pérdida del atomo de bromo presente en el carbono C-3 del
dehidrotirsiferol 3, casos del  pseudodehidrotirsiferol 70,  3-metoxi-
pseudodehidrotirsiferol 71 y 2-metoxi-pseudodehidrotirsiferol 72; o aquél con
fragmentacion en el esqueleto carbonado como es el caso del lactodehidrotirsiferol 73;
muestran unos porcentajes de inhibicion parecidos, entre 40-65 %, a concentraciones
de 100 uM. Destacar que la pendiente de actividad del metabolito 73 es mas suave,

por lo que este compuesto presenta una menor selectividad.

CH;0
o

CH;0 2-Metoxi-pseudodehidrotirsiferol

m

: O

3-Metoxi-pseudodehidrotirsiferol ~ w
N

X
o}
= =
[e]

A

Dehidrotirsiferol

Lactodehidrotirsiferol

Esquema 16.- Metabolitos que presentan modificaciones en el fragmento de carbonos C-1
— C-6 con respecto al dehidrotirsiferol 3, producto mayoritario y estructura de referencia.

De igual forma que en el caso anterior, cuando la modificacion se extiende a
los anillos A y B, como es el caso del dioxepandehidrotirsiferol 68, en el que aparecen
dos anillos de oxepano fusionados en lugar de dos anillos de tetrahidropirano aislados,
la actividad inhibitoria enzimatica observada es también moderada y de baja

selectividad (Esquema 17).
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Dioxepandehidrotirsiferol

Esquema 17.- El dioxepandehidrotirsiferol 68 presenta modificaciones en el fragmento de
carbonos C-1 — C-11.

Tal vez donde se dispuso de un numero mayor de modificaciones son las que
comprenden el fragmento entre los carbonos C-11—-C-16 (Esquema 18). De entre
todas ellas podemos destacar tres grupos: un primer ejemplo que presenta
simplificacién en el numero de anillos, otro en el que aparecen nuevos atomos de
oxigeno en la molécula, y finalmente un tercer grupo que implica cambios en la

configuracion de un determinado carbono o posicion de dobles enlaces.

En el primer caso, cuyo ejemplo es el clavidol 69, la actividad observada para
¢l es comparable al resto de los metabolitos analizados hasta el momento, aunque la
pendiente de la recta parece aumentar ligeramente entre 100 y 250 uM. Sin embargo,
en el caso de los otros dos grupos, existen algunas sustancias que se muestran como
inhibidores de mayor potencia y que por similitudes estructurales se pueden analizar
por parejas. Asi, observando de forma detenida este fragmento podemos apreciar que
tanto el tirsenol A 15 como el tirsenol B 16 son excelentes inhibidores a una
concentracion de 250 uM, pero el segundo, el tirsenol B, es unas 25 veces mas activo,

logrando un efecto de inhibicion de un 93.2 % a concentracion de 10 uM.
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Tirsenol B Tirsenol A

10-epi-Dehidrotirsiferol 10-epi-15,16-Dehidrotirsiferol Clavidol

Esquema 18.- Modificaciones en el fragmento C-10 — C-16.



En el otro par de compuestos, el 16-hidroxidehidrotirsiferol 20 y el 16-epi-
hidroxidehidrotirsiferol 74, donde la variacion se encuentra tan s6lo en la quiralidad del
carbono C-16, la diferencia es alin mas manifiesta siendo el primero la sustancia que
muestra una mayor potencia. Otra pareja de compuestos también estrechamente
relacionada estructuralmente es la formada por el 10-epi-dehidrotirsiferol 14 y el 10-
epi-15,16-dehidrotirsiferol 19. El que el doble enlace esté presente entre los carbonos
C-15-C-28 o entre los carbonos C-15-C-16, en este caso, supone que por ejemplo a
concentraciones de 100 pM, el compuesto 14 s6lo haya inhibido un 11 % de la
actividad de la fosfatasa mientras que la inhibicion producida por el compuesto 19 haya

sido practicamente total.

; fo 6|.| o OH
OH

15,16-Dehidrovenustatriol Dehidrovenustatriol

Isodehidrotirsiferol

Esquema 19.- Modificaciones en el fragmento final de la cadena flexible entre los carbonos
C-14 — C-22, donde se produce un cambio en la estereoquimica y en el tamafio del anillo
D.
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Finalmente, el ultimo grupo de modificaciones ensayadas estan relacionadas
principalmente con el anillo D, y presentan tanto cambios en la estereoquimica de los
centros C-18 y C-19, como la sustitucion de un sistema de tetrahidrofurano por uno de
tetrahidropirano. En ambos casos los aumentos en la actividad inhibitoria que se
aprecian no fueron tan significativos como en el caso anterior aunque superiores a los
otros grupos. También se observa seglin se dé la isomerizacion del doble enlace de exo
a endo, en la pareja de compuestos dehidrovenustatriol 17 y 15,16-dehidrovenustatriol
18, una fuerte caida en la actividad de inhibicién, aunque en sentido contrario a los

metabolitos 14 y 19.

Como ejemplo del otro grupo de sustancias con esqueleto totalmente diferente
a los anteriores, fue ensayado el perdxido de longileno 76, donde tinicamente debemos
resaltar que a concentraciones de 100 uM presenta un porcentaje de inhibicion del

85.3%.

A la vista de estos resultados podemos concluir que todos los metabolitos
estudiados hasta el momento presentan actividad como inhibidores de la enzima
proteina fosfatasa de tipo 2A siendo los compuestos con mayor actividad el tirsenol B
16 y el 16-hidroxidehidrotirsiferol 20 con porcentajes de inhibicion del 93.2% y 93.4%,
respectivamente, a concentraciones 10 uM. Aunque ligeramente menos activo que los
anteriores, debemos destacar el 10-epi-15,16-dehidrotirsiferol 19 que alcanza rangos
altos de inhibicion del 99.5% pero a concentraciones diez veces mayor. Hasta el
momento, tal como se desprende de la lectura de la presente memoria, tan s6lo hemos
tenido la oportunidad de ensayar la actividad de un nimero particular y limitado de
variaciones moleculares, aquellas que son obtenidas de fuente natural, y que nos han
servido de base para obtener esta serie de datos preliminares. Del mismo se puede
extraer que los mayores incrementos en la potencia de estas sustancias se presentan
cuando se modifican por la introducciéon de un grupo hidroxilo las posiciones C-15 y
C-16, y también que la configuracion relativa de dichos centros condiciona en gran

medida su potencia, tal y como podemos observar en los C-16 hidroxiderivados donde
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el compuesto con configuracion relativa $* presenta un 1Cs significativamente menor

que el R*.

IV.2. ENSAYOS DE CITOTOXICIDAD

Son innumerables los agentes terapéuticos quimicos que la investigacion del
siglo XX ha puesto a nuestra disposicion, y esa cifra no cesa de incrementarse. El
arsenal para combatir las enfermedades incluye también analgésicos, anestésicos,
diuréticos, etc. De igual forma, se ha extendido la aplicacion del concepto de
quimioterapia para englobar los agentes antiviricos y anticancerigenos en los que se
han incorporado adiciones sustanciales. El desarrollo de agentes antiviricos eficaces
adquiri6 enorme importancia con la aparicion del virus de la inmunodeficiencia
adquirida, mientras que las sustancias anticancerigenas, debido a la gran diversidad de

tipos de cancer son siempre de interés prioritario.

Es evidente que todos los farmacos se descubren y desarrollan a través de los
ensayos de actividad biologica. En la actualidad y a diferencia de lo que solia hacerse,
los ensayos al azar de colecciones de sustancias potencialmente activas son cada vez
menos frecuentes y se restringen a sustancias previamente escogidas. So6lo en los
ensayos para la busqueda de nuevos antibidticos y en los nuevos agentes
anticancerigenos se suele seguir trabajando de esta manera. En cualquier caso, los
ensayos de actividad originan generalmente unos pocos cabezas de serie que mediante

modificaciones moleculares, generan nuevos candidatos para tales ensayos.

El caso de los poliéteres derivados del escualeno que se aislan del género
Laurencia, es tal vez un buen ejemplo de todo lo dicho. Es a finales de los afios
ochenta cuando se describen las primeras actividades citotoxicas potentes y selectivas
para este tipo de metabolitos, que han marcado los ensayos biologicos posteriores ya

que a todas las nuevas estructuras se le ha valorado su citotoxicidad.
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Nuestros primeros trabajos en este campo comenzaron con el estudio de la
actividad del dehidrotirsiferol 3 y de la primera serie de nuevos metabolitos aislados de
Laurencia viridis, ya que en colaboracion con la empresa PharmaMar S.A. se pudo

determinar el ICs frente a cuatro lineas tumorales:

= Suspension de células P-388 (ATCC CCL-46) de neoplasma linfoide de raton
BDA/2

= Lineas de células A-549 (ATCC CCL-185) de carcinoma de pulmén humano

= Lineas de células HT-29 (ATCC HTB-38) de carcinoma de colén humano

= Lineas de células MEL-28 (ATCC HTB-72) de melanoma humano

Siguiendo con esta pauta de trabajo, a algunos representantes de la nueva serie
de compuestos que se recogen en la presente memoria, el martiriol 67, el
dioxepandehidrotirsiferol 68, el pseudodehidrotirsiferol 70 y el 16-epi-
hidroxidehidrotirsiferol 74, se les realiz6 ensayos de citotoxicidad frente a las lineas

celulares anteriores no mostrando actividad a concentraciones inferiores a 10 pg/mL.

Debido a que ninguno de los metabolitos ensayados habia mostrado una
potente actividad frente a las lineas de células descritas y como consecuencia de que el
dehidrotirsiferol mostré unos excelentes resultados frente a lineas de células KB,
decidimos evaluar los metabolitos disponibles frente a una linea celular de este tipo.
Asi, en colaboracion con la Dra. Martina K. Pec, se realizaron los ensayos de
citotoxicidad frente a células epidermoides humanas KB-3-1 con los nuevos
compuestos dioxepandehidrotirsiferol 68, clavidol 69, pseudodehidrotirsiferol 70, 2-
metoxi-pseudodehidrotirsiferol 72, lactodehidrotirsiferol 73 y perdéxido de longileno

76.

Los ensayos se realizaron utilizando el método de sal de tetrazolium XTT que
consiste en la metabolizacion de esta sustancia de color amarillo a la sal de formazan
de color naranja por deshidrogenasas mitocondriales cuya cuantificacion nos da idea

del porcentaje de las células con vitalidad. Este compuesto de metabolizacion es
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cuantificado directamente mediante el uso de técnicas espectrofotométricas. Siguiendo
las instrucciones del fabricante la medicion de absorbancia se realizd en un lector
ELISA Spectra SLT Rainbow a una longitud de onda de 490 nm/ref. 630 nm. Las
determinaciones se realizaron por triplicado. Los efectos moduladores directos de los
metabolitos sobre las enzimas mitocondriales responsables de reducir la tintura del
XTT se excluyeron por comparacion de los valores de absorbancia de células tratadas y
no tratadas después de una hora de incubacion. Los controles con los vehiculos usados
para las disoluciones a las concentraciones experimentales revelaron la ausencia de

efectos secundarios (Esquema 20).

N 2Na
ML\ SOs
CH;0 NO,
XTT
<----- Células vivas
(Deshidrogenasas mitocondriales)
NO,
SOy
+
CH;0 2Na
NH 7‘)‘\ N
i CH;0
Formazan
Esquema 20
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Las curvas estandar fueron calculadas estadisticamente por regresion no lineal
de los datos medidos a diferentes concentraciones. Las concentraciones de ICs, se
derivaron de las curvas de dosis-respuestas a la que se produce la inhibicion del 50 %

del crecimiento celular (Capitulo V, apartado V.5.3).

Todas las sustancias mostraron problemas para solubilizarse adecuadamente a
la hora de preparar las disoluciones a las diferentes concentraciones de ensayo. EI
disolvente utilizado para la preparacion de las mismas fue DMSO y en ningiin caso
superd los niveles de 10 pg/mL en las disoluciones finales ensayadas. Los valores
correspondientes a los ICs, obtenidos se recogen en la Tabla 17. Los compuestos que
presentan una mayor actividad fueron el pseudodehidrotirsiferol 70 y el perdxido de

longileno 76, con ICso de 3.11 y 3.81 ug/mL, respectivamente.

Compuestos IC5 (ng/mL)
68 Dioxepandehidrotirsiferol 9.49

69 Clavidol 11.60

70 Pseudodehidrotirsiferol 3.1

72  2-Metoxi-pseudodehidrotirsiferol 12.08

73 Lactodehidrotirsiferol 21.29

76  Peroxido de longileno 3.81

Tabla 17.- Valores de ICsy de los metabolitos de Laurencia viridis ensayados frente a
células KB-3-1.
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V. PARTE EXPERIMENTAL

V.1. TECNICAS EXPERIMENTALES GENERALES

a) Resonancia Magnética Nuclear

Para la realizacion de los experimentos de RMN, los productos fueron
disueltos en CDClj3, usando la sefial del CHCIl; residual (7.26 ppm) como referencia
interna.  Dichos espectros, tanto de '"H como de 13C, fueron realizados en
espectrometros BRUKER", AMX 400 y 500 MHz, AVANCE 300 y 400 MHz segtin
las necesidades. Se utilizaron los programas lH, 13C, DEPT, TOCSY-1D, GOESY,
COSY, COSY DQF, TOCSY, ROESY, HMBC, HMQC, HSQC, HSQC-TOCSY que
fueron suministrados por la casa BRUKER®. Los datos de adquisicion obtenidos en el

espectrometro fueron procesados en un PC usando el programa WIN-NMR.

b) Infrarrojo
Los espectros de IR fueron realizados usando el producto en disoluciéon de
cloroformo seco. Se utilizd un espectrofotometro BRUKER®, modelo IFS 55

(F.T.IR.).

c¢) Masas

Los espectros de masas de baja y alta resolucion fueron realizados en un
espectrometro VG-Autospec FISONS.

FAB (Bombardeo con Atomos Acelerados): Se utiliz6 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 fijo entre 150-
250°C segun la experiencia realizada. Como gas se usé xenon. Como matriz se uso m-

nitrobenzol (NBA) que se saliniz6 con Nal.
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d) Rotacion optica
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 1 dm.

e) 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 usando como disolvente metanol. La mezcla eluyente
utilizada fue en todos los casos n-hexano:cloroformo:metanol en las proporciones

2:1:1.

) Cromatografia en columna

Las cromatografias de los productos en columna fueron realizadas sobre gel de
silice 60, tipos G y H, de diferentes tamizados, de la casa MERCK"®. La preparacion
de las columnas se realizd por dos procedimientos:

a.- Aplicando vacio por el extremo inferior de la columna, se vierte gel en su
interior al tiempo que se somete a vibracion. Luego se afiade la mezcla de elucion
hasta que se humedezca totalmente el lecho. Cuando se ha eliminado todo el aire del
soporte de silice, se adiciona la mezcla a separar, ya sea disuelta en el mismo eluyente
o bien impregnada en gel de silice de tamizado superior al usado para formar el lecho.
La relacion de peso de producto/peso de gel de silice, fue siempre superior a 1/100.

b.- Se forma una papilla con gel de silice y el eluyente a utilizar. Una vez
formada una mezcla homogénea, se vierte en la columna y se deja depositar por
gravedad. A continuaciéon se aplica presion con una bomba de émbolo, FLUID
METERING® modelo RP-SY. En este procedimiento, la relacion peso de mezcla de
productos/peso de gel de silice, fue como minimo de 1/200.

En los ultimos estadios del aislamiento, la cromatografia se realizd en
columnas preempaquetadas LOBAR® GROBE B (310-25) LICHROPREP Si 60 y RP
18 (40-63 pm) de la casa MERCK®™ y bombas de media presion.
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g) Cromatografia HPLC

En este tipo de cromatografia se utilizé un sistema de HPLC compuesto por
una bomba HPLC LKB®, modelo 2248, con columnas p-Bondapak C-18 (D.I. 1.9 cm,
longitud 15 cm) y p-Porasil (D.I. 1.9 cm, longitud 15 cm) usando un detector de
fotodiodo 2MD RAPID SPECTRAL, LKB"®. El flujo empleado en todas las

cromatografias nunca fue superior a 2.5 mL/min.

h) Cromatografia en capa fina
La evolucion de las cromatografias en columna se siguid6 mediante
cromatografia en capa fina con placas de la casa MERCK", tipo F-1500/LS254. Para
el revelado se siguieron diversos procedimientos:
a) Pulverizacion sobre la placa de una disolucion de H,SO4:H,O:AcOH
(1:4:20) y posterior calentamiento a 140°C.
b) Pulverizacion sobre la placa de una disolucién de vainillina (3g):AcOH
(40mL):H,SO,4 (30mL):EtOH (450mL), y posterior calentamiento a 140°C.
¢) Visualizacion de la placa a la exposicion de luz UV (254nm).
Las cromatografias en general fueron eluidas en sistemas formados por

mezclas de n-hexano:acetato de etilo.

V.2. RECOLECCION Y EXTRACCION DEL ALGA LAURENCIA
VIRIDIS

La recoleccion principal del alga fue realizada en Paraiso Floral, Tenerife,
durante los meses de Abril-Mayo de 1999. La recoleccion se realizé a mano durante la
bajamar, tras lo cual se llevd inmediatamente en neveras a nuestro laboratorio. Una
vez separada de otros organismos con los que es inevitablemente recogida, la muestra
fue macerada con una mezcla de cloroformo:metanol (1:1) a temperatura ambiente
durante cuatro dias. La muestra no fue pesada en fresco y después de macerada dio
lugar a 5.2 Kg de residuo seco y molido, que posteriormente fue extraido hasta

agotamiento en un aparato soxhlet con diclorometano. La reunion de los extractos asi
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obtenidos fue evaporada al vacio obteniéndose un extracto de aspecto oleoso y de color

marr6n verdoso que pesod 77.5 g.

V.3. MARCHA CROMATOGRAFICA DEL EXTRACTO

El extracto fue cromatografiado en tres porciones en una columna de gel de
silice de D.I. 9 cm x 40 cm de longitud, usando como eluyente mezclas de n-hexano y
acetato de etilo de polaridad creciente. Se recogieron fracciones de 250 mlL,
correspondiendo los metabolitos descritos en esta memoria a la reunidén de fracciones

de una polaridad aproximada de 3:2 (fraccion 1), 2:3 (fraccion 2) y 1:4 (fraccion 3).

Después de la evaporacion del disolvente, el residuo obtenido en los tres casos,
fue cromatografiado en una columna de Sephadex LH-20 (D.I. 7 cm, longitud 60 cm)
eluida con la mezcla cloroformo:metanol:n-hexano (1:1:2), y a continuacién, en una
columna pre-empaquetada Lobar (D.I. 2.5 cm, longitud 31 cm), fase normal
(Lichroprep Si 60) para las fracciones iniciales 1 y 2, y fase reversa (Lichroprep RP 18)
en MeOH:H,O (9:1) para el caso de la mas polar.

Estudio de la fraccién 1

Como resultado de las cromatografias anteriores, en el caso de la fraccion 1, se
obtuvo el clavidol 69 y el dioxepandehidrotirsiferol 68, cuya purificacion final fue
realizada a través de HPLC en columna, respectivamente, de fase normal p-Porasil en

n-hexano:acetato de etilo (1:1), y fase reversa p-Bondapak C-18 en acetonitrilo:agua

9:1).

Estudio de la fraccion 2

A partir de esta fraccion se obtuvieron tres mezclas de triterpenos. Para la
purificaciéon de estos metabolitos fue necesario recurrir en todos los casos a la
cromatografia HPLC de fase reversa usando una columna p-Bondapak C-18 variando

la composicion de la fase movil segin las necesidades en cada caso. La pareja de
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triterpenos que eluye en primer lugar en la cromatografia de gel de silice, esta formada
por el dehidrotirsiferol 3 (incluimos este compuesto conocido en la descripcion
cromatografica a modo de referencia ya que es el mayoritario) y el 3-epi-
dehidrotirsiferol 75, utilizandose para su separacién la mezcla binaria metanol:agua
(19:1). Para separar la segunda mezcla, el 2-metoxi-pseudodehidrotirsiferol 72 y el 3-
metoxi-pseudodehidrotirsiferol 71, la fase moévil fue idéntica al caso anterior. La
tercera mezcla estd compuesta por el pseudodehidrotirsiferol 70 y el 16-epi-
hidroxidehidrotirsiferol 74, que fue separada usando la mezcla binaria MeOH:H,O

(9:1) como fase movil.

Estudio de la fraccion 3

A partir de esta fraccion se obtuvieron cuatro poliéteres, para cuya separacion
en una primera etapa se procedid, como indicamos anteriormente, al uso de una
columna Lobar Lichroprep RP 18 y MeOH:H,O (9:1) como eluyente. Para la
purificacién final de los componentes de esta fraccion fue necesario el uso del HPLC,
en unos casos a través de fase reversa p-Bondapak C-18 en MeOH:H,0, y en otros
casos mediante una columna de p-Porasil de gel de silice utilizando n-hexano:acetato

de etilo, en las proporciones que se indican en el Esquema 21
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Extracto de
Laurencia viridis

Silica gel (0.015-0.040)
n-hex-AcOEt

Fraccion 1 Fraccion 2 Fraccion 3
n-hex:AcOEt (3:2) n-hex:AcOEt (2:3)

n-hex:AcOEt (1:4)

Sephadex LH 20

Sephadex LH 20 Sephadex LH 20
cloroformo:MeOH:n-hex cloroformo:MeOH:n-hex cloroformo:MeOH:n-hex
(1:1:2) (1:1:2)

(1:1:2)

. " Lobar Lichroprep RP 18
Lobar Lichroprep Si 60 " )
n-hex:ACOEt (3:2) MeOH:H20 (9:1)

\J v v
Clavidol | [ Dioxepandehidrotirsiferol [ Martiriol | [ Lactodehidrotirsiferol |

Peroéxido de longileno
HPLC p-Porasil

Longileno
HPLC p-Bondapak HPLC p-Bondapak
3 ] gEL(éﬁ.—Eogdagmak Lobar Lichroprep Si 60 MeOH:H20 (17:3) MeOH:H20 (17:3) HPLC p-Porasil
n-hex:AcOEt (1:1) 3CN:H20 (9:1) n-hex:AcOEt (2:3) n-hex:AcOEt (3:2)
Clavidol 69 | | Dioxepandehidrotirsiferol 68 Martiriol 67 Lactodehidrotirsiferol 73 upgimsgn%pgk
23 mg 27 mg 23 mg 21 m9 e

v

Dehidrotirsiferol
3-epi-Dehidrotirsiferol

‘ v
2-Metoxi-pseudodehidrotirsiferol | | Pseudodehidrotirsiferol
3-Metoxi-pseudodehidrotirsiferol | | 16-epi-Hidroxidehidrotirsiferol

Perdxido de longileno 76 || Longileno 77
35 mg

1.3 mg

HPLC p-Bondapak

HPLC p-Bondapak
MeOH:H20 (19:1) uz’bf_"l‘_gg‘(%p?r MeOH:H20 (9:1)
Dehidrotirsiferol 3 | | 3-epi-Dehidrotirsiferol 75 Pseudodehidrotirsiferol 70 | |16-epi-Hidroxidehidrotirsiferol 74
2355 mg 18 mg 52 mg 27 mg

2-Metoxi-pseudodehidrotirsiferol 72|

3-Metoxi-pseudodehidrotirsiferol 71|
14 mg

1.5 mg

Esquema 21




DATOS FiSICOS DEL DEHIDROTIRSIFEROL 3

Cristales en forma de agujas blancas

[a]*°o= -203 (¢ 0.64, CHCls)
p.f.= 103 °C

IR vmax (CHCI3): 3450, 3100, 1640, 1450,
1370 y 1320 cm’™

RMN "Hy *C (CDCl)

n°C 5 "c 5'H Multiplicidad J (Hz)
1 31.0 1.27 s
2 74.9
3 59.0 3.89 dd 4.1;12.6
4 28.2 213
2.26
5 371 1.52
1.80
6 74.4
7 86.7 3.08 dd 2.5;11.0
8 22.9 1.49
1.76
9 38.7 1.44
1.77
10 72.9
11 78.9 3.43 dd 5.7;11.3
12 21.8 1.60
1.81
13 26.6 1.86
2.1
14 72.5 4.28 dd 4.0; 8.1
15 151.3
16 29.9 212
243
17 30.3 1.45
1.63
18 76.2 3.52 dd 1.7;10.4
19 86.0
20 31.7 1.60
212
21 26.3 1.84 (2H)
22 87.6 3.76 dd 6.0;9.9
23 70.5
24 24.0 1.12 s
25 23.6 1.39 s
26 20.1 1.20 s
27 19.4 1.23 s
28 109.8 4.88 bs
5.05 bs
29 23.7 1.14 s
30 27.7 1.21 s

HRMS: [M’] no observado
506.360610 (Calc. 506.36074, CsoHsoOs [M*-HBr])

MS a m/z: 529, 527, 506, 445, 443, 401, 363, 319, 207, 205, 143, 125, 59
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DATOS FiSICOS DEL MARTIRIOL 67

Solido amorfo de color blanquecino
[0]?°5= +4 (¢ 0.03, CHCl3)

IR vimax (CHCI3): 3688, 3456, 3022,
2929, 2855, 1731y 1602 cm’™

RMN 'H y ®c (CDCl,)

n° C 5 "c 5'H Multiplicidad J (Hz)
1 29.7 1.21 s
2 85.7
3 82.8 3.99 dd 6.0; 10.0
4 28.1 1.52
1.93
5 35.0 1.78
2.06
6 85.2
7 1705
8 98.8 5.34 dd 2.0; 6.0
9 35.2 1.90 dd 2.0;12.0
2.05 dd 6.0; 12.0
10 85.9
1 84.5 3.96 dd 6.0; 10.0
12 21.2 1.78
2.03
13 29.1 1.55
1.98
14 85.7 4.06 dd 5.7;10.3
15 73.8
16 415 2.07 dd 5.3;13.0
2.23 dd 2.7,13.0
17 1222 5.66 ddd 5.3;2.7;11.0
18 141.1 5.64 d 11.0
19 70.6
20 31.4 1.56
2.07
21 25.8 1.92
2.06
22 84.3 3.85 dd 45,75
23 70.6
24 24.0 1.12 s
25 24.9 1.16 s
26 21.2 1.20 s
27 29.8 1.12 s
28 24.8 1.19 s
29 29.7 1.30 s
30 28.0 1.18 s

HRMS: 524.37147 (Calc. 524.371304, CaoHs,07 [M'])

MS a m/z: 524, 436, 365, 322, 277, 237
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DATOS FiSICOS DEL DIOXEPANDEHIDROTIRSIFEROL 68

Solido amorfo de color blanquecino.

[0]5= +39 (¢ 0.07, CHCl)

IR Vimax (CHCI3): 3439, 2972, 2855, 1644,
1455, 1377 y 1085 cm™’

RMN "Hy "*C (CDCl)

n°C 5 C 5'H Multiplicidad J (Hz)
1 24.6 1.32 s
2 77.8
3 59.5 4.16 dd 2.0;10.2
4 31.6 2.10
2.20
5 40.1 1.60
1.76
6 78.9
7 76.0 3.53 dd 1.0;10.3
8 28.4 1.43
1.83
9 411 1.50
1.69
10 78.0
11 71.2 3.49 dd 5.1;11.5
12 24.3 1.51
1.73
13 26.8 1.84
2.04
14 70.2 4.10 dd 5.5;57
15 150.5
16 29.8 2.23
2.44
17 30.0 1.40
1.63
18 76.1 3.50 dd 1.7;9.9
19 86.1
20 31.6 1.81
2.10
21 26.6 1.57
1.86
22 87.6 3.73 dd 5.8;10.2
23 70.5
24 24.0 1.11 s
25 25.4 1.34 s
26 20.6 1.10 s
27 19.0 1.15 s
28 109.8 4.86 bs
4.98 bs
29 23.8 1.12 s
30 27.7 1.20 s
OH-18 2.35 s

HRMS: 588.28241 (Calc. 588.28485, C3oHs1O6 ¥'Br [M'])

MS a m/z: 588, 586, 571, 569, 529, 527, 445, 443, 291, 289
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DATOS FiSICOS DEL CLAVIDOL 69

Solido amorfo de color blanquecino.
[a]®5=+1.1 (¢ 0.18, CHCl3)

IR Vimax (CHCI5): 2955, 2922,
2752, 1736 y 1654 cm’™

RMN 'H y "*C (CDCls)

n°C 5C 5'H Multiplicidad J (Hz)
1 31.6 1.23 s
2 75.1
3 59.2 3.83 dd 40,123
4 28.3 2.08
2.22
5 37.0 1.47
1.75
6 74.9
7 85.9 3.04 dd 25,115
8 232 1.45
1.75
9 38.7 1.57
1.77
10 70.1
11 75.5 3.95 dd 8.0;9.8
12 20.0 1.36
1.88
13 27.7 1.55
2.14
14 28.9 1.25 (2H)
15 38.7 1.35
16 27.3 1.39
1.53
17 27.0 1.20
1.54
18 745 3.76 dd 2.2,13.0
19 84.9
20 328 1.50
2.1
21 26.6 1.79 (2H)
22 87.0 3.73 dd 6.0; 10.0
23 71.9
24 24.3 1.10 s
25 23.6 1.37 s
26 20.1 1.17 s
27 30.9 1.24 s
28 16.9 0.82 d 6.4
29 243 1.10 s
30 29.3 1.24 s

HRMS: 592.316719 (Calc. 592.316155, CaoHssOc'Br [M'])
615.312607 (Calc. 615.305925, C3Hss06>'Br Na [M*+Na])

FAB (NBA) MS a m/z: 615, 613, 592, 590, 533, 531
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DATOS FiSICOS DEL PSEUDODEHIDROTIRSIFEROL 70

Solido amorfo de color blanquecino.
[0]%5= -13.1 (¢ 0.13, CHCl5)

IR vmax (CHCI3): 3427, 2971, 2870, 1723, HO
1461, 1375 y 1217 cm” 25

RMN "Hy "*C (CDCl)

n°C 5C 5'H Multiplicidad J (Hz)
1 24.0 1.11 s
2 70.6
3 86.7 3.76 dd 5.8;9.1
4 26.3 1.84 (2H)
5 35.2 1.66
2.04
6 84.0
7 84.0 3.32 dd 2.6;11.4
8 24.5 1.51
1.66
9 38.7 1.57
1.81
10 72.8
11 78.9 3.46 dd 5.6;11.7
12 21.8 1.65
1.84
13 26.4 1.85
2.08
14 72,5 4.29 dd 4.2;71
15 151.3
16 29.7 2.20
2.46
17 29.9 1.48
1.64
18 76.2 3.53 dd 1.5;10.8
19 86.1
20 31.6 1.58
2.10
21 26.5 1.83 (2H)
22 87.6 3.76 dd 6.5,9.8
23 70.4
24 23.9 1.13 s
25 27.5 1.19 s
26 22.7 1.14 s
27 19.4 1.25 s
28 109.9 4.89 bs
5.05 bs
29 23.7 1.14 s
30 27.7 1.21 s
OH-18 2.38 s

HRMS: 524.37107 (Calc. 524.37130, C3oHs,07 [M'])

MS a m/z: 524, 506, 488, 470, 447, 429, 403, 381, 363
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DATOS FiSICOS DEL 3-METOXI-PSEUDODEHIDROTIRSIFEROL 71

Solido amorfo de color blanquecino.
[0]°5= +3.6 (¢ 0.03, CHCl3)

IR vmax (CHClI3): 3400, 2960, 2926, 2854,
1731, 1671y 1461 cm”

RMN "Hy "*C (CDCl)

n°C 5 °C 5'H Multiplicidad J (Hz)
1 17.8 0.88 d 6.9
2 295 2.20
3 112.8
4 34.4 1.65
2.20
5 32,6 1.80
2.07
6 84.9
7 79.0 3.50 d 10.0
8 24.7 1.57
1.65
9 38.9 1.58
1.83
10 72.8
11 78.6 3.45 dd 5.4;11.4
12 21.7 1.64
1.84
13 26.3 1.84
2.09
14 72.6 4.29 dd 39,76
15 151.3
16 29.9 2.18
2.46
17 30.1 1.46
1.64
18 76.5 3.53 dd 1.5;9.5
19 86.1
20 31.7 1.58
2.10
21 26.6 1.85 (2H)
22 87.6 3.76 dd 6.0; 10.0
23 70.5
24 24.0 1.13 s
25 17.8 0.92 d 6.8
26 23.8 1.24 s
27 19.6 1.25 s
28 109.9 4.88 bs
5.05 bs
29 23.8 1.14 s
30 27.7 1.21 s
CH,0- 47.2 3.19 s

HRMS: [M'] no observado
506.361053 (Calc. 506.360740, C3oHs00s [M*-CH501])
488.355728 (Calc. 488.350175, CaoHas0s [M*-CH30-H,0])

MS a m/z: 506, 488, 470, 363, 319, 143
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DATOS FiSICOS DEL 2-METOXI-PSEUDODEHIDROTIRSIFEROL 72

Solido amorfo de color blanquecino.
[a]*°o= +44.7 (c 0.07, CHCl3)

IR Vimax (CHCI3): 3434, 2926, 1461, 1376
y 1095 cm™

RMN "Hy "*C (CDCl)

n°C 5 C 5'H Multiplicidad J (Hz)
1 20.9 1.09 s
2 76.6
3 84.9 3.91 dd 6.1;8.8
4 27.5 1.70
1.85
5 31.7 1.58
2.10
6 84.2
7 83.9 3.36 dd 27,115
8 247 1.48
1.66
9 38.8 1.56
1.80
10 72.8
11 78.7 3.46 dd 5.5;11.3
12 21.9 1.63
1.84
13 26.3 1.85
2.09
14 72.6 4.28 dd 3.4;7.1
15 151.3
16 20.7 2.18
2.46
17 30.0 1.46
1.65
18 76.2 3.52 dd 1.2;10.3
19 86.1
20 34.4 1.59
2.05
21 26.6 1.85 (2H)
22 87.6 3.76 dd 6.0; 10.0
23 70.4
24 24.0 1.12 s
25 20.9 1.14 s
26 22.8 1.15 s
27 19.5 1.25 s
28 109.9 4.88 bs
5.05 bs
29 23.8 1.13 s
30 21.7 1.21 s
CH;0- 49.8 3.25 s
OH-18 2.38 s

HRMS: M’ no observado
506.358086 (Calc. 506.360740, C3oHso0g [M*-CH50])
488.352097 (Calc. 488.350175, CaoHagHs [M*-CH30-H,0])
447.312706 (Calc. 447.311050, Cy7H4305 [M*-CH;0-C;3H;0])

MS a m/z: 506, 488, 470, 447, 429, 363, 143
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DATOS FiSICOS DEL LACTODEHIDROTIRSIFEROL 73

Solido amorfo de color blanquecino.
[0]5= +4.3 (¢ 0.21, CHCl3)

IR vmax (CHCl3): 2924, 2852, 2776, 2712,
1771, 1457 y 1376 cm”’

RMN "Hy "*C (CDCl)

n°C 5 C 5'H Multiplicidad J (Hz)
1 3] 177.4
2 [4] 20.7 2.50
2.68
3 15 29.1 1.75
2.46
4 [6] 87.1
5 71 82.7 3.53 dd 1.7,11.8
6 [8] 24.3 1.49
1.67
7 9] 38.3 1.63
1.87
8 [10] 72.2
9 [11] 78.8 3.46 dd 5.6;11.7
10 [12] 21.6 1.60
1.88
11 [13] 26.2 1.85
2.06
12 [14] 72.7 4.28
13 [15)] 151.1
14 [16] 29.3 2.18
247
15 [17] 29.8 1.50
1.65
16 [18] 76.2 3.53 dd 1.5,11.7
17 [19] 86.1
18  [20] 31.6 1.60
213
19 21 26.6 1.87 (2H)
20 [22] 87.7 3.76 dd 6.6; 10.6
21 [23] 70.5
22 [24] 24.0 1.13 s
23 [26] 23.3 1.34 s
24 [27] 19.5 1.26 s
25  [28] 110.0 4.89 bs
5.05 bs
26 [29] 23.8 1.14 s
27 [30] 27.7 1.22 s

HRMS: 503.299731 (Calc. 503.298474, Cy7H40; Na [M*+Nal])
481.317825 (Calc. 481.316529, CorHasO7 [MH'])

FAB (NBA) MS a m/z: 503, 481, 479, 463
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DATOS FiSICOS DEL 16-EPI-HIDROXIDEHIDROTIRSIFEROL 74

Sélido amorfo de color blanquecino.
[0]5= +12 (¢ 0.07, CHCl3)

IR vmax (CHCl3): 3417, 2928, 1644, 1455,
1377 y 1096 cm’™

RMN "Hy "*C (CDCl)

n°C 5C 5'H Multiplicidad J (Hz)
1 31.0 1.26 s
2 75.0
3 59.0 3.89 dd 4.1;12.3
4 28.2 2.11
2.24
5 37.1 1.54
1.83
6 74.4
7 86.8 3.08 dd 1.6;10.6
8 22.9 1.47
1.74
9 38.6 1.51
1.75
10 735
11 79.3 3.38 dd 5.6;11.5
12 21.7 1.65
1.76
13 25.9 1.93
2.18
14 70.8 435 dd 55;5.7
15 152.9
16 70.3 4.70 ddd 1.6; 6.3; 10.0
17 35.9 1.73 ddd 1.6; 1.6; 12.0
1.86 ddd 10.0; 10.0; 12.0
18 738 3.77 dd 1.6; 10.0
19 85.6
20 31.9 1.58
213
21 26.5 1.84
2.07
22 87.6 3.74 dd 6.0;9.9
23 70.4
24 24.0 1.12 s
25 236 1.39 s
26 20.1 1.19 s
27 19.1 1.24 s
28 110.4 517 bs
5.30 bs
29 23.5 1.12 s
30 27.7 1.20 s
OH-16 3.30 d 6.3
OH-18 2.66 s

HRMS: 604.27967 (Calc. 604.27976, CsoHs106 °'Br [M'])

MS a m/z: 604, 602, 568, 566, 529, 527, 469, 451
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DATOS FiSICOS DEL 3-EPI-DEHIDROTIRSIFEROL 75

Solido amorfo de color blanquecino.
[0]*= +3.85 (c 0.18, CHCl5)

IR vmax (CHCl3): 3438, 2978, 1644, 1455,
1374y 1320 cm™

RMN "Hy "*C (CDCl)

n°C 5 C 5'H Multiplicidad J (Hz)
1 27.9 1.31 s
2 74.4
3 59.4 4.09 dd 33,76
4 26.5 212
2.20
5 30.8 1.52
212
6 73.2
7 82.9 3.43 dd 1.8;10.8
8 22.7 1.56
1.79
9 38.2 1.55
1.80
10 73.0
11 78.8 3.46 dd 5.9;10.0
12 21.3 1.62
1.83
13 26.1 1.84
2.08
14 72.0 4.27 dd 42,76
15 150.8
16 29.1 2.19
245
17 29.4 1.46
1.63
18 75.8 3.51 dd 1.5;10.6
19 86.3
20 31.2 1.56
212
21 26.0 1.85 (2H)
22 87.0 3.74 dd 5.7;10.2
23 70.7
24 23.2 1.11 s
25 28.9 1.33 s
26 19.9 1.12 s
27 19.1 1.22 s
28 109.4 4.86 bs
5.03 bs
29 225 1.12 s
30 27.2 1.20 s

HRMS: 588.286931 (Calc. 588.284851, C3oHs105 *'Br [M*])

FAB (NBA) MS a m/z: 611, 609, 529, 329, 279, 176, 143
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DATOS FiSICOS DEL PEROXIDO DE LONGILENO 76

Solido amorfo de color blanquecino.

[0]5= +46.6 (c 0.31, CHCI5)

IR vinax (CHCIs): 3360, 2969, 2926,

2 H H H
1732, 1455, 1373, 1077 y 755 cm
RMN "Hy "*C (CDCl)
n°C 5C 5'H Multiplicidad J (Hz)
1 26.9 1.19 s
2 80.1
3 137.0 5.43 d 15.6
4 125.8 5.81 ddd 6.6; 8.5; 15.6
5 41.3 1.78 dd 8.5;13.3
2.20 dd 6.6; 13.3
6 73.9
7 85.1 3.72
8 25.8 1.89
2.06
9 29.7 1.49
2.06
10 85.8
11 85.8 4.09
12 30.1 1.50
2.01
13 29.9 1.50
2.01
14 85.4 4.09
15 85.4
16 29.3 1.46
2.03
17 25.2 1.89
2.03
18 84.1 3.72
19 73.8
20 40.8 1.88 dd 6.8;13.4
2.20 dd 7.0;13.4
21 122.2 5.75 ddd 6.8;7.0;15.6
22 141.2 5.61 d 15.6
23 70.0
24 29.4 1.27 s
25 24.2 1.37 s
26 24.3 1.20 s
27 24.2 1.09 s
28 23.6 1.07 s
29 243 1.27 s
30 29.6 1.31 s
-OOH 10.57 s
OH-6 5.24 s
OH-19 5.03 s
OH-23 3.29 s

HRMS: 563.357155 (Calc. 563.355989, C30Hs,0s Na [M*+Na])
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DATOS FiSICOS DEL LONGILENO 77

Solido amorfo de color blanquecino.

[a]®5= 0.0 (¢ 0.13, CHCls)

IR vmax (CHCI3): 3365, 2971, 2929, 2
2872, 1455, 1373, 1085, 755 cm’

RMN "Hy "*C (CDCl)

n° C 5 "°C 5'H Multiplicidad J (Hz)
1 24 29.6 1.29 s
2 23 70.4
3 22 141.2 5.62 d 15.6
4 21 122.0 5.77 ddd 7.0;7.4;15.6
5 20 40.4 1.78 dd 7.0;13.4
2.15 dd 7.4,13.4
6 19 74.0
7 18 84.9 3.70 dd 6.4;6.6
8 17 25.6 1.91
2.03
9 16 30.0 1.47
2.06
10 15 85.7
1 14 85.4 411 dd 5.5;5.6
12 13 30.0 1.49
2.01
25 30 29.8 1.31 s
26 29 24.1 1.24 s
27 28 237 1.10 s
OH-6 OH-19 4.83 s

HRMS: 524.371553 (Calc. 524.371304, C3oH5,0;7 [M*])
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V.4. ENSAYOS DE INHIBICION DE PP2A

V.4.1. Preparacion de las disoluciones de las muestras de poliéteres

Las disoluciones de los metabolitos a ensayar fueron preparadas, segun el

caso, partiendo de una disolucién “stock” 10 mM en DMSO (compuestos 13, 16, 68,

por dilucién con el tampoén de ensayo (50 mM Tris-HCI, 0.1 mM CaCl,, pH 7.0) hasta
obtener un rango de concentraciones de 1pM a 250 puM. La concentracion del

disolvente organico en la mezcla de reaccion fue <10% (v/v).

V.4.2. Ensayo de inhibiciéon de fosfatasas

Los ensayos enzimaticos fueron realizados en placas de 96 pocillos. En cada
pocillo se afadi6é primeramente 5 pL. de NiCl, (40 mM), 5 uL de suero de albumina
bovina (BSA, 5 mg/mL), 40 pL de tampoén de ensayo (50 mM Tris-HCI, 0.1 mM
CaCl,, pH 7.0), y por ultimo 20 pL de la muestra de PP2A diluida en Tris-HCI pH 7
(0.025 unidades/pocillo) preparada justo antes de la adicion. Las muestras blanco se
prepararon de forma equivalente pero en lugar del enzima y la disolucion de la muestra
a evaluar se coloco 30 puL de Tris-HCI pH 7, mientras que en los pocillos control, esta
ultima se sustituy6 por 10 pL del mismo tampon (Esquema 22). La mezcla de reaccion
fue incubada durante 10 minutos a 37°C con agitacion y entonces se le anadié 10 pL de
muestra problema a cada pocillo, exceptuando evidentemente tanto a los pocillos
blanco como a los control. Cada determinacion se realizd por triplicado y cada
muestra se ensay6 al menos en cuatro concentraciones distintas. Después de otros 10
minutos de incubacidén en condiciones equivalentes a la anterior, se le adiciond el
substrato fluorogénico en un volumen de 120 pL para que en el volumen final de 200

pL, la concentracion de FDP fuese 15 pL (Esquema 22). A continuacion se incub6 a
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37°C y a los 30 minutos se midi6 la fluorescencia con un fluorometro lector de

microplacas a 430-560 nm.

Volumen por pocillo (uL)

Reactivos Control Pocillos-Muestra Blanco
NiCl, 5 5 5
BSA 5 5 5

Tampon pH 7 50 40 70
PP2A 20 20
Incubacion a 37 °C durante 10 minutos
Muestra 10

Incubacion a 37 °C durante 10 minutos

Substrato F

120

120

120

Incubacién a 37 °C durante 30 minutos — Lectura de datos

Esquema 22.- Esquema de adicién e incubacion.

Los valores de inhibicion de PP2A resultantes para cada compuesto ensayado

se representan a continuacion.
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3 Dehid

rotirsiferol

150
100 B — S —e— Serief
- -
\d —— Serie2
50 Serie3
Media
0
1 microM | 10 microM | 100 microM|250 microM
—&— Serie1 111,023 107,789 91,79 77,438
—m— Serie2 | 116,001 109,862 92,863 74,07
Serie3 | 114,369 108,556 93,244 79,914
Media 113,798 108,736 92,632 77,141
Inhibiciéon de PP2A
40
S
‘© 30
S
E 20 A
3 10 |
2
0
1 microM | 10 microM | 100 microM | 250 microM
—— Inhibicion de 8,2 12,2 25,2 37,7
PP2A

Concentracion
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Isodehidrotirsiferol

60
40 - —&— Serie
—l— Serie2
30 | _
Serie3
20 1 Media
\v 1
10 B 'A‘&ﬁ
0
1 microM 10 microM | 100 microM | 250 microM
—&— Serie1 45,693 47,187 10,833 9,355
—l— Serie2 51,665 45,414 10,925 6,892
Serie3 46,345 34,897 12,629 9,151
Media 47,901 42,499 11,462 8,466
Inhibiciéon de PP2A
100
S
S 801
2 60 -
L
£ 40 -
[}]
e} 20 |
N
0 @
1 microM 10 microM | 100 microM | 250 microM
—&— Inhibicion de 0,00 6,20 74,70 81,32
PP2A

Concentracion
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10-epi-Dehidrotirsiferol

120
100 - '
80 | —&— Seriel
60 | +Serie2
40 Serie3
Media
20
0
125 microM | 150 microM | 200 microM | 250 microM
—&— Serie1 90,166 93,164 81,22 39,026
—l— Serie2 92,224 86,894 58,975 41,192
Serie3 | 100,242 94,58 53,863 44,821
Media 94,211 91,546 64,686 41,680
Inhibicion de PP2A
80
S
] 60 -
S
E 40 -
35 20 -
X
0
125 microM | 150 microM | 200 microM | 250 microM
—@— Inhibicién de 24,0 26,1 47,8 66,4
PP2A

Concentracion

141




15 Tirsenol A

150
100 - —o— Serie1
—— Serie2
50 Serie3
Media
0 = = i
1 microM 10 microM | 100 microM | 250 microM
—e&— Serie1 118,244 97,78 24,206 4,008
—— Serie2 109,826 78,944 7,775 3,004
Serie3 | 116,356 100,437 10,071 2,008
Media 114,809 92,387 14,017 3,007
Inhibicion de PP2A
c 150
©
5]
] 100 - //o
L
£
° 50
° ._/_.—o/
e 0
1 microM | 10 microM | 100 microM | 250 microM
—e— Inhibicién de 15,2 31,8 89,6 97,8
PP2A

Concentracion
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OH OH

16 Tirsenol B
30
25
20 —&— Serie
—l— Serie2
15 er!e
Serie3
101 Media
5 i
1
0 '\\!\
1 microM | 10 microM {100 microM|250 microM
—&— Seriel 19,192 3,679 0 0
—— Serie2 23,852 2,75 1,267 0
Serie3 21,159 2,819 0 0
Media 21,401 3,083 0,422 0,000
Inhibicion de PP2A
c 150
0
[£)
) 100 - — @ ®
=
° 50 -
T
= 0
1 microM 10 microM | 100 microM | 250 microM
—@— Inhibicion de 52,77 93,20 99,07 100,00
PP2A

Concentracion
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17 Dehidrovenustatriol

120
100 - \ :
80 - ™ —e— Serie1
60 - —— SerieZ
40 \ Serie3
20 \ Media
0 A
1 microM | 10 microM | 100 microM | 250 microM
—e— Serie1 104,781 86,67 35,938 2,432
—— Serie2 108,991 86,391 41,611 6,236
Serie3 97,277 83,385 34,093 6,98
Media 103,683 85,482 37,210 5,216
Inhibicion de PP2A
150
c
0
o
- 100
2
£
© 50 -
°
X
0
1 microM 10 microM | 100 microM | 250 microM
—&— Inhibicién de 7,5 23,7 66,8 95,3
PP2A

Concentracion
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OH

(o)

15,16-Dehidrovenustatriol

120
100 - \
80 - .(—‘\ —e— Serie
60 4\7\\ —— Serie2
40 \. Serie3
Media
20 A
0
125 microM | 150 microM | 200 microM | 250 microM
—e— Serie1 | 104,762 85,079 89,341 47,658
—m— Serie2 | 103,793 85,96 75,726 50,1
Serie3 93,265 79,274 73,416 51,659
Media | 100,607 83,438 79,494 49,806

Inhibicién de PP2A

80
S
8 60 1
2
3 20 1
N
0
125 microM | 150 microM | 200 microM | 250 microM
—&— Inhibicién de 18,8 32,7 35,8 59,8

PP2A

Concentracion
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10-epi-15,16-Dehidrotirsiferol

120
100 P
80 | A= —o— Serie1
60 +Ser?e2
40 Serie3
Media
20
0 % %
1 microM | 10 microM | 100 microM | 250 microM
—eo— Serie1 95,965 60,041 0,266 0
—— Serie2 90,11 59,862 1,265 0
Serie3 87,926 75,244 0 0
Media 91,334 65,049 0,510 0,000
Inhibicion de PP2A
150
c
0
o
- 100 @
=
£
o 50 A
°
2
0
1 microM | 10 microM | 100 microM | 250 microM
—@— Inhibicién de 17,9 41,9 99,5 100,0
PP2A

Concentracion
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20 16-Hidroxidehidrotirsiferol

80
60 1 R —&— Seriel
40 | +Serie2
Serie3
20 Media
\ —
0 Pl Pl
1 microM | 10 microM | 100 microM | 250 microM
—&— Serie1 62,33 4,587 0 0
—— Serie2 72,755 7,601 0 0
Serie3 62,866 10,142 0 0
Media 65,984 7,443 0,000 0,000
Inhibicion de PP2A
c 150
©
2 100 -
=
£
m 50 N
o
* 0
1 microM | 10 microM | 100 microM | 250 microM
—@— Inhibicion de 411 93,4 100,0 100,0
PP2A

Concentracion
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200

)
150 - \‘\ —e— Serief
—l— Serie2
100 \ .
"L\‘i Serie3
50 - Media
0 , , , ,
1 microM | 10 microM | 100 microM | 250 microM
—&— Serie1 181,162 157,139 101,003 79,778
—ll— Serie2 190 186,179 85,439 59,057
Serie3 | 168,642 186,531 82,022 84,082
Media 179,947 176,616 89,488 74,306
Inhibicion de PP2A
S 100
‘o
S
g " .___./.—/—‘
[})
< 0
= 1 microM | 10 microM | 100 microM | 250 microM
—o— Inhibicion de 18,91 20,41 59,67 66,51
PP2A

Concentracion
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69 Clavidol

200
O \ -
150 A /F\.\. —o— Serie1
-/ —— Serie2
100 - .
Serie3
50 A Media
0
1 microM 10 microM | 100 microM | 250 microM
—&— Serie1 162,53 158,881 107,956 50,946
—— Serie2 131,877 177,745 153,761 117,941
Serie3 142,338 172,476 135,547 70,599
Media 145,582 169,701 132,421 79,829
Inhibicion en PP2A
:E 100
(5]
2 ’\0-—'//
E 50 A
[
°
2 0
1 microM 10 microM | 100 microM | 250 microM
—@— Inhibicion de 53,56 45,86 57,76 74,53
PP2A

Concentracion
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70 Pseudodehidrotirsiferol

350
300 —:
o
250 ~ A _\ —e— Serie1
200 —— Serie2
150 \\:—\\ Serie3
100 | = Media
50
0 - , - -
1 microM 10 microM | 100 microM | 250 microM
—e— Serie1 258,854 304,717 170,447 119,696
—— Serie2 292,304 283,439 146,188 120,568
Serie3 240,123 289,297 164,686 118,998
Media 263,760 292,484 160,440 119,754
Inhibicion de PP2A
c 60
©
3 40 -
=
£
© 20 A
°
S 0 P
1 microM | 10 microM | 100 microM | 250 microM
—@— Inhibicién de 1,95 0,00 40,36 55,48
PP2A

Concentracion

150




71 3-Metoxi-pseudodehidrotirsiferol

60
40 | O —0—Ser?e1
\ —m— Serie2
e— Serie3
20 - S
Media
0
1 microM 10 microM | 100 microM | 250 microM
—&— Serie1 50,626 46,249 16,175 25,804
—— Serie2 54,807 44,672 27,189 18,936
Serie3 50,391 41,362 34,045 15,889
Media 51,941 44,094 25,803 20,210
Inhibicion de PP2A
c 60
0
©
e} 40
2
£
° 20 -
T
R 0 e
1 microM | 10 microM | 100 microM | 250 microM
—— |nhibicion de 0,00 2,68 43,05 55,40
PP2A

Concentracion
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60

40 —&— Seriel
—ll— Serie2
20 - Seri§3
Media
0
1 microM | 10 microM |100 microM |250 microM
—e&— Serie1 44,787 41,683 13,299 18,847
—— Serie2 47,435 46,098 16,603 19,882
Serie3 49,95 41,81 17,507 19,496
Media 47,391 43,197 15,803 19,408
Inhibicion de PP2A
:g 100
Q
S
E 50 A
Q
T
X 0 ®
1 microM | 10 microM | 100 microM | 250 microM
—8— Inhibicién de 0,00 4,66 65,12 57,17
PP2A

Concentracion
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73 Lactodehidrotirsiferol

300
0\
200 Tove— —e— Serie
7%% )
- —— Serie2
\" Serie3
100 -
Media
0
1 microM 10 microM | 100 microM | 250 microM
—e— Seriel 271,397 231,917 176,992 100,122
—— Serie2 226,492 194,32 206,706 140,679
Serie3 243,713 243,538 181,935 171,19
Media 247,201 223,258 188,544 137,330
Inhibicion de PP2A
.g 100
S
2
£ 50 - ._/_'/4/.
[
°
x 0
1 microM 10 microM | 100 microM | 250 microM
—&— Inhibicion de 33,66 40,09 49,40 63,15
PP2A

Concentraciéon
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74 16-epi-Hidroxidehidrotirsiferol

250
200
—e—Serie1
150 - —m— Serie2
100 Serie3
Media
50
0 , , - ,
1 microM 10 microM | 100 microM | 250 microM
—e— Serie1 231,091 212,31 145,883 82,823
—m—Serie2 | 203,472 184,47 111,91 70,643
Serie3 | 211,923 211,44 132,544 78,051
Media 215,495 202,740 130,112 77172
Inhibicion de PP2A
c 100
0
S
£ /
E 50
[
°
= 0
1 microM | 10 microM |100 microM |250 microM
—e— Inhibicion de 42,17 45,59 65,08 79,29
PP2A

Concentracion
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76 Peroxido de longileno

250
200 ?«=\§' —e— Serie1
150 + \'\ —— Serie2
100 Serie3
50 A \ Media
re—ut
0 S
1 microM 10 microM | 100 microM | 250 microM
—&— Serie1 192,963 157,924 35,936 4,921
—— Serie2 184,893 171,834 32,223 0
Serie3 167,458 152,181 29,713 16,842
Media 181,771 160,646 32,624 7,254
Inhibicion de PP2A
c 150
©
02
) 100
L
£
° 50
o
X 0
1 microM 10 microM | 100 microM | 250 microM
—@— Inhibicion de 18,08 27,60 85,30 96,73
PP2A

Concentraciéon
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V.5. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD CITOTOXICA
V.5.1. Cultivos celulares

Los ensayos de inhibicién de crecimiento de varios de los poliéteres aislados
de Laurencia se realizaron sobre cultivos in vitro de células epidermoides humanas de

tipo KB-3-1.
V.5.2. Ensayo de proliferacién celular

Los ensayos se realizaron utilizando el método de sal de tetrazolium XTT
(Roche®) siguiendo las instrucciones del fabricante y consiste en la metabolizacion de
esta sustancia de color amarillo a formazan de color naranja por el metabolismo de las
células en estudio. Este compuesto de metabolizacion es cuantificado directamente
mediante el uso de técnicas espectrofotométricas. La medicion de absorbancia se
realiz6 en un lector ELISA Spectra SLT Rainbow a una longitud de onda de 490
nm/ref. 630 nm. Las determinaciones se realizaron por triplicado. Los efectos
moduladores directos de los metabolitos sobre las enzimas mitocondriales responsables
de reducir la tintura del XTT se excluyd por comparacion de los valores de absorbancia
de células tratadas y no tratadas después de una hora de incubacion. Los controles con
los vehiculos usados para las disoluciones a las concentraciones experimentales

revelaron la ausencia de efectos secundarios.

V.5.3. Inhibicion del crecimiento celular

Las curvas estandar fueron calculadas estadisticamente por regresion no lineal
de los datos medidos a diferentes concentraciones. Las concentraciones de ICs, se

derivaron de las curvas de dosis-respuestas a la que se produce la inhibicion del 50%

del crecimiento celular y se muestran a continuacion:
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Absorbancia

68 Dioxepandehidrotirsiferol

KB-3-1
2000
¢ 1Cs0(9.498 pg/mL)
= Valores medidos
- —— Curva estandar
1000+
c T T T 1
10+ 102 10° 102 104

Conc. [ug/mL]
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Absorbancia

15001

1000+

500

69 Clavidol

KB-3-1

# ICso (11.60 pg/mL)

* Valores medidos
— Curva estandar

10

164 160 162
Conc. [ug/mL]

158

1
104



70 Pseudodehidrotirsiferol

KB-3-1
2000+

S + 1Cs0(3.111 pg/mL)
o
c * Valores medidos
S 10004 .
5 — Curva estandar
(7]
o
<

0 T T 1

10+ 102 10° 102

Conc. [ug/mL]
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Absorbancia

2000+

1000+

72 2-Metoxi-pseudodehidrotirsiferol

KB-3-1

o ICs0(12.083 pg/mL)
* « Valores medidos
— Curva estandar

10+

102 100 102 104
Conc. [pg/mL]
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Absorbancia

73 Lactodehidrotirsiferol

KB-3-1
1500+ * ICs (21.292 pug/mL)
{ * Valores medidos
1000+ M —— Curva estandar
500-
0 T T T 1
10+ 102 10° 102 104

Conc. [ug/mL]
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Absorbancia

76 Peroxido de longileno

KB-3-1
1500+
] . ¢ 1Cs (3.185 ug/mL)
[ | » i
1000 Valores medidos
—— Curva estandar
5004
0 T T T 1
10 102 10° 102 104

Conc. [pg/mL]
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CONCLUSIONES

Se estudia el alga roja Laurencia viridis, recolectada en el Paraiso floral
(Tenerife). De dicho estudio cromatografico se aislan e identifican nuevos poliéteres
derivados del escualeno, cuyas estructuras fueron determinadas mediante estudios
espectroscopicos. Estos metabolitos presentan importantes variaciones estructurales
respecto de los triterpénicos aislados previamente tanto de este alga como de otras
fuentes marinas, los cuales fueron denominados martiriol 67, dioxepandehidrotirsiferol
68, clavidol 69, pseudodehidrotirsiferol 70, 3-metoxi-pseudodehidrotirsiferol 71, 2-
metoxi-pseudodehidrotirsiferol 72, lactodehidrotirsiferol 73, 16-¢epi-
hidroxidehidrotirsiferol 74, 3-epi-dehidrotirsiferol 75, peréxido de longileno 76 y

longileno 77.

En el martiriol 67 destaca la presencia de un inusual sistema enol-éter en el
anillo B en los carbonos C-7-C-8, ademas de un cuarto sistema de anillo D formado
por un enlace éter entre los carbonos cuaternarios C-15 y C-19. En el compuesto 68
dioxepandehidrotirsiferol, encontramos un agrupamiento de tres éteres ciclicos
fusionados (anillos A, B, C), fragmentos observados so6lo en las toxinas de origen
marino tales como brevetoxinas, hemibrevetoxinas y ciguatoxinas. El tercer
metabolito, el clavidol 69, destaca por la ausencia del anillo C y la presencia Unica de
sistemas de anillos aislados. El pseudodehidrotirsiferol 70, el 3-metoxi-
pseudodehidrotirsiferol 71 y el 2-metoxi- pseudodehidrotirsiferol 72 presentaron como
modificacion la sustitucion del anillo tetrahidropirano A por un sistema de anillo
tetrahidrofuranico formado por un puente éter entre los carbonos C-3 y C-6, con la
consiguiente pérdida del &tomo de bromo presente en todos los metabolitos que habian
sido aislados hasta el momento. El lactodehidrotirsiferol 73 es el unico de los
metabolitos con menos de 30 dtomos de carbono. El anillo A estd formado por un
sistema de y—lactona producto de una fragmentacion oxidativa del escualeno precursor.

Los compuestos 16-epi-Hidroxidehidrotirsiferol 74 y 3-epi-Dehidrotirsiferol 75



resultaron ser unos nuevos isémeros del 16-hidroxidehidrotirsiferol 20 y del

dehidrotirsiferol 3, aislados y publicados anteriormente en nuestro laboratorio.

De la fraccién mas polar del extracto de Laurencia viridis se identifican dos
sustancias estructuralmente relacionadas, el peréxido de longileno 76 y longileno 77,
destacando el elemento de simetria del compuesto 77. El enantiomero del perdxido de

longileno 76 habia sido descrito de fuente terrestre.

La propuesta clasica mantenida hasta el momento para la formacién de
poliéteres triterpénicos derivados del escualeno supone un proceso de ciclacion
concertada. A la vista de los resultados obtenidos y de los metabolitos aislados que se
recogen en la presente memoria parece mas ldgico que los precursores biogenéticas
evolucionen mediante cilcaciones que transcurren de forma secuencial. Asi, se realizan
propuestas de rutas de formacion para los poliéteres cuyos nuevos esqueletos son los

mas significativos de los descritos en el Capitulo II.

Debido a la importancia que representan los procesos de fosforilacion-
desfosforilacion que sufren las proteinas en el control de los procesos intracelulares, y
los estudios realizados anteriormente con el 23-acetato de tirsiferilo 4, una molécula
con una elevada selectividad frente a proteina fosfatasa de tipo 2A, decidimos evaluar
la capacidad de inhibicion de esta serie de compuestos frente a este enzima. Los
resultados son bastante alentadores puesto que todos los poliéteres aislados presentan
actividad inhibitoria frente a PP2A. Del estudio de relacion estructura-actividad
realizado con este grupo de compuestos podemos concluir que las sustancias con
mayor actividad son aquellas en las que se encuentra la presencia de un grupo hidroxilo

en los carbonos C-15 o C-16.

Finalmente se evalta la actividad citotoxica del dioxepandehidrotirsiferol 68,
clavidol 69, pseudodehidrotirsiferol 70, 2-metoxi-pseudodehidrotirsiferol 72,

lactodehidrotirsiferol 73 y peréxido de longileno 76 frente a células KB-3-1 (calulas



epidermoides humanas) siendo lo mas activos el pseudodehidrotirsiferol 70 y el

peroxido de longileno 76, con un ICso de 3.11 y 3.81 ug/mL, respectivamente.
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