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Las fuentes tradicionales de compuestos bioactivos han sido, hasta hace pocos
afios, las plantas y los microorganismos terrestres de donde se han aislado més de la mitad
de las prescripciones farmacéuticas actuales. Sin embargo, estas muestras de organismos
terrestres que son facilmente obtenidas, y han sido por tanto ampliamente exploradas,
presentan en la actualidad una gran dificultad para suministrar nuevas moléculas con
bioactividad. So6lo una de cada diez mil moléculas sometidas a screening presenta una

actividad potencial interesante.

En comparacion, el mar ha sido escasamente explorado. Cerca de tres cuartas partes
de la superficie de la tierra esta cubierta por los océanos, los cuales contienen 1.8 millones
de especies diferentes. El medio marino es mucho mas duro y agresivo, y la especies se
presentan en una gran diversidad de formas. La mayoria de estas especies, han elaborado
para su defensa un gran arsenal de moléculas solubles en agua, muchas de las cuales
podrian tener aplicacion como farmacos efectivos en el tratamiento de multiples
enfermedades. La investigacion de este amplio potencial farmacéutico ha sido una de las
mayores ocupaciones en las ultimas décadas. Sin embargo, muchas de estas moléculas con
elevada actividad son todavia hoy grandes promesas, debido a que la escasa cantidad de
sustancia en que han sido aisladas hace muy dificil su comercializacion, y constituyen sin

lugar a dudas, brillantes problemas que la quimica sintética ain no ha sabido resolver.

Una de las més importantes contribuciones de la quimica de los productos marinos
es el aislamiento e identificacion de las toxinas responsables de las intoxicaciones
alimentarias. Estas se producen de forma esporadica e impredecible porque los peces o los
mariscos contaminados, no son realmente los productores de las mismas, siendo meros
acumuladores dentro de la cadena alimentaria. Muchas de estas toxinas marinas son
producidas en muy pequefias cantidades por microorganismos tales como bacterias o
dinoflagelados, y pueden pasar, e ir concentrandose en los diferentes niveles llegando de
forma repentina e insospechada hasta el hombre. La extrema toxicidad de estos
compuestos, las pequefias cantidades de toxico disponibles que se pueden aislar de los

alimentos, la impredicibilidad de su aparicion, asi como la dificultad de identificar y



cultivar los organismos productores, hacen que el estudio de las toxinas marinas sea uno de
los grandes desafios dentro de las areas de la quimica.

Los progresos son lentos pero los resultados obtenidos hasta el momento han sido
espectaculares, asi la elucidacion estructural de sustancias como las tetrodotoxinas,
saxitoxinas, brevetoxinas, ciguatoxinas y maitotoxinas, son hitos dentro del avance de la
quimica. Una vez conocidas sus estructuras quimicas, el Gltimo gran reto dentro de este
campo de investigacion de productos marinos lo constituye el poder conocer de forma
fehaciente cuales son los procesos biosintéticos que originan este sorprendente tipo de

metabolitos.
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1. VIRIDIOLES, DOS NUEVOS DITERPENOS DE LAURENCIA




I.1. INTRODUCCION

Las algas rojas del género de Laurencia son prolificas productoras de interesantes
metabolitos secundarios. Este interés se encuentra justificado tanto por el elevado numero
de los mismos como por la gran variedad de esqueletos encontrados. No cabe duda, que
esta diversidad es consecuencia de la naturaleza polihalogenada de estas sustancias, una de
sus caracteristicas principales, lo que les permite sufrir facilmente procesos
intramoleculares que alteran sus estructuras. Asimismo, es de destacar las prometedoras

actividades farmacologicas que muchas de estas sustancias poseen.

Los metabolitos secundarios de Laurencia, pueden dividirse en dos grandes grupos
de acuerdo con su origen biogenético: terpenoides y no terpenoides. De entre los terpenos,
los mas abundantes son los sesquiterpenos, de los que se han aislado cientos diferentes,
siendo el nimero de los diterpenos y de los triterpenos sensiblemente menor. El segundo
gran grupo de metabolitos aislados de estas algas lo constituyen los no terpenoides. Estos
productos son C;s acetogeninas y derivan del metabolismo de los acidos grasos.

Ahora bien, aunque el ntimero de los diterpenos presentes en estas algas no es
grande, dificilmente supera la cuarentena, sus estructuras presentan una amplia diversidad
de esqueletos que ha llamado la atencidén debido a lo novedoso de los mismos y a que
constituyen la practica totalidad de diterpenos halogenados aislados de la naturaleza. Estos
esqueletos carbonados los hemos clasificado en tres grandes grupos atendiendo a su origen
biogenético, partiendo del polieno aciclico geranil-geraniol en su forma activa de éster de
pirofosfato como precursor comin a todos ellos. Las diferentes ciclaciones de este
precursor nos conducen a los diferentes compuestos que se agrupan en la presente memoria

segun se resumen en los esquemas 1-3.

Antes de continuar, puntualizar que los esquemas biogenéticos que se presentan
para la construccion de los distintos tipos estructurales de diterpenos marinos aislados de
algas del género Laurencia son en su mayor parte hipotéticos, y por lo tanto, otras vias
alternativas tendrian igual validez, aunque también hay que decir, que las transformaciones
aqui mostradas son mecanisticamente razonables y en muchas ocasiones constituyen

probables aproximaciones a la realidad.
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A. LABDANOS Y DERIVADOS

El primer diterpeno bromado con esqueleto de labdano aislado de algas rojas del
género de Laurencia, fue el concinndiol 1, metabolito mayoritario de Laurencia concinna."
Su estructura fue elucidada por andlisis de difraccion de RX observandose que estaba
estrechamente relacionada con la de otro diterpeno, el aplisin-20 2, aislado varios afios
antes de Aplysia kurodae.” Esto sugiri6 la posibilidad de que el aplisin-20 fuese también un
metabolito de Laurencia, como luego fue confirmado al ser obtenido en especies de las
Islas Galapagos.® El concinndiol se aislé también de L. snyderae junto a otro compuesto

. . . . 4
relacionado, el isoconcinndiol 3.

Br"

Otros metabolitos con este tipo de esqueleto fueron aislados de algas de este
género. Asi de L. pinnata se aislaron, el pinnatol A 4, un derivado inusual tipo 9-epi-
labdano, y los pinnatoles B-C 5-7 que son los tres posibles productos de deshidratacion del
pinnatol A en C-8.° Finalmente, de Laurencia venusta,’ se aislé también un diterpeno de la

clase labdano, el venustanol 8 que fue identificado por métodos espectroscopicos.

J.J. Sims, G.H.Y. Lin, R M. Wing, W. Fenical, Chem. Commun., 1973, 470.

H. Matsuda, Y. Tomie, S. Yamamura, Y. Hirata, Chem. Commun., 1967, 898.

B.M. Howard, W. Fenical, Tetrahedron Lett., 1978, 2453.

a) B.M. Howard, W. Fenical, Phytochemistry, 1980, 19, 2774; b) S. Fujiwara, K. Takeda, T. Uyehara,

T. Kato, Chem. Lett., 1986, 1763.

5. a) A. Fukuzawa, M. Miyamoto, Y. Kumagai, A. Abiko, Y. Takaya, T. Masamune, Chem. Lett., 1985,
1259; b) B.M. Howard, W. Fenical, J. Org. Chem., 1978, 43, 4401; c¢) A. Fukuzawa, Y. Kumagai, T.
Masamune, A. Furusaki, T. Matsumoto, C. Katayama, Chem. Lett., 1982, 1389; d) A. Fukuzawa, Y.
Takaya, H. Matsue, T. Masamune, Chem. Lett., 1985, 1263.

6. M. Suzuki, E. Kurosawa, K. Kurata, Phytochemistry, 1988, 27, 1209.
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Dentro de los metabolitos con esqueletos relacionados con los labdanos se
encuentra en primer lugar el neoconcinndiol hidroperoxido 9,” que aunque tiene un
agrupamiento diferente y no posee bromo en la molécula se cree que deriva del diterpeno
bromado concinndiol 1. Este diterpeno fue aislado asimismo de L. snyderae y constituye
uno de los pocos ejemplos de diterpenos de Laurencia que no presenta en su molécula

atomos de haldgenos.

9 10 11

De L. perforata se aislaron, junto al isoaplisin-20 10 (aislado previamente de
Aplysia kurodai), tres metabolitos relacionados 11-13, cuyas estructuras se determinaron
combinando analisis espectroscopicos y conversiones quimicas,® mientras que
recientemente, de L. Karlae fue aislado el laukarlaol 14.° Para todos ellos también se

supone el origen biogenético en un reagrupamiento del esqueleto de labdano.

7. B.M. Howard, W. Fenical, J. Finer, K. Kirotsu, J. Clardy, J. Am. Chem. Soc., 1977, 99, 6440.
8. A.G. Gonzalez, J.F. Ciccio, A.P. Rivera, J.D. Martin, J. Org. Chem., 1985, 50, 1261.
9.  Y.-Y.Su, Y.-L. Zhong, L.-M. Zeng, H.-M. Wu, K. Ma, Phytochemistry, 1995, 40(1), 195.



Sin duda, el grupo de diterpenos derivados de labdano mas numeroso de los que se
conocen actualmente, es el grupo de los pargueranos. Estos compuestos, como se observa
en el esquema 1, son derivados de la ciclacion de pimaranos. El primer ejemplo de esta
clase fue aislado de L. obtusa, el 15-bromo-2,16-diacetoxi-7-hidroxi-9(11)-paraguerene 15
y su estructura fue asignada por su interconversion con un metabolito que habia sido
aislado de Aplysia dactylomela."® Posteriormente fueron aislados nuevos diterpenos de
ejemplares de Hokkaido, Japon, que presentaron propiedades citotoxicas y esqueletos
relacionados con el compuesto 15. El 2-acetoxi-15-bromo-7,16-dihidroxi-3-palmitoil-
neoparguera-4(19),9(11)-dieno 16, con un esqueleto nuevo de seco-parguerano, y del que
se ha propuesto que su biosintesis envuelve un reagrupamiento ciclopropil carbonil
homoalilo,'" cuatro derivados de pargueranos 17-20 y un derivado de isoparguerano 21."

Recientemente también ha sido aislado otro compuesto de este tipo, el parguereno 22 de

13

Laurencia filiformis.

AcO
AcO
C45H31C0O0

15 16

10. M.D. Higgs, D.J. Faulkner, Phytochemistry, 1982, 21, 789.

11. S. Takeda, T. Matsumoto, K. Komiyama, E. Kurosawa, T. Suzuki, Chem. Lett., 1990, 277.

12. a) T. Suzuki, S. Takeda, N. Hayama, I. Tanaka, K. Komiyama, Chem. Lett., 1989, 969; b) S. Takeda, E.
Kurosawa, K. Komiyama, T. Suzuki, Bull. Chem. Soc. Jpn., 1990, 63, 3066.

13. S.J. Rochford, R.J. Capon, Aust. J. Chem., 1996, 18(1), 19.
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17 R4=0OH, R;=R3=R,;=H 21
18 R1=R3=0Ac, R,=H, Rs=Ac

19 R1,R2=0, R3=0OH, R4s=H

20 R1=R;=R;=R4=H

22

B. IREANOS Y PINNATERPENOS

El ireol A 23 y el iriediol 24 fueron aislados de especies no identificadas de
Laurencia."* Ambas estructuras fueron elucidadas por analisis de rayos X y se observé que
poseian el mismo sistema de anillos pero la configuracion absoluta era opuesta. Junto con
estos, fueron aislados de L. irieii, siete diterpenos bromados.™® Las estructuras del irieol 25,
irieol D 26, irieol E 27, irieol F 28 ¢ irieol G 29 fueron determinadas por interconversiones
quimicas, mientras que los del irieol B 30 e irieol C 31, lo fueron en base a datos
espectroscopicos. De L. pinnata se obtuvieron tres metabolitos que poseen el mismo
esqueleto carbonado que los irieoles, el pinnaterpeno A 32 que es el 11-monoacetato de
Irieol C, el pinnaterpeno B 33 y el pinnaterpeno C 34 que son el éter ciclico y el
correspondiente hemiacetal resultante de la oxidacion del grupo metilo en el puente.™
Junto a estos en la misma alga se aislo el prepinnaterpeno 35, que se ha propuesto como

precursor biosintético del irieol y de los pinnaterpenos con los que aparece.

14. W. Fenical, B.M. Howard, K.B. Gifkins, J. Clardy, Tetrahedron Lett., 1975, 3983.



27 X=H, Y=0OH
28 X=Y=0OH
29 X=0H, Y=0Ac

33 34

C. OBTUSANOS, CICLOFITANOS, NEOIREONES Y PUHUKUENOS
De Laurencia obtusa han sido aislados otros dos diterpenos halogenados, cada uno

de los cuales pertenece a una clase estructural diferente: obtusano y 10,15-ciclofitano. La

estructura del obtusadiol 36 fue deducida en base a datos espectroscopicos y degradaciones

10



quimicas.’ La estructura del laurencianol 37, un diterpeno que posee como sustituyentes
halogenados cloro y bromo, fue determinado por analisis de rayos X."
Cl

Br" OH

36 37

Uno de los metabolitos de L. irieii, neoireone 38, ha sido determinado en base a su

estudio de difraccion de rayos X, perteneciendo también a una unica clase estructural.

v s ]
-

Br..,

38 39 40

Por ultimo, fueron aislados dos inusuales diterpenos bromados de especimenes
Hawaiianos de L. majuscula,'® los puhukuenos A y B 39-40, que fueron identificados por

métodos espectroscopicos.

15. S. Caccamese, R.M. Toscano, S. Cerrini, E. Gavuzzo, Tetrahedron Lett., 1982, 23, 3415.
16. M.R. Brennan, I.K. Kim, R.L. Erickson, J. Nat. Prod., 1993, 56, 76.

11



En esta memoria, damos cuenta del aislamiento y elucidacion estructural de dos
nuevos diterpenos con un esqueleto carbonado de la clase 10,15-ciclofitano, los viridioles
A 41 y B 42, aislados de Laurencia viridis,'” una nueva especie descrita para especimenes
recogidos en las costas de las Islas Canarias.'® Estos diterpenos excepcionalmente no
contienen los esperados sustituyentes halogenados caracteristicos de los metabolitos de
esta especie. Los ejemplos publicados con este tipo de agrupamiento son muy escasos,
existiendo un Unico ejemplo de este tipo de diterpenos aislado de Laurencia (L. obtusa), el

laurencianol 37, que es un metabolito polihalogenado como vimos anteriormente.

16 17 19 20

15

18

10,15-ciclofitano

Los viridioles A y B 41-42, fueron aislados de las fracciones correspondientes a
una polaridad n-Hexano:AcOEt 3:2 de la cromatografia general del extracto del alga L.
viridis, recolectada en Callao Salvaje (Adeje), entre los meses de Abril a Mayo.

Su aislamiento se llevo a cabo mediante cromatografia de filtracion en gel con
Sephadex LH-20 utilizando como eluyente la mezcla n-Hexano:CHCl;:MeOH (2:1:1),
seguido de cromatografia de media presion en n-Hexano:AcOEt (7:3) y de una columna
pre-empaquetada de fase reversa Lobar® LiChropred RP-8 en MeOH:H,O (9:1). Para la
purificacion final fue necesario realizar un HPLC utilizando una columna semipreparativa
de fase reversa p-Bondapak RP-18 con CH3CN:H,O (9:1). Las fracciones seleccionadas
fueron sometidas a una nueva cromatografia en HPLC con una columna semipreparativa

p-Porasil utilizando n-Hexano:AcOEt (3:2) como eluyente.

17. M. Norte, M.L. Souto, J.J. Fernandez, Natural Product Lett., 1996, 8, 263-269.
18. M.C. Gil-Rodriguez, R. Haaroun, Botanica Marina, 1992, 35, 227-237.

12



I.2. ESTUDIO DEL VIRIDIOL A 41 Y DEL VIRIDIOL B 42

El viridiol A 41 fue aislado como un aceite incoloro, [a]>, = +0.2° (¢ 0.64, CHCl,)
y su féormula molecular fue establecida como C,,H;;O, en base a su espectro de masas de
alta resolucion (HRMS, obs. 312.3071; calc. 312.3028 [M+2]), que establece dos grados
de insaturacion en la molécula. En su espectro de IR se pudieron observar absorciones
caracteristicas de grupos hidroxilos (3691 y 3608 cml), asi como la ausencia de

absorciones correspondientes a grupos carbonilos.

El espectro de RMN °C de acuerdo con el experimento DEPT, establecio la
presencia en el esqueleto carbonado de: cuatro metilos (6 19.68, 19.74, 22.61, 22.71), diez
metilenos (6 24.46, 24.78, 25.50, 32.99, 36.81, 37.28, 37.45, 39.37, 65.63, 110.54), cuatro
metinos (6 27.97, 32.70, 32.79, 74.98) y dos carbonos cuaternarios (5 36.83, 148.71)
(Tabla 1).

El espectro de RMN !H mostrd la existencia de un sistema ABX para protones
geminales a grupos funcionales hidroxilos: un metileno centrado a 6 3.71 (dd, J=3.3.y
11.2 Hz)/3.54 (dd, J= 7.2 y 11.2 Hz) y un metino a 6 4.20 (dd, J= 3.3 y 7.2 Hz), sefiales de
protén que fueron correlacionadas a través del experimento de HMQC (Figura 1a) con las
sefiales de RMN 13C a & 65.63 y 74.98, respectivamente. Los desplazamientos quimicos
observados en el espectro de RMN para el metino en a a uno de los grupos hidroxilos (8
74.98), sugieren que su naturaleza es alilica, lo que fue confirmado por correlaciones a
larga distancia con las sefiales de proton centradas a & 5.12 y 4.97, atribuibles a un
metileno olefinico. Por otra parte, en el experimento HMBC (Figura 1b y 2) fueron
observadas conectividades entre el carbono cuaternario olefinico centrado a & 148.71 y las
senales de los protones vinilicos a 8 5.12/4.97, asi como con el metileno alilico situado a 8
2.04/1.97, los cuales junto con el a-hidroximetino a & 4.20, fueron a su vez
correlacionados con el metileno a & 110.54. Ademas, los experimentos de COSY-DQF
mostraron que el grupo metilénico alilico pertenece a una cadena que posee tres grupos
metilénicos, al observarse acoplamiento de éste con la sefial del metileno centrado a &
1.46, el cual posee correlacion con los protones metilénicos a o 1.10/1.04, lo que establece
la presencia de un fragmento -CH,-CH,-CH,-C(=CH,)-CHOH-CH,OH al final de la

molécula (Figura 2).

13
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Figura 2

El espectro de RMN 'H de 41 confirmé la presencia de los cuatro grupos metilos,
dos de ellos secundarios centrados a 8 0.84 y 0.86, y dos metilos geminales a & 0.86/0.87,
los cuales fueron correlacionados en el experimento de HMQC con las sefiales de carbono
situadas a & 19.68, 19.74, 22.61 y 22.71, respectivamente. Estos datos indicaron la
naturaleza diterpénica de 41, y la ausencia de otros protones o carbonos olefinicos
establecieron que el segundo grado de insaturacion que requiere la formula molecular debe
ser debido a la presencia de un anillo en la estructura.

Un hecho importante a destacar es que como consecuencia de la ausencia de grupos
funcionales en el resto de la molécula, las senales de RMN !H estan extremadamente
solapadas y para llevar a cabo la asignacion de los desplazamientos quimicos se tuvo que
acudir a combinaciones de experimentos de 2D-RMN, siendo especialmente valiosa la
informacion suministrada por las asignaciones a través del experimento de HMQC y las
correlaciones a larga distancia observadas en el experimento de HMBC (Figura 3), que
nos permitieron establecer de manera inequivoca el resto del esqueleto carbonado del
viridiol A 41. De esta forma, el grupo metilico secundario a & 19.68 (Me-19) mostro
correlaciones a larga distancia con los grupos metilénicos a ¢ 1.31 (H»-8) y 1.10/1.04 (H»-
10), este ultimo, extremo del fragmento establecido con anterioridad. Por otro lado, el
metilo secundario a & 19.74 (Me-18) fue correlacionado con un metino centrado a & 1.36
(H-6) y con un metileno a 6 1.27 (H,-4), sefales de proton que fueron asignadas por el
experimento HMQC con las sefiales de carbonos a & 32.79 y 37.28, respectivamente. A su
vez, el carbono de este metileno C-4 presentd correlacion ademas de con el metino H-6,
con un metileno centrado a & 1.13 (H»-2) que es el metileno en a al carbono portador del
gem-dimetilo como se deduce de la correlacion a larga distancia de su carbono C-2 (&

39.37) con los protones de dichos metilos a & 22.71/22.61 (Me-16/Me-17), lo que nos

16



indicod que el anillo era de ciclohexano. Finalmente, se observd que la union del anillo al
resto de la cadena alifatica tiene lugar entre el carbono del metino C-6 y el carbono del
metileno C-8, a través del metileno C-7, como nos lo confirman las correlaciones 13C-1H a
dos enlaces de estos carbonos con los protones metilénicos que estan situados a 6 1.21/1.16

(Ha-7).

{ . (ppm)
$ .
o @Hg@ B :
Me1s : Hg Hz-4
: @) Q o o
; © 2@5 @) Jf =
— 8 @
Ce Hy Hy
= 0 s0 000 O
D 2 Ha
C4/Cs @ Hr@ \Tﬁ;@ O
—Cz = «@ ? 0 “
ME131M81?

Figura 3
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Estos datos fueron el soporte del esqueleto carbonado propuesto para el compuesto

41, y que se ve reforzado por las otras correlaciones observadas y que se sumarizan en la

Tabla 2.

Tabla 2. Correlaciones tipo HMBC para el viridiol A 41 y el viridiol B 42.

Carbono Viridiol A Viridiol B
N° 6C 8C
1 36.83 Me 16; Me 17 37.38 Me 16; Me 17
2 39.37 H 3s; Me 16; Me 17 39.37 Me 16; Me 17
3 34.78 H2s;H5 24.79 H2s;H5
4 37.28 H2s;HG6 37.42 H2s
5 27.97 H 4s; Me 18 27.97 Me 18
6 32.79 H7,HT 32.79
7 24.46 H 8s 24 .47 H 8s
8 37.45 H7,H7;H9; H10; H 10} 37.54 H6;H7s;H9; Me 19
Me 19
9 32.70 H10; H10’; Me 19 32.76 H8s;H10; H10’; Me 19
10 36.81 H11s; H12; H 12 37.28 H9
11 25.50 H12; H12 21.44 H12; H12
12 32.99 H 11s; H 20; H 20’ 43.12 H 14; H 14'; Me 20
13 148.71 H20;H20;H12; H12' 74.03 H 11s; H 12; H 12" H 14; H
14", H 15; H 15"; Me 20
14 74.98 H12; H12'; H 15; H 20; H 20' 41.58 H 12; H 12"; H 15; H 15’; Me
20
15 65.63 59.97 H14; H 14
16 22.71* H 2s; Me 17 22.71* H 2s; Me 17
17 22.61* H2s; Me 16 22.62* H2s; Me 16
18 19.74 H6; H4s 19.74
19 19.68 H 8s; H 10; H 10’ 19.68 H8s; H 10; H 10’
20 110.54 H12;H12; H14 26.83 H12; H12'; H 14; H 14’

19

OH

20

41

18

OH
OH

19 20
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El segundo diterpeno, el viridiol B 42, mostr6 en sus espectros de RMN 'H y "°C,
una relacion estructural clara con el viridiol A 41 (Tabla 1). De este modo, se observo que
las sefales a campo alto en el espectro de RMN 'H de 41 y 42 (Figura 4) eran idénticas y
que su espectro de RMN 13C era muy similar exceptuando las senales C-12, -13, -14, -15y
-20.

Asi, en el espectro de RMN 'H fue observada la ausencia de las sefiales de los
protones olefinicos (H»-20), asi como la debida al metileno alilico (H»-12) y al metino en o
al grupo hidroxilo (H-14). Estas sefiales fueron sustituidas por un singlete correspondiente
a un grupo metilo en o a un grupo hidroxilo centrado a & 1.24, indicando que este grupo
metilo era terciario, y por un grupo metilénico alifatico a & 1.79 y 1.67. Estas sefales de
proton fueron correlacionadas en el experimento de HMQC con las sefiales de carbono
centradas a 8 26.83 y 41.58, respectivamente. Ademas, una sefial de carbono cuaternario
situada a & 74.03 mostrd correlaciones en el experimento de HMBC (Figuras 5y 6) con
los grupos metilénicos centrados a 6 1.30 (H,-11); 1.51 y 1.48 (H,-12); 1.79 y 1.67 (H,-
14). También fueron observadas correlaciones entre la sefial de carbono situada a & 41.58
(C-14) y el grupo metilénico en a a el grupo hidroxilico centrado a & 3.90 y 3.86, lo que
establece la presencia del fragmento -CH,-CH,-C(CH,)OH-CH,-CH,OH.

Por otro lado, su espectro de masas mostré un ion molecular [M+2] centrado a 314,
junto con el pico [M+2-CH3;] presente en su espectro de masas de alta definicion (HRMS)
a m/z 299.2966, lo que nos establece su formula molecular como C,,H,,0,. Ademas se

pudo observar en el espectro de IR, las absorciones a v_, 3693 y 3604 cm’!

X

correspondientes a los grupos hidroxilos. En vista de los datos mencionados fue

establecida la estructura del viridiol B como 42.

Figura §
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Intentar establecer la estereoquimica relativa de estos compuestos fue muy dificil
debido al fuerte solapamiento ya comentado de las sefales de proton en el espectro de
RMN !H. Sin embargo, en base al hecho experimental de que el desacoplamiento del
grupo metilo Me-18 a § 0.86 produce la simplificacion de la sefial de proton de H-5 en

ambos compuestos, mostrandose ¢sta como un doblete de doble doblete con tres valores

21



pequefios de constantes de acoplamiento, se pudo concluir que la configuracion de los
protones vecinales H-6 y H-5 para el viridiol A 41 y para el viridiol B 42 es de tipo axial-

ecuatorial como se muestra en la Figura 7.

4.74

Figura 7
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1l. POLIETERES DERIVADOS DEL ESCUALENO



II.1. INTRODUCCION

Las algas rojas del género de Laurencia son también conocidas por la produccion
de poliéteres triterpénicos generados por la bromacion de epoxiescualenos. Desde el
descubrimiento en 1978 del primer representante de este tipo de compuestos, el tirsiferol
43 aislado por Munro y colaboradores de Laurencia thyrsifera,"” estos metabolitos han
sido objeto de un alto grado de interés, tanto desde el punto de vista estructural como por
aspectos farmacologicos. En efecto, estos compuestos poseen agrupamientos de anillo de
oxano y oxolano fusionados y aislados similares a los que presentan algunas de las toxinas
DSP y numerosos poliéteres iondforos terrestres. Ademds, una serie de derivados del
tirsiferol aislados de Laurencia obtusa, el 23-acetato de tirsiferol 44,%° los diacetatos A!>'°
y A de dehidrotirsiferol 45-46 y los magireoles 47-49,%' han presentado una fuerte

actividad citotoxica frente a lineas de células de neoplasma linfocitico de raton P388.

Particularmente, el compuesto 44 mostré valores de ICso de 0.3 x 10 pg/ml.

45 R=

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

20. T. Suzuki, M. Suzuki, A. Furusaki, T. Matsumoto, A. Kato, Y. Imanaka, E. Kurosawa, Tetrahedron
Lett., 1985, 26, 1329.

21. T. Suzuki, S. Takeda, M. Suzuki, E. Kurosawa, A. Kato, Y. Imanaka, Chem. Lett., 1987, 361.
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De igual forma, el venustatriol 50, un diasteroisomero del tirsiferol en C-18 y C-19,
aislado de Laurencia venusta por Higa y colaboradores en 1986** 50 presenté una notable
actividad antiviral frente al virus de la estomatitis vesicular (VSV) y el virus del tipo

Herpes simplex (HSV-1).

50

En conexion con nuestros continuos estudios sobre algas rojas del género
Laurencia, nuestro grupo de trabajo ha aislado e identificado en el afio 1983, uno de estos

compuestos, el dehidrotirsiferol 51, de la Laurencia pinnatifida.”

51

22. S. Sakemi, T. Higa, C.W. Jefford, G. Bernardinelli, Tetrahedron Lett., 1986, 27, 42877.
23. A.G. Gonzalez, J.M. Arteaga, J.J. Fernandez, J.D. Martin, M. Norte, J.Z. Ruano, Tetrahedron, 1984,
40, 2751.
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Todos estos ejemplos de poliéteres aislados poseen un esqueleto comin derivado
del escualeno perteneciente, o bien a la serie del tirsiferol 43 o a la del venustatriol 50,
estableciéndose las diferencias a nivel de la configuracion opuesta de los atomos C-18 y C-
19. Esto ha llevado a algunos autores a proponer que la biogénesis de estos compuestos
ocurre por la ciclacion en dos pasos de un tetraepoxiescualeno. Primero, a través de una
ciclacion concertada de los tres epoxidos C-6/C-7, C-10/C-11 y C-14/C-15 por un ion
bromonio sobre el doble enlace terminal en C-2/C-3, y segundo, por la formacion del
anillo furdnico entre los carbonos C-19/C-22 (Esquema 4)** Este ultimo proceso
estableceria las diferencias entre las dos series y su ausencia la formacion de los
magireoles 47-49. Sin embargo hasta el momento, este escualeno tetracpoxidado que

actuaria como precursor comin de estos metabolitos, no ha sido todavia aislado.

Esquema 4

Por otro lado, recientemente han sido obtenidos también de algas del género de
Laurencia, dos nuevos triterpenos derivados del escualeno pertenecientes a una nueva
clase de bromotriterpenos pentaciclicos, el enshuol 54 y el callicladol 55. Estos

metabolitos fueron aislados de L. omaezakiana® y L. calliclada,* respectivamente.

24. M. Hashimoto, T. Kan, K. Nozaki, M. Yanagiya, H. Shirahama, T. Matsumoto, J. Org. Chem., 1990,
55,5088-5107.

25. Y. Matsuo, M. Suzuki, M. Masuda, Chem. Lett., 1995, 1043-1044.

26. M. Suzuki, Y. Matsuo, Y. Takahashi, M. Masuda, Chem. Lett., 1995, 1045-1046.
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55

Dada las similitudes estructurales con los compuestos anteriores, se propuso una
hipdtesis biogenética derivada del mismo precursor tetraepoxiescualénico. Esta supondria
la formacion de un pentaepoxido derivado del anterior y luego una ciclacion secuenciada

equivalente a partir del ataque de un ion bromonio, esquema 5.

(6S,7S,10R,11R,14R,15R,185,19S)
tetraepoxido escualeno

Esquema 5

Finalmente, han sido aislados otros dos ejemplos de triterpenos de Laurencia con
esqueletos derivados del escualeno pero cuyas estructuras se caracterizan por poseer un

plano o un eje de simetria en la molécula. Estos son el compuesto meso teurileno 56

26



aislado de L. obtusa® y el intricatetrol 57 de L. intricata.’

56 57

I1.2. NUEVOS POLIETERES TRITERPENICOS AISLADOS DE L. VIRIDIS

Del estudio cromatografico de las fracciones de n-Hexano:AcOEt 3:2 del extracto
del alga Laurencia viridis, fueron aislados, junto con el dehidrotirsiferol 51, una serie de
derivados del escualeno obtenidos en muy pequenas cantidades.

A continuacion damos cuenta del aislamiento e identificacion a través de métodos
espectroscopicos de nueve ejemplos de poliéteres triterpénicos nuevos, derivados del
escualeno. Para simplificar su estudio los hemos agrupado en derivados del tirsiferol 43:
isodehidrotirsiferol 56,28 16-hidroxidehidrotirsiferol 57, tirsenol A 58, tirsenol B 59,29 10-
epidehidrotirsiferol 60 y 10-epi-15,16-dehidrotirsiferol 61; y en derivados del venustatriol
50: dechidrovenustatriol 62, 15,16-dehidrovenustatriol 63 y  acetato de
predehidrovenustatriol 64. Estos nuevos metabolitos fueron sometidos a un amplio estudio
farmacologico in vitro, presentando importantes actividades citotoxicas, recogidas en el

siguiente capitulo de la presente memoria.

A. AISLAMIENTO

El alga Laurencia viridis, fue recolectada en Callao Salvaje (Adeje), entre los
meses de Abril a Mayo. Se recogié a mano durante la bajamar y se dejo secar al aire,

siendo posteriormente triturada. La extraccion se realizo mediante Soxhlet en CH,Cl,

27. M. Suzuki, Y. Matsuo, S. Takeda, T. Suzuki, Phytochemistry, 1993, 33, 651.
28. M. Norte, J.J. Fernandez, M.L. Souto, M.D. Garcia-Gravalos, Tetrahedron Lett., 1996, 37, 2671.
29. M. Norte, J.J. Fernandez, M.L. Souto, J.A. Gavin, M.D. Garcia-Gravalos, Tetrahedron, 1996, en

prensa.
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durante 24 horas y seguidamente fue macerada con CHCl;:MeOH (1:1) a temperatura
ambiente hasta agotamiento. A la reunion de los extractos se le realizd cromatografia de

acuerdo con la marcha expuesta en el siguiente esquema 6.

Extracto
Laurencia viridis

n-Hexano:AcOEt
SiO,

Fraccion 1 Fraccion 2 Fraccion 3 Fraccion 4I Fraccion 5
- Hidrocarburos -Colesterol -Clorofilas -Colorantes
-Sesq. aromaticos -Ac. grasos

-Cmptos. acetilénicos -Viridianol a) Sephadex LH-20

CHCI3:MeOH:n-Hexano(1:1:2)

b) n-Hexano:AcOEt
SiOy

Fr.1-39 | 40-51 | [ 52-82 | [83-107] [108-130] 130-150

a) Lobar Lichroprep Si 60
MeOH:H20 (9:1)

b) HPLC p-Bondapak C-18
CH3CN:H20 (9:1)

c) Purificacion Final

Y

Dehidrotirsiferol (219.8 mg)

Acetato de

predehidrovenustatriol (3.3 mg) )

Dehidrovenustatriol (6.6 mg) 16-Hidroxidehidrotirsiferol (2.3 mg)
15,16-Dehidrovenustatriol (26.2 mg) Isodehidrotirsiferol (2.3 mg)

Tirsenol B (2.3 mg) 10-Epidehidrotirsiferol (23.2 mg)
Viridiol A (6.5 mg) ,

Viridiol B (2.2 mg)

Tirsenol A (6.2 mg)
10-Epi-15,16-dehidrotirsiferol (2.2 mg)

Esquema 6
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B. ESTUDIO DE ELUCIDACION ESTRUCTURAL

Tal y como puede observarse en el apartado anterior, las cantidades aisladas de la
mayor parte de los nuevos compuestos eran pequefias, a lo que habia que afiadir en algunos
casos una cierta inestabilidad de los mismos. Asimismo, puede constatarse que el producto
mayoritario en el alga es el dehidrotirsiferol 51, compuesto aislado e identificado por
nosotros con anterioridad. Por tanto es razonable pensar que fuese necesario disponer de

una descripcion detallada de sus datos espectroscopicos con fines comparativos.

Dehidrotirsiferol 51

En efecto, con los recursos espectroscopicos del afio 1983, se habian asignado los
principales desplazamientos de proton y carbono de este compuesto en base a los datos de
RMN mono y bidimensional, tanto homo- como heteronuclear. Como es logico, estas
asignaciones, con las técnicas actuales, hubieron de ser ligeramente modificadas, pero
sobre todo, en este nuevo estudio del dehidrotirsiferol, nuestro objetivo principal se orientd
al establecimiento de todas las relaciones ROE posibles, a través de experimentos ROESY,
con un doble motivo. Por un lado, debido a que no disponiamos de ningin dato de este
tipo, ya que cuando el producto se identifico, la configuracion relativa se asegur6 a través
de la correlacion quimica con el 18-acetato de tirsiferol 65, tal y como se muestra en el
esquema 7.

Por otro lado, algunos de los productos que se describen en esta memoria a la vista
de sus espectros de proton, puede comprobarse que la diferencias son exclusivamente a
nivel de configuracion. Por todo ello fue importante disponer de este estudio para su
determinacidén, mas aun, si tenemos en cuenta que se trata, como hemos dicho, de
metabolitos muy minoritarios, lo que acrecienta el tiempo de adquisicion de los

experimentos y dificulta su analisis.
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a) AMCPB/KF/NaAcO/CHyCly, t.a.; b) LiAIH4/THF, -78°C; c) AcoO/py, t.a.

Esquema 7

Se procedid, pues, a un estudio exhaustivo de los experimentos de RMN con la
aplicacion de las nuevas técnicas espectroscopicas y el resultado obtenido en la asignacion

completa de los desplazamientos quimicos de protoén y de carbono se da en la tabla 3.

Un énfasis especial pusimos en el estudio de las relaciones ROE presentes en el
experimento de ROESY, puesto que la comparacion de los resultados de este estudio con
los de los nuevos compuestos, nos va a permitir establecer sus configuraciones relativas y
como hemos comentado, jugara un papel fundamental en su identificacion.

Estudio configuracional del dehidrotirsiferol 51

En el espectro ROESY en cloroformo deuterado del dehidrotirsiferol 51, se observo

que el metino H-3 (6 3.89), en la cara a de la molécula, posee una correlacion ROE intensa

30



con las sefiales a & 1.52 del protén metilénico H-5a y a 6 1.27 correpondiente al metilo
Me-1 del gem-dimetilo sobre C-2. Similares correlaciones tipo ROE existen entre el otro
metilo geminal, Me-25 (5 1.39) y los protones del Me-26 (& 1.20), como corresponde a su

orientacion en la cara contraria del plano (Figura 8).

Figura 8

Un sistema de correlaciones ROE clave en la determinacion de la configuracion
relativa de los centros quirales en los anillos B y C en estos compuestos, lo constituyen las
correlaciones observadas entre el metino H-11 (8 3.43) con los metinos H-14 (5 4.28) y H-
7 (6 3.08), todos ellos situados en la cara o como confirma la correlacion de H-7 con H-
Sa. La correlacion tipo ROE entre estos protones, H-11 y H-14, establece que la
conformacion en disolucidn del anillo C es flexible al igual que la encontrada para el 18-
acetato de tirsiferol 65 en estado solido.*® Para completar el conjunto de correlaciones
mostradas por los sustituyentes en los tres anillos tetrahidropiranicos, la correlacion
observada entre el Me-27 (& 1.23) y la sefial del proton metilénico H-9 centrada a & 1.77
establece la orientacion B de éste, en tanto que la orientacion o de la sefial de H-9 centrada

a d 1.44, fue confirmada por su correlacion con H-7 y H-11 (Figura 9).

30. J.W. Blunt, J.D. McCombs, M.H.G. Munro, F.N. Thomas, Magnetic Resonance in Chemistry, 1989, 27,
792-795.
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Figura 9

Finalmente, nos queda comentar las correlaciones de los sustituyentes en C-18 y el
anillo tetrahidrofuranico, para lo cual es conveniente partir de H-18 (8 3.52) que se orienta
hacia la cara o de la molécula como lo confirma su correlacion tipo ROE con la sefial de
proton centrada a & 2.11, sefal identificada como H-13a por su correlacion con H-14.
Asimismo, resaltan las correlaciones de H-18 con Me-29 (8 1.14) y la de éste con el proton
del metileno H-20 orientado hacia la cara a y centrado a 6 1.60, resultado que se confirma
por la correlacion entre el otro proton diasterotopico H-208 (8 2.12) y el metino H-22 (8

3.76) (Figura 10).

Figura 10
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Una vez que hemos finalizado el estudio espectroscopico completo del
dehidrotirsiferol 51, estuvimos en condiciones de abordar la determinacion estructural de
cada uno de los nuevos triterpenos aislados de esta alga, tal y como veremos a

continuacion.

B.1. Isodehidrotirsiferol 56

Aun cuando el isodehidrotirsiferol 56 no mostréd su ion molecular en su espectro de
masas, su formula molecular fue establecida como C;oHs5;O¢Br en base a las
fragmentaciones observadas en su espectro de masas de alta definicion (HRMS). Asi,
aparecen dos picos isotopicos a m/z 572.25524/570.25401 (calc. 572.25355/570.25560)
que corresponden a la pérdida de un grupo metilo, y otro a 506.36127 (calc. 506.36074)
debida a la pérdida de 4cido bromhidrico. Estos resultados establecen que este compuesto

es un isomero del dehidrotirsiferol 51.

56

La comparacion de sus datos espectroscopicos con los del dehidrotirsiferol, nos
permitio localizar la zona de la molécula donde radican las principales diferencias entre
ambos metabolitos. Asi en el espectro de RMN 'H del compuesto 56, las sefiales de los
protones H-7, H-18 y H-22 aparecen solapadas y centradas a 6 3.08, 3.13 y 3.15 mientras
que en el compuesto 51, estas sefales se encuentran a § 3.08 (dd, J= 2.5, 11.0 Hz), 3.52
(dd, J= 1.7, 104 Hz) y 3.76 (dd, J= 6.0, 9.9 Hz), respectivamente. Ademas, en el
experimento de RMN PC se observa un cambio significativo en los desplazamientos
quimicos de los carbonos portadores de atomos de oxigeno C-18 y C-19. Estas sefiales de
carbono estan situadas en el compuesto 51 a & 76.18 para el carbono terciario (C-18) y a &
86.04 para el cuaternario (C-19), mientras que en el compuesto 56 se sustituyen por dos

sefales centradas a 6 84.10 y 70.15, respectivamente (Figura 11).
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El resto de los desplazamientos quimicos tanto de RMN 'H como de BC son
equivalentes. Estos datos sugieren que las diferencias entre ellos deben localizarse entre

los carbonos C-18 y C-22 (Tablas 3 y 4).

En el experimento de HMQC (Figura 11b), las sefiales de proton asignadas como
H-18 (6 3.13) y H-22 (8 3.15) se correlacionan con los desplazamientos de carbono
centrados a 6 84.10 (C-18) y 84.42 (C-22) y, ademas, en el experimento de HMBC se
observa la correlacion entre C-22 y H-18. Este resultado establece que la union éter se
establece entre los carbonos C-18 y C-22, por lo que podemos concluir que el anillo
heterociclico D en este compuesto es un sistema tetrahidropiranico en vez del sistema

tetrahidrofuranico presente en el compuesto 51 (Figura 12).

M

-84

4 C2z2-His

86

' . C7-H11 1

88

hasd

(pom) Ja 3'.2 3.0

Figura 12

36



La conformacion de este anillo tetrahidropiranico asi como la configuracion de los
centros quirales sobre los carbonos C-18, C-19 y C-22, fue establecida en base a los
valores de las constantes de acoplamiento de H-18 y H-22, y a través de la realizacion de
experimentos de NOEDIFF. Para ello fue necesario buscar un disolvente deuterado distinto
del cloroformo puesto que, tal y como ya hemos comentado, las sefiales correspondientes a
H-18 y H-22 salen solapadas, siendo la piridina-ds la que nos permitié medir los valores de
las constantes de acoplamiento. En efecto, los valores encontrados para el proton H-18
centrado a 6 3.51 (dd, J=1.2 y 10.4 Hz) y para el H-22 a  3.38 (dd, J= 1.2 y 11.2 Hz), nos
indican la orientacion axial de los metinos y que, por tanto, las cadenas laterales quedan
orientadas ecuatorialmente. Esto fue confirmado con el experimento NOEDIFF, donde la
irradiacion de la sefial de proton H-22 muestra relacion con las sefiales de proton de los
grupos metilos Me-24/Me-30 y del metino H-18, mientras que la irradiacion de H-18 solo
muestra relacion NOE con H-22 (Figura 13). Ademas, estos resultados nos permitieron
establecer que la orientacion relativa del grupo metilo Me-29 debe ser axial y en la cara

contraria a los metinos H-18 y H-22.

Hig

Figura 13
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Esto concuerda con las dos posibilidades de formacion del anillo D a partir del
precursor tetraepoxidado, segun la propuesta biogenética realizada para este tipo de
derivados y que fue recogida en la introduccion. De acuerdo con esta propuesta y segun la
estereoquimica del epoxido precursor entre los atomos C-18 y C-19, puede explicarse la
formacion de las dos series, la del tirsiferol 43 y la del venustatriol 50, caracterizadas por
la presencia del sistema terahidrofuranico terminal, tal y como se muestra en el esquema
4. Siguiendo la misma hipoétesis, pero llevando a cabo la ciclacion sobre el carbono C-18
en lugar de sobre el C-19, obtendriamos dos sistemas de tetrahidropirano de los cuales solo
el correspondiente a la serie del tirsiferol, tendria como resultado que los dos protones del

cierre del anillo se encuentren en la misma cara y el metilo en la opuesta (Esquema 7).

30

18 24

29

Esquema 7
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B.2. 16-Hidroxidehidrotirsiferol 57

El siguiente compuesto, el 16-hidroxidehidrotirsiferol 57 fue aislado como un
solido blanco amorfo cuya formula molecular Cs;oHs;O7Br fue establecida en base a su
espectro de masas de alta resolucion, en donde los iones moleculares isotopicos M salen a
m/z 604.27987/602.28189 (calc. 604.27976/602.28128) y la fragmentacion caracteristica
por pérdida de acido bromhidrico a 522.35563 (calc. 522.35565).

La comparacion de sus datos espectroscopicos de RMN con los del
dehidrotirsiferol 51, junto con la absorcion observada a 3514 cm™ en su espectro de IR,
puso de manifiesto la existencia en la molécula de un grupo hidroxilo alilico. En efecto, en
el espectro de 'H-RMN aparece la sefial de un nuevo metino centrada a & 4.86 y que se
correlaciona en el experimento de HMQC con la senal a 6 82.96 del espectro de carbono.
Asimismo, la comparacion de los experimentos DEPT de 51 y 57, pone de manifiesto la
sustitucion de un metileno alilico centrado & 29.92 en el primero, por el nuevo metino en

57. (Tabla 5).

57

La localizacion de este hidroxilo sobre el carbono C-16 se confirmé en base a los
datos de los experimentos de 2D-RMN. Asi, en el experimento COSY pudimos establecer
la presencia de un sistema aislado a través de las correlaciones de la sefial de metino
centrada a 8 3.82, con las del metileno a & 1.88 y 1.69, y éstas a su vez con la del proton de

metino centrado a o 4.86, no observandose ulteriores acoplamientos (Figura 14).

La ubicacion de este sistema entre los carbonos C-15 y C-19, se realizo en base a
las correlaciones *C-'H observadas en el experimento de HMBC entre el metino a & 4.86

con el carbono cuaternario C-15 (6 149.29) y la del metino a & 3.82 con el carbono

40



cuaternario C-19 (5 85.54). Ademas se observaron las correlaciones de C-16 (6 82.96) con
los protones H,-28 (5 5.30 y 5.25) y de C-18 (& 72.83) con los protones del metilo Me-29
(6 1.14) (Figura 15).
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Figura 15

La configuracion relativa de este compuesto fue establecida a través del estudio del
experimento ROESY. En el mismo, por un lado se observd las correlaciones entre el
proton H-11 (& 3.58) con H-7 (6 3.09) y H-14 (6 4.50), y este ultimo, con el proton
metilénico H-28 (& 5.30). Por otro, el proton H-16 (6 4.86) se correlaciona con los protones
H-13a (8 1.85), H-17B (8 1.69) y H-18 (6 3.82). Finalmente, H-18 presenta correlacion
tipo ROE con H-17a (5 1.88). Esta secuencia solo puede ser explicada si la configuracion
relativa de C-16 es S*. En la figura 16 son representadas las correlaciones ROESY mas

importantes para el compuesto 57.

Figura 16
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B.3. Tirsenol A 58 y Tirsenol B 59

El tirsenol A 58 fue aislado como un sélido amorfo de color blanquecino [oc]st

= +12.9° (¢ 0.69, CHCl;). La formula molecular fue establecida como C;,Hs,O¢Br por
espectroscopia de masas. Asi, el espectro de masas FAB utilizando NBA como matriz mas
adecuada, muestra un ion a m/z 625/623 debido a un fragmento formado por pérdida de

agua [M*+ Na -H,O].

El espectro de RMN BC confirma la formula molecular y muestra la presencia
de siete metilos, diez metilenos y seis grupos metinos, junto con siete carbonos

cuaternarios ena a oxigenos (Tabla 6).

El espectro de RMN 'H muestra en la region baja cinco sefiales de metinos a o
3.92, 3.89, 3.77, 3.31 y 3.08 identificados como H-18, H-3, H-22, H-11 y H-7,
respectivamente, por comparacion con los datos del espectro de RMN !H del
dehidrotirsiferol 51. Junto a éstos, fue observada una sefial de un metileno diasterotopico
centrado a 8 3.63 y 3.49, un proton olefinico centrado a & 5.02 y un grupo metilénico
alilico a & 2.13 y 1.82, estas ultimas sefiales de proton constituyen las diferencias mas
sobresalientes entre los espectros de RMN de ambos metabolitos, y que a través del
experimento de COSY fueron localizadas en la zona de los carbonos C-11/C-15(C-28).
Asi, el analisis del COSY en esta region debe comenzar de forma conveniente desde el
metino H-11 (5 3.31), el cual esta acoplado al metileno H,-12 (5 2.13 y 1.82), protones que
a su vez estan conectados con el metino H-13 (8 5.02). El sistema de protones acoplados

en esta region termina con la presencia de dos centros cuaternarios (Figura 17).

Esto fue confirmado por combinacion de experimentos tipo 2D-HMQC-TOCSY
los cuales mostraron la correlacion entre la sefial de proton H-13 (3 5.02) y las sefiales de
carbono a & 94.03 (C-13), 24.63 (C-12) y 77.31 (C-11). Ademas, este experimento nos
permitio asignar de forma inequivoca, los desplazamientos quimicos de todos los carbonos

de grupos metilo, metileno y metino (Figura 18).
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Tabla 6. RMN 'H y '*C (CDCIs) para los compuestos 58 y 59.

Tirsenol A Tirsenol B
n°C 313C 8'H J (Hz) 813c 8'H J (Hz)
1 31.39 1.27 s 31.01 1.28 s
2 75.38 74.98
3 59.35 3.89 dd 4;12.4 58.94 3.90 dd 4.4;12.3
4 28.59 2.12 28.21 2.1
2.24 2.24
5 37.50 1.50 37.15 1.50
1.81 1.83
6 74.70 74.33
7 86.70 3.08 dd 2.3;11.2 86.36 3.09 dd 2.3;11.3
8 23.25 1.48 22.84 1.47
1.83 1.80
9 36.86 1.59 36.45 1.57
1.87 1.84
10 74.02 73.66
1 77.31 3.31 dd 6; 10.6 77.20 3.29 dd 5.9;10.6
12 24.63 o 1.82 ddd 5.5;6;14.8 2417 o 1.85 ddd 5.4;5.9;14.
B2.13 ddd 2:10.6; B 2.09 ddd 8
14.8 2;10.6;14.8
13 94.03 5.02 dd 2;55 91.60 4.85 dd 2;5.4
14 152.11 152.44
15 85.52 85.83
16 32.04 o 1.81 31.75 a 2.01
B1.93 B 212
17 26.85 B 1.71 27.10 1.88
o 1.84 1.89
18 86.59 3.92 dd 7,7 85.67 4.03 dd 7,7
19 84.20 84.94
20 34.93 1.66 34.61 1.68
1.98 1.84
21 26.58 1.85 25.88 1.84
1.95 1.94

22 87.56 3.77 6; 9.5 87.83 3.79 dd 4.9;10.3
23 70.84 70.29

o
o

24 24.50 1.12 ] 24.22 1.12 ]
25 24.12 1.40 ] 23.65 1.41 ]
26 20.42 1.21 ] 19.99 1.22 ]
27 15.50 1.07 s 15.29 1.08 ]
28 66.97 B 3.49 d 67.92 3.56 bs
o 3.63 d
29 24.95 1.23 ] 25.15 1.30 ]
30 28.10 1.21 ] 27.75 1.24 ]
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La senal del carbono cuaternario C-14 se sitta a & 152.11 a través de
correlaciones HMBC con H»-12 y H-13, mientras que las observadas entre H-11 y H,-12
con la sefial a 6 74.02, identificaron esta ultima sefial de carbono como C-10. Por otra
parte, C-14 se correlaciona con el metileno H-28, el cual aparece en el espectro de RMN
1H como un sistema AB aislado centrado a § 3.63 (d, J=11.1 Hz) y 3.49 (d, J=11.1 Hz).
Estos protones fueron también correlacionados en el experimento de HMBC con el
carbono cuaternario centrado a 6 85.82 (C-15), el cual a su vez fue correlacionado con el
proton olefinico H-13 y los protones metilénicos centrados a ? 1.93/1.81 (H»-16) (Figura
19).

Figura 19

Estas correlaciones establecieron la presencia de un inusual sistema enol-éter en
C-13/C-14 junto con un sistema diol en C-15/C-28 en lugar del doble enlace observado en
el compuesto 51. Estos datos junto con todas las correlaciones observadas en los
experimentos 2D-RMN sustentan que la estructura plana de este compuesto es la que se

muestra en la figura 20.

Figura 20

El tirsenol B 59, [a]*, = -1.1° (¢ 0.26, CHCl;) resulté ser un isémero del
compuesto 58 en base a su espectro de masas y a sus datos espectroscopicos, que
mostraron que su estructura quimica estaba estrechamente relacionada con la del tirsenol

A.
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Las principales diferencias se observaron en el espectro de RMN !H, donde las
sefales de proton de los metinos H-13 a 6 4.85 (dd, J=2.0, 5.4 Hz) y H-18 a2 6 4.03 (dd, J=
7.0, 7.0 Hz), junto con las del metileno H>-28 a & 3.56 (bs) aparecen ligeramente

desplazadas (Figura 21).

Una vez que se compararon los experimentos COSY, HMQC, 2D-HMQC-
TOCSY y HMBC de los compuestos 59 y 58, tomando en consideracion que los protones
del metileno H,-28 aparecen como un sistema AB aislado en el compuesto 58, mientras
que en el 59 aparece como un singlete ancho, llegamos a la conclusiéon que estos

compuestos se diferencian en la estereoquimica del carbono C-15.

58 R,= OH R,= CH,-OH
59 Rl= CHz'OH R2= OH

Se establecio en base a los datos observados en los experimentos ROESY que la
estereoquimica relativa de los carbonos C-3, C-6, C-7, C-10, C-11, C-18, C-19 y C-22 en
ambos compuestos es idéntica a la observada para el dehidrotirsiferol 51. La configuracion
relativa del carbono C-15 en los compuestos 58 y 59 fue establecida como sigue. El hecho
de que en el compuesto 58 los protones H,-28 sean diasterotopicos, determina que el
alcohol primario debe estar fijo formando un enlace de hidrégeno con el oxigeno del enol-
éter, lo cual es confirmado por correlaciones tipo ROE observadas entre H-13 con H-16p3,
H-28B con H-17B y H-28a con H-16a. Asi, la estereoquimica relativa en C-15 es
establecida como R* para este compuesto (Figura 23a). La misma estrategia fue adoptada
para el tirsenol B 59, cuya estereoquimica 15 S*, estd de acuerdo con las correlaciones
observadas en el experimento de ROESY entre H-13 con H-18 y H-16a., y entre H,-28 con
H-13 y H-16p (Figura 23b).
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23a Tirsenol A 23b Tirsenol B

Figura 23

B.4. 10-Epidehidrotirsiferol 60 y 10-Epi-15,16-dehidrotirsiferol 61

El 10-epidehidrotirsiferol 60, resulté ser un isémero del dehidrotirsiferol 51, en
base al ion molecular observado en el espectro de masas FAB a m/z 587/589 (MH"),
siendo NBA la matriz mas adecuada. Sus datos espectroscOpicos mostraron que su
estructura quimica estaba estrechamente relacionada con los valores observados para el
compuesto 51, hasta el punto de que las fragmentaciones mostradas en su espectro de
masas, asi como las absorciones en su espectro de infrarrojo fueron idénticas a las de éste

(ver parte experimental).

En el espectro de RMN 'H, los desplazamientos quimicos y los valores de las
constantes de acoplamiento para los metinos H-3, H-18 y H-22 junto con las de los
protones metilénicos vinilicos H,-28, fueron también equivalentes (Tablas 3 y 7). Sin
embargo, las sefiales de proton de los metinos a 8 3.69 (dd, J= 6.8, 6.8 Hz, H-7), 3.84 (dd,
J=17.0, 7.0 Hz, H-11) y 4.27 (dd, J= 7.4, 7.4 Hz, H-14) fueron diferentes tanto en sus

desplazamientos como en los valores de las constantes de acoplamiento (Figura 24).
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Tabla 7. RMN de "H y "*C para los compuestos 60 y 61.

10-Epidehidrotirsiferol 60

10-Epi-15,16-dehidrotirsiferol 61

nC  §5C &H J (Hz) 5'c  &'H J (Hz)
1 3093 129 s 3095 128 s
2 74.78 74.80
3 50.04 390 dd 36,123 5906 389  dd  4.0;122
4 2813 2.25 28.14 223
2.11 2.12
5 3583  1.85 3577 187
161 161
6 74.89 74.82
7 8825 369 dd 6868 8823 368 dd  7.1;71
8 2643  1.92 2654  1.92
164 164
9 3380  1.94 3400 195
1.60 1.60
10 8464 84.70
1 8478 384 dd 70,70 8469 382 dd 67,67
12 2707  1.90 2739 1.89
1.70 1.71
13 3163 205 3018 1.91
166 166
14 8221 427 dd 7474 8451 423 dd  76.76
15 14963 137.31
16 2894 239 12294 560 dd  67:6.7
2.06
17 3034 167 3039 224
1,50 2.14
18 7627 353 103 7668 358  dd 2897
19  86.08 85.79
20 3191 208 3202 2.1
1.84 186
21 2656  1.88 2643 185
157 1.56
22 8760 376 dd 60,97 8755 376 dd  6.0;100
23 7046 70.45
24 2376 113 s 2399 113 s
25 2370  1.41 s 2371 1.41 s
26 2074 122 s 2771 122 s
27 2356 117 s 2345 116 s
28 10917 513 s 1188 163 s
4.83 S S
20 3122 115 s 2077 117 s
30 2769 122 s 27.71 2 s
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Estos desplazamientos quimicos fueron asignados en base a las correlaciones
observadas en el experimento de HMBC. Asi, el carbono C-3 (8 59.04), identificado por su
correlacion HMQC con H-3 (8 3.90), muestra correlacion con el metileno H-5" (6 1.61), y
éste a su vez, con el grupo metilo Me-26 (6 20.74). La correlacion HMBC entre el carbono
de este grupo metilo y la sefial de proton centrada a 6 3.69 nos permitié identificar H-7. A
su vez, el carbono C-7 (8 88.25) identificado a través del experimento HMQC, presenta
una correlacion a larga distancia con una sefial de proton de grupo metino a 6 3.84
correspondiente a H-11. La correlacion entre esta sefial de proton y la del carbono metilico
situado a & 23.56, nos permiti6 identificar la sefial de proton del Me-27 a 6 1.17.
Finalmente el carbono C-11 (& 84.78) mostrd correlacion con el metileno H>-12 (8
1.70/1.90) y éste con el carbono C-14 (0 82.21). La sefial de proton de este metino, H-14,
se situo a 6 4.27 (Figura 25).

A la vista de estos resultados podemos suponer que las notables diferencias que
habiamos indicado entre los desplazamientos quimicos de estas sefales de proton y sus
valores de constantes de acoplamiento, con las establecidas para el dehidrotirsiferol 51,
deben estar relacionadas con el cambio en la configuracion de uno o varios centros quirales
en el sistema formado por los anillos B y C. En efecto, si consideramos que en el
compuesto 51 las sefiales de proton de H-7 y H-11 se resolvieron como un doble doblete
con dos valores distintos de constantes de acoplamiento (uno grande y otro pequefio),
mientras que en el compuesto 60, las sefales H-7 y H-11 se resuelven como dobles
dobletes con dos valores iguales de constante de acoplamiento, podemos concluir que tiene

lugar un cambio en la conformacion de los anillos fusionados de tetrahidropirano.

Esto fue confirmado en el experimento de ROESY por las correlaciones observadas
de H-11 con H-7, H-14 y Me-27. Esta ultima establece que los dos heterociclos deben estar
cis-fusionados y la correlacion con H-7, que el anillo B posee una conformacion flexible, a
diferencia de lo que se observa para el compuesto 51, donde los anillos B y C forman un

sistema trans-fusionado (Figura 26).
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dehidrotirsiferol 10-epi-dehidrotirsiferol

Figura 26

El 10-Epi-15,16-dehidrotirsiferol 61 es un isomero del 10-epidehidrotirsiferol 60.
La interpretacion de los datos de los experimentos COSY, HMQC y HMBC, permiti6
realizar las asignaciones de las sefiales de RMN 'H y °C (Tabla 7), las cuales mostraron
que realmente la unica diferencia entre ambos compuestos, consiste en la posicion del
doble enlace. En el compuesto 61 se encuentra localizado entre los carbonos C-15/C-16,

mientras que en el compuesto 60 est4 entre los carbonos C-15/C-28.

60 A1 5-28

61 A15-16

La determinacion de la geometria de este doble enlace se realiz6 principalmente en
base a los datos observados en el experimento ROESY. Asi el protén vinilico H-16 mostrd
correlacion tipo ROE con H-14, que junto con el desplazamiento quimico observado para
el metilo Me-28 a 6 11.88, nos permite establecer que la geometria de el enlace en este
compuesto es E. Las restantes correlaciones ROE que se observaron y que son

resumidas
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en la figura 27, fueron idénticas a las del 10-epi-dehidrotirsiferol por lo que establecemos

que en todos sus centros poseen la misma estereoquimica relativa.

Figura 27

B.5. Dehidrovenustatriol 62 y 15,16-Dehidrovenustatriol 63

El dehidrovenustatriol 62 fue aislado como un sélido blanco amorfo, [a]*p= +

4.6° (¢ 0.26, CHCI3), estableciéndose su formula molecular como Cs;oHs;O¢Br en base al
ion molecular de su espectro de masas de alta resolucion (HRMS, obs.

588.28693/586.28496; calc. 588.28485/586.28690).

Los datos espectroscopicos de este compuesto pusieron de manifiesto que estan
estrechamente relacionados con los del dehidrotirsiferol 51, hasta el punto de que podemos
establecer que los dos metabolitos poseen la misma estructura plana (Tabla 8). Las
diferencias mas significativas entre ellos se aprecian en el espectro de RMN 'H, en el que
las sefiales de H-18 (& 3.59), H-22 (0 3.83) y Me-30 (& 1.26) del compuesto 62, se
desplazan hacia campos mas bajos en comparacion a lo observado en el espectro del
dehidrotirsiferol en el que se sitian a 6 3.52, 3.76 y 1.21, respectivamente. Ademas, la
sefal del metino H-22 muestra variacion en los valores de acoplamiento, de modo que en
el compuesto 51 se resuelve como un doble doblete con valores distintos de constantes de
acoplamiento (J= 6.0, 9.9 Hz), mientras que en el 62 aparecen como doble doblete con los

dos valores iguales (J= 7.3, 7.3 Hz) (Figura 28).

57



() 1S [01J1SI10IPIYIP AP A (V) 79 [OLIBISNUSACIPIYSP [3P H, NIAY 2P $01193dsa so ap uoweredwo)) ‘gz vAn3iy

0t Gl 0'e g'e 0'E G'E o'y 3 4 0'g wdd

1 1 1 1 | L 1 1 1 | 1 L L 1 | — A 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 | 1 1 L 1 i 1 1 ]

= AT

(9)

B _3 W j= V
_._ 13

(v)

Ota

58



La comparacion de estos valores con los datos espectroscopicos del venustatriol 50
puso de manifiesto que el desplazamiento quimico y los valores de las constantes de
acoplamiento del metino H-22 en el compuesto 62, coinciden plenamente con los de éste.?
A la luz de estos datos, podemos establecer que las diferencias con el dehidrotirsiferol 51 a
las que haciamos antes mencion, deben localizarse a nivel de su estereoquimica en los

carbonos C-18 y C-19, la cual fue determinada por experimentos ROESY.

84 @?

‘. H1s-Me29
H22-Me29
Q[ L

4]

Figura 29
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En efecto, para el compuesto 62 se observo que ademas de varias correlaciones tipo
ROE completamente equivalentes a las del dehidrotirsiferol 51, tales como las observadas
entre la sefial de protén H-3 (6 3.90) y la del grupo metilo Me-1 (8 1.27), y por otro lado,
la del proton H-11 (8 3.45) con los protones H-7 (8 3.08)/H-14 (5 4.30), este compuesto
también presenta una correlacion tipo ROE entre el proton del metino H-22 situado a o
3.83 y el grupo metilo Me-29 (6 1.16) (Figura 29). Esta correlacion que no se observa en
el compuesto 51, confirma que la estereoquimica en los carbonos C-18 y C-19 deriva, tal y

como ya comentamos a la vista de los valores de la constante de acoplamiento del metino

H-22, del venustatriol 50.

62 A1 5-28

63 A15-16

El compuesto 63, el 15,16-dehidrovenustatriol, resultd ser un isémero del
compuesto 62 en base a su espectro de masas de alta resolucion, HRMS. Su estructura fue
establecida como sigue: los espectros de RMN 'H y "*C mostraron que sus datos
espectroscopico muy similares al los del compuesto 62, excepto por la ausencia de las
senales de los protones H-28 y H-16 asi como de los carbonos correspondientes a C-15 (&
151.47), C-16 (5 29.71) y C-28 (6 110.64) (Tabla 8). En su lugar se observod que en este
compuesto el doble enlace es trisustituido y se encuentra localizado entre los C-15/C-16,
de acuerdo a los desplazamientos quimicos observados en el espectro de RMN 'H para H-
16 (5 5.42) y Me-28 (8 1.73) y en el espectro de RMN °C para C-15 (8 137.83), C-16 (&
126.23) y C-28 (6 18.73).

En cuanto a su configuracion relativa, las correlaciones tipo ROE a las que hicimos
alusion en la discusion del compuesto 62, se repitieron en el espectro de este compuesto,

por lo que concluimos que este caso se trata también de un derivado del venustatriol 50.
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Tabla 8. RMN 'H y '*C (CDCIs) para los compuestos 62 y 63.

Dehidrovenustatriol

15,16-Dehidrovenustatriol

n°C 8 13C o 'H J (Hz) $13C & 'H J (Hz)
s
1 31.41 1.27 s 31.02 1.27
2 75.36 74.96
3 59.45 3.90 dd 4.2;12.3 59.01 3.89 dd 4.1;12.2
4 28.65 2.25 28.24 2.24
2.11 2.11
5 37.47 1.73 37.05 1.81
1.54
6 74.79 74.38
7 87.07 3.08 dd 26;11.4 86.52 3.09 dd 22;11.4
8 23.35 1.75 22.68 1.76
1.48 1.44
9 39.04 1.82 38.64 1.79
1.51 1.56
10 73.36 72.22
11 79.03 3.45 dd 5.6; 11.3 76.44 3.66 dd 7.4;11.0
12 22.14 1.80 21.53 1.95
1.63 1.56
13 26.51 2.06 2417 2.08
1.83 1.60
14 72.91 4.30 dd 4.0; 8.0 67.35 4.77 dd 2.7;12.3
15 151.47 137.83
16 29.71 243 126.23 5.42 dd 76;7.7
2.20
17 31.20 1.66 30.13 02.27
1.45 p2.18
18 76.90 3.59 dd 1.9;10.5 76.35 3.40 dd 2.2;9.9
19 86.69 85.31
20 31.87 217 34.32 212
1.60 2.05
21 27.26 1.92 26.49 1.85
22 84.93 3.83 dd 73,73 86.89 3.76 dd 6.9; 8.7
23 72.37 70.56
24 25.73 1.13 ] 23.64 1.14 s
25 24.06 1.40 s 22.98 1.41 s
26 20.02 1.20 s 20.06 1.21 s
27 20.49 1.23 ] 21.26 1.23 s
28 110.64 5.04 s 18.73 1.73 s
4.89 s
29 24.06 1.16 s 22.28 1.18 s
30 27.97 1.26 ] 27.63 1.22 s
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Queda por determinar la geometria del doble enlace que en este caso se establece
como Z. En efecto, la observacion de la correlaciones tipo ROE del Me-28, con el proton
vinilico H-16, junto con el valor del desplazamiento quimico del metilo Me-28 (& 18.73)
en el espectro de carbono, apoyan esta geometria. En la figura 30 se resumen las
principales correlaciones tipo ROE para esta region, resaltdndose, ademas de la
mencionada con anterioridad, las correlaciones del metino H-14 con los protones H-11 y

H-17B, de H-16 con H-17a. y H-18, y por tltimo de H-18 con H-16, H-17a y Me-29.

Figura 30

B.6. Acetato del Predehidrovenustatriol 64

Indudablemente, el metabolito aislado mas interesante desde el punto de vista

biogenético es el acetato del predehidrovenustatriol 64. Fue aislado como un aceite
incoloro, [oc]ZSD = +20.6° (¢ 0.33, CHCI3;), y su formula molecular fue establecida como
Cs2H5407 por espectroscopia de masas de alta resolucion (HRMS, obs. 548.37054; calc.
548.37130 [M"-2H]). Las absorciones a 3691, 3456 y 1727 cm™ en su espectro de IR

indican la presencia de dos grupos hidroxilos y un grupo éster, respectivamente.
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El espectro de RMN 'H (Figura 31) revela la presencia de cinco grupos metilos en
posicidon o a oxigenos situados a o 1.25, 1.24, 1.19, 1.15 y 1.09, dos grupos metilos
olefinicos a 6 1.67 y 1.61, y un grupo metilo de acetato a 6 2.07; cinco metinos oxigenados
a04.95 (dd, J=2.3, 10.0 Hz), 4.15 (dd, J= 5.5, 9.1 Hz), 3.97 (dd, J=5.9, 9.0 Hz), 3.81 (dd,
J=6.9, 7.0 Hz) y 3.45 (dd, J= 2.0, 11.6 Hz); y tres protones olefinicos a 6 5.10 ( 1H, t, J=
7.0 Hz) y 4.73 (2H, bs).

5.0 45 4.0 35 3.0 2.5 2t0 1i5 K 1‘.0

( pp‘m)

Figura 31

El espectro de RMN "°C confirmé la presencia del grupo carboxilo tipo éster a &
170.84, y también la de los ocho metilos, siete metilenos (uno de ellos olefinico), seis

metinos y seis carbonos totalmente sustituidos (Tabla 9).

Otro dato importante a enfatizar, fue la ausencia del &tomo de bromo en la posicion

C-3, caracteristico de este tipo de metabolitos.

Los experimentos de RMN de dos dimensiones fueron cuidadosamente analizados,
de forma que en el experimento de HMBC fue posible observar que los carbonos C-1 (6
25.68) y C-25 (& 17.65) presentan correlaciones con el proton olefinico H-3 (o 5.10),
indicando la ausencia del anillo de tetrahidropirano A presente en todos los metabolitos de
esta serie aislados hasta la fecha. La posicion del grupo acetato se fija sobre el carbono C-
18 (6 77.75) por correlacion del proton H-18 (& 4.95) con el carbono carboxilico (&
170.84) y con el carbono del metilo C-29 (5 22.17).
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Estos datos fueron el soporte para el esqueleto carbonado propuesto para el
compuesto 64, y que se ve reforzado por las otras correlaciones observadas y que se

sumarizan en la figura 32.

Figura 32

La estereoquimica relativa fue determinada principalmente a través de las
correlaciones mostradas en los experimentos ROESY. Asi, el proton H-11 (8 3.97) pudo
ser correlacionado con los protones H-7 (8 3.45) y H-14 (8 4.15), y por otro lado, el proton
H-22 (8 3.81) con el proton del metilo Me-29 (6 1.19). En vista de los datos anteriores, fue
propuesta para el compuesto 64, una configuracion relativa coincidente con la presente en
el venustatriol 50. En referencia a la estereoquimica del carbono C-6, al estar situado en
una cadena y sujeto a libre rotacion, nos fue imposible determinar su configuracion relativa
a través de experimentos de RMN por lo que a una muestra del dehidrovenustatriol 62, se
acetilo de la manera habitual para dar el 18-monoacetato, que por posterior reaccion con
Zn en polvo en presencia de acido acético dio un compuesto triciclico idéntico en todos los
aspectos al acetato del predehidrovenustatriol, por lo que proponemos que la estructura de

este compuesto coincide con la dada como 64.

64
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C. ORIGEN BIOGENETICO

Una vez que los nuevos derivados del escualeno han sido aislados y caracterizados,
nos encontramos en disposicion de pasar a considerar si éstos se ajustan o no a la propuesta
biogenética establecida para este tipo de compuestos y que fue resumida en la introduccion
de este capitulo.

En esta hipotesis se propone que el origen de estos poliéteres pasa por la ciclacion
secuenciada de un intermedio comun, un epoxiescualeno (Esquema 4). Esta ciclacion
transcurre en dos pasos, una ciclacion concertada de los tres epoxidos C-6/C-7, C-10/C-11
y C-14/C-15 inducida por la formacion de un i6n bromonio entre los carbonos C-2/C-3 y la
que da lugar a la formacion del anillo tetrahidrofuranico. Esto ultimo permite explicar las
dos series de compuestos, la del tirsiferol 43 y la del venustatriol 50, asi como la formacion

de los magireoles 47-49.

En nuestro caso tenemos que todos los metabolitos aislados de L. viridis, pueden
agruparse en estas dos series e incluso, la ruta biogenética general puede explicar la
formacion del anillo D tetrahidropiranico del isodehidrotirsiferol 56, tal y como vimos en
el esquema 7. Sin embargo, a la luz de la identificacion del acetato de
predehidrovenustatriol 64 como un derivado que presenta el anillo A abierto y con un
doble enlace terminal en C-2/C-3; de la estereoquimica mostrada en el carbono C-10 en los
isomeros del 10-epi-dehidrotirsiferol 60 y del 10-epi-15,16-dehidrotirsiferol 61; y de la
presencia en los tirsenoles A y B 58-59 de un agrupamiento enol-éter entre las posiciones
C-13/C-14, consideramos que la propuesta biogenética clasica elaborada para la formacion
de estos poliéteres triterpénicos, debe ser puesta en cuestion. En efecto, el aislamiento del
compuesto 64 parece indicar que no es necesaria la induccion del i6n bromonio para que se
produzca la ciclacion. Asimismo, los cambios de estereoquimica observados en los
sistemas ciclados de 60 y 61, apoyan la posibilidad de que la ciclacion no se produzca a

través de un proceso concertado.
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III. ESTUDIO FARMACOLOGICO



III.1. INTRODUCCION

Desde que a principios de este siglo, Paul Erlich pusiera las bases de la medicacion
con sustancias quimicas, el auge de esta especialidad, hoy llamada quimioterapia, ha sido
prodigioso. Se ha convertido en una de las técnicas mas utilizadas por la medicina moderna
para luchar contra las enfermedades. Durante estos cincuenta ultimos afios han sido
descubiertos un gran numero de medicamentos nuevos. Sin embargo, a pesar del
incuestionable éxito de la quimioterapia se calcula que aproximadamente dos tercios de las
enfermedades esperan todavia un tratamiento satisfactorio. Asi ocurre en especial, con las
numerosas formas de cancer, las infecciones viricas o las enfermedades cardiovasculares.
Ademas, si después del descubrimiento de los antibioticos modernos se pudo creer que el
peligro de las infecciones bacterianas quedaba definitivamente eliminado, el desarrollo de
cepas resistentes como consecuencia de una utilizacion abusiva de los mismos, modera
fuertemente el entusiasmo inicial. La necesidad de medicamentos nuevos mas especificos y
mejor adaptados es sentida de forma imperiosa.

Las dos fuentes de moléculas nuevas, y por tanto de potenciales nuevos
medicamentos, son la quimica organica y los organismos vivos. Hasta principios de este
siglo los medicamentos eran extraidos Uinicamente de la naturaleza. Sin embargo, el
desarrollo de la quimica organica hizo posible que las sustancias de sintesis proliferaran
rapidamente y que el porcentaje relativo de los medicamentos de origen natural decreciera.
Pero la estructura, a menudo inesperada, de la molécula natural sirve de punto de partida
para la concepcion y construccion de esqueletos moleculares originales que a menudo
conducen a sustancias mas activas y especificas.

El medio marino constituye una enorme fuente potencial de moléculas naturales
nuevas. El interés que prestamos a los recursos bioquimicos de los océanos anuncia el
nacimiento de un nuevo campo de investigacion: la farmacologia marina. La razén
fundamental de tan tardia aparicion podemos encontrarla en la dificultad que ha sido
resuelta recientemente gracias tanto a los progresos realizados en las técnicas de
prospeccion como en las técnicas espectroscopicas, que permiten analizar y determinar las
estructuras de nuevos compuestos con muy poca cantidad de la muestra.

En base a todo ello, es evidente que una vez aislados los productos en nuestro
estudio del alga, uno de los objetivos inmediatos fue la evaluacion de su actividad

farmacologica. Dentro de ésta, dado que el interés prioritario en los Gltimos afios se orienta
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hacia la obtencion de sustancias con actividad antitumoral y antiviral, los ensayos
farmacologicos realizados sobre todos los nuevos metabolitos aislados, se pueden

clasificar en tres grandes grupos:

a) evaluacion de la actividad citotdxica
b) determinacion de la actividad inhibitoria enzimatica in vitro

¢) medicidon de la actividad antiviral

Estos ensayos se llevaron a cabo en los laboratorios de la empresa Pharma Mar

S.A. con la que mantenemos una importante colaboracion.
II1.2. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD CITOTOXICA

Los ensayos de actividad citotoxica se realizaron, utilizando una adaptacion del
r . 1 . . . r
método descrito por Bergeron y colaboradores,” sobre cultivos in vitro de células

tumorales de los siguientes tipos:

e Suspension de células P-388 (ATCC CCL-46) de neoplasma linfoide de raton
DBA/2.

e Lineas de células A-549 (ATCC CCL-185) de carcinoma de pulmon humano.

e Lineas de células HT-29 (ATCC HTB-38) de carcinoma de colon humano.

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

Estas células se mantuvieron en fase de crecimiento logaritmico, en un medio
EMEM/neaa, suplementado con un 5% de FCS (Fetal Calf Serum), bicarbonato sodico 107
M y en presencia de los antibidticos penicilina G (0.1 g/l) y sulfato de estreptomicina (0.1

g/1). Los metabolitos a ensayar, se afadieron a los medios de cultivo disueltos en una

31. R.J. Bergeron, P.F. Cavanaugh, S.J. Kline, R.G. Hughes Jr., G.T. Elliott, C.W. Porter, Biochemical and
Biophisical Research Communications, 1984, 121(3), 848-854.
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proporcion de 1 mg/ml en una mezcla de metanol:acetona (1:1). Las células fueron
sembradas en pocillos de 16 mm de didmetro a una concentracion de 1 x 10* (P-388) y 2 x
10* (A-549, HT-29 y MEL-28) por pocillo, en alicuotas de 1 ml de medio EMEM 5%FCS,
conteniendo los productos a evaluar a diferentes concentraciones. En cada caso y de forma
separada, se realizd un cultivo sin adicionar ningun tipo de droga para poder utilizarlo
como control, realizandose todas las determinaciones por duplicado. Después de tres dias
de incubacion a 37° C, en una atmoésfera con un 98 % de humedad y 10 % de CO,, las
lineas celulares fueron contadas con un Coulter Counter ZM. Todos los recuentos de
células por pocillo, fueron promediados, para poder compararlos con los cultivos control.
Los resultados de éstos fueron usados para generar la curvas de dosis-repuesta con las que
determinar de forma precisa los valores ICsg (concentracion de muestra a la que se produce
la inhibicion del 50 % de crecimiento celular).

Los resultados de estos ensayos de citotoxicidad quedan resumidos en las tablas 10
y 11. En la tabla 10 se recogen los valores de ICsy para los derivados del escualeno,
observandose que presentan potentes actividades.®® En la tabla 11, se resumen de igual
manera los valores de ICsy de los derivados con esqueleto de ciclofitano, que aunque son
notablemente mas bajos que en el caso de los compuestos anteriores, reflejan una actividad

considerable.

A. ANALISIS DE POSIBLES RELACIONES ESTRUCTURA-ACTIVIDAD

A la vista de los resultados farmacoldgicos expuestos en la tabla 10, dos hechos
principales llaman en gran medida nuestra atencion. En primer lugar, destaca la potente y
altamente selectiva citotoxicidad mostrada por los metabolitos: dehidrotirsiferol 51,
isodehidrotirsiferol 56, dehidrovenustatriol 62 y tirsenol B 59 frente a células P-388 de
leucemia linfocitica de raton. Y en segundo lugar, observamos que los pares de
compuestos, el tirsenol A S8 y tirsenol B 59, o el dehidrotirsiferol 51 y 10-
epidehidrotirsiferol 60, cuyas diferencias estructurales consisten solamente en el cambio

en la configuracion de un carbono, presentan unos valores de ICsp muy diferentes.

32. M. Norte, J.J. Ferndndez, M.L. Souto, Pharma Mar S.A., “New Antitumoral Macrolides from
Laurencia viridis”. British Patent Application No. 9518326.5, September 1995.
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Estos resultados, nos indujeron a considerar que era interesante establecer posibles
relaciones estructura-actividad de este grupo de moléculas. Para ello, por un lado
comparamos las estructuras de los distintos compuestos aislados de fuente natural, y por
otro, a fin de clarificar mejor esta dependencia estructural, realizamos también unas
“simplificaciones moleculares” consistentes, en un primer caso, en la ruptura oxidativa del
enlace C15-C16, y en un segundo caso, del enlace C18-C19.

La secuencia de reacciones para el caso primero se resume en ¢l esquema §,
utilizandose como producto de partida el tirsiferol 43. Este fue tratado con anhidrido
acético en piridina a temperatura ambiente durante 10 horas, para obtener el
correspondiente acetato en C-18. El paso siguiente consistio en el tratamiento con cloruro
de tionilo y piridina a -20° C, que nos condujo mayoritariamente al compuesto doblemente
deshidratado. El paso final fue la oxidacién de éste con RuCls y NalOy, utilizando como
disolvente la mezcla CCly:CH3CN:H,O en las proporciones 2:2:3, obteniéndose la cetona

66.

Br Tirsiferol

a) Ac;0lpy, t.a., 10 h; b) SOCl,/py, -20°C, 10 h; c) RuCl3/NalO4/CCls:CH3CN:H20 (2:2:3), t.a., 2h.

Esquema 8

Para la segunda fragmentacion, entre los enlaces C18-C19 (Esquema 9), partimos
del dehidrotirsiferol 51, el cual se someti6 a una reaccion de foto-oxigenacion en presencia
de cantidades cataliticas de VO(acac),, obteniendo de forma mayoritaria el aldehido 67.
Estos compuestos fueron evaluados de igual forma que los metabolitos de origen natural y

los resultados se resumen en la tabla 12.
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OH
VO(acac),/CH2Clo/hv

_

2 h, ta.

Br
Dehidrotirsiferol 67

Esquema 9

Un simple andlisis de la relacion entre las estructuras quimicas de estos compuestos

y sus actividades, nos llevan a constatar los siguientes hechos:

a) El cambio de un anillo de tetrahidrofurano por uno de tretrahidropirano entre el par
de compuestos dehidrotirsiferol 51 e isodehidrotirsiferol 56, no afecta a sus actividades

como antileucémicos.

51 56

b) Al comparar el dehidrotirsiferol 51 con el dehidrovenustatriol 62, observamos que
ambos poseen la misma actividad aunque presenten diferencia en la estereoquimica de los

centros C-18 y C-19.

c) La isomerizacion del doble enlace presente en los compuestos dehidrovenustatriol
62 y 15,16-dehidrovenustatriol 63, hace que el primer compuesto sea veinticinco veces
mas activo que el segundo. Sin embargo, una isomerizaciéon del mismo tipo pero con
diferente geometria en el doble enlace trisustituido, provoca efectos totalmente opuestos en
el par de compuestos 10-epidehidrotirsiferol 60 y 10-epi-15,16-dehidrotirsiferol 61, siendo
el primero la mitad de activo que el segundo. La hidratacion de la insaturacion entre C-15
y C-28 por un grupo hidroxilo, tal y como sucede al comparar el par de compuestos
dehidrotirsiferol 51 y tirsiferol 43, o su oxidacion a un sistema de diol en el tirsenol B 59,

no afecta para nada sus actividades, mostrandose los tres igual de potentes.
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62 A1 5-28 60 A15—28
63 A’15-16 61 A15—16

43 58  Ry= OH Ry= CH,-OH
59  R;= CHyOH R,= OH

d) El acetato de predehidrovenustatriol 64, en el que desaparece el sistema de bromo-
dihidropirano del anillo A, presenta una citotoxicidad bastante menor que el resto de los

compuestos de la serie.

64

e) La introduccién de un grupo hidroxilo en la posicion C-16, como sucede en el 16-
hidroxidehidrotirsiferol 57 lo convierte en un derivado 50 veces menos potente en

comparacion con el dehidrotirsiferol S1.

57
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f) Por ultimo, el compuesto obtenido como consecuencia de la fragmentacion
oxidativa de la cadena en el enlace entre los carbonos C-15 y C-16, la cetona 66, o en el
enlace C18-C19, el aldehido 67, son mucho menos potentes. Ademas, ambos muestran una
importante disminuciéon con respecto al grado de selectividad que presentaban sus

compuestos de partida frente a células de leucemia P-388.

Br

B. ESTUDIO CONFORMACIONAL

Este conjunto de apreciaciones, donde pequefios cambios quimicos dentro de la
estructura de la molécula condicionan tremendamente la potencia citotoxica, nos sugirio
que una gran parte de la explicacion a estos hechos podria estar relacionada con las
distintas conformaciones de los analogos, situacion que frecuentemente ha sido asociada a

fuertes cambios de actividades.

Asi, como disponiamos en todos los casos de detallados datos espectroscopicos, nos
decidimos a abordar un estudio conformacional que nos permitiera encontrar una
explicacion logica a estas grandes variaciones observadas en la actividad. Este estudio se
llevo a cabo haciendo uso de célculos de mecénica molecular a través del programa
Macromodel versién 4.0 utilizando un campo de fuerza MM2*.** Se realizé una busqueda
conformacional de 1000 estructuras con un rango de energia de 50 KJ/mol, por el método
Monte Carlo y el algoritmo de Newton-Raphson, aplicandose las restricciones observadas
en los experimentos de RMN. Para correlaciones tipo ROE y NOE intensas se impuso una
restriccion de 2-4 A. Asi, las correlaciones observadas entre los hidrogenos H-7 y H-11, H-
11 y H-14, como también la observada en algunos casos entre H-11 y Me-27, nos permiten
fijar las conformaciones de los anillos B y C en todos los metabolitos de la serie. Otras

restricciones importantes son las ofrecidas por las correlaciones observadas para los

33. D.K. Chalmers, G.R. Marshall, J. Am. Chem. Soc., 1995, 117, 5927-5937.
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hidrégenos H-16 y H-17 en algunos metabolitos, pero sin lugar a dudas, las mas
importantes son las derivadas de las correlaciones observadas para H-13, H-18 y H-28, que
fijan, en la mayoria de los casos, la disposicion espacial que adoptara la cadena carbonada
entre los carbonos C-14 y C-19.

Como resultado de este estudio, obtuvimos una serie de minimos conformacionales
en los cuales podemos apreciar que sus atomos adoptan una variada disposicion espacial,
destacando en sobremanera, los cambios de orientacién dependiendo del metabolito que
presenta la cadena flexible entre los carbonos C-14 y C-19.

Llegados a este punto, nuestro primer objetivo fue, con estos datos, el intentar
buscar una explicacion a los hechos que fueron enumerados anteriormente. Tomamos
entonces la decision de agrupar los metabolitos siguiendo como criterio principal, la
disposicion en el espacio que adopte la cadena carbonada flexible, asociandola a los
valores de ICsyp que muestre cada uno. Asi obtuvimos, los diferentes grupos que a

continuacion exponemos.

Primer grupo, formado por el tirsenol A 58 y el 15,16-dehidrovenustatriol 63, que
presenta un plegamiento de la cadena muy fuerte en la cara o de la molécula, y muestra un

ICsp=0.25 ug/ml

Tirsenol A 58 15,16-Dehidrovenustatriol 63

Segundo, otro grupo compuesto por tirsenol B 59, dehidrotirsiferol 51,
isodehidrotirsiferol 56 y dehidrovenustatriol 62, cuyos metabolitos adoptan un plegamiento
también por la cara o tremendamente parecido, y todos ellos presentan un ICso= 0.01

pug/ml.
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Tirsenol B 59

Isodehidrotirsiferol 56 Dehidrovenustatriol 62

El tercer grupo esta formado por el 16-hidroxidehidrotirsiferol 57 y el 10-epi-
15,16-dehidrotirsiferol 61, que muestra una posicion extendida de la cadena y presentan un

ICs0=0.50 pg/ml.

16-Hidroxidehidrotirsiferol 57
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10-Epi-15,16-dehidrotirsiferol 61

Un cuarto grupo formado por el 10-epidehidrotirsiferol 60, en el que el plegamiento
es en el mismo grado que en el grupo del dehidrotirsiferol, pero por la cara B de la

molécula, y que le corresponde un ICsp= 1 pg/ml.

10-Epidehidrotirsiferol 60

Por ultimo, un grupo compuesto por el acetato de predehidrovenustatriol 64 y el
aldehido 67, donde como se puede observar, el plegamiento es muy diferente del resto y

presentan ICsp= 1.2 pg/ml y 1.0 pg/ml, respectivamente.
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Acetato de predehidrovenustatriol 64 Aldehido 67

En funcion de estos resultados, llegamos a establecer que el plegamiento y la
orientacioén de la cadena carbonada entre los carbonos C-14 y C-19 es uno de los factores
que condicionan la potencia de la actividad de estos metabolitos, pudiendo llegar a explicar
de forma razonada, con los datos del analisis conformacional, cada una de las
apreciaciones que haciamos en un principio. Asi, observamos que los compuestos que
varian en un centro quiral y tienen valores de ICsy diferentes, adoptan conformaciones
espaciales también muy diferentes. Los metabolitos que no alteran su potencia relativa ya
sea al variar la quiralidad de los carbonos C-18 y C-22, o bien, al sustituir un anillo de
tetrahidropirano por uno de tetrahidrofurano, podemos comprobar que el plegamiento de
sus cadenas es idéntico. Si analizamos los cambios que produce en el plegamiento, la
isomerizacion del doble enlace entre los carbonos C-15/C-28 y C-15/C-16, hallamos una
justificacion razonable a las diferencias y efectos contrapuestos encontrados en un
principio. Cuando ésta induce a un plegamiento hacia la configuraciéon que consideramos
la mas activa, mostrada en el grupo donde se encuadra el dehidrotirsiferol 51, aumenta la
potencia, mientras que cuando se aleja de esta posicion la potencia va disminuyendo. En el
10-epi-15,16-dehidrotirsiferol 61 y en el 10-epidehidrotirsiferol 60, la presencia de un
cierre cis en los anillos B y C implica que la conformaciéon de ambos sea de bote, lo que
condiciona una posicion extendida de la cadena en el compuesto 61, mientras que en el 60,
un plegamiento en el sentido de la cara § de la molécula, es decir, en el sentido contrario a
los metabolitos que presentan mayor actividad. Para finalizar tanto el acetato de
predehidrovenustatriol 64 como el aldehido 67 dan unas conformaciones muy diferentes a
las anteriores y que permiten explicar la baja potencia, y pérdida de selectividad

respectivamente.
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Como conclusion podemos reafirmar que el plegamiento y orientacion que adopta
la cadena carbonada entre los carbonos C-14/C-19 condiciona en gran medida la potencia
de la actividad citotoxica frente a células de leucemia de raton P-388, de estos metabolitos
aislados de Laurencia viridis. Asimismo, que los metabolitos mas potentes con un valor de
[C50=0.01 pg/ml, como son el dehidrotirsiferol 51, isodehidrotirsiferol 56,
dehidrovenustatriol 62 y tirsenol B 59 presentan un plegamiento de la cadena muy similar,
pudiéndola considerar en nuestro caso como la “conformacion mas activa”. A medida que
la orientacion de la cadena se desvia, en ambos sentidos, la potencia citotoxica va
disminuyendo progresivamente hasta llegar al 10-epidehidrotirsiferol 60, el metabolito
menos activo de la serie cuyo plegamiento es en sentido contrario al de los compuestos

como el dehidrotirsiferol, que son 100 veces mas potentes.
I11.3. ACTIVIDAD INHIBITORIA ENZIMATICA IN VITRO

Las células cancerosas que se dividen aceleradamente requieren un aporte
continuado de desoxirribonucledtidos para llevar a cabo la biosintesis de DNA. Por ello
son altamente susceptibles a los agentes que inhiben la formaciéon de
desoxirribonucleotidos asi como a los que afecten a la replicacion de la informacion
genética en la biosintesis de DNA, RNA y formacién de proteinas.

Por otro lado, el genoma virico utiliza la maquinaria enzimatica celular para la
sintesis de nuevas particulas. Por lo tanto, todas aquellas sustancias que posean actividad
inhibitoria sobre enzimas que se utilizan en la replicacion del DNA, como DNA
polimerasas, tienen también un uso potencial como medicamento antiviral.

En base a todo esto, con los metabolitos de L. viridis se realizaron una serie de
ensayos encaminados a evaluar su capacidad citotoxica y antiviral midiendo la actividad
inhibidora in vitro de la sintesis de proteinas, DNA y RNA en cultivos de células P-388 de

leucemia linfocitica de ratén’* asi como con las siguientes enzimas:

- Timidilato sintetasa (TS)35
- Dihidrofolato reductasa (DHFR)*®
- DNA Topoisomerasa |

34. F. Tomita, K. Takahashi, T. Tamaoki, J. Antibiotics, 1984, 37(10), 1268-1272.
35. R.B. Dunlap, N.G.L. Harding, F.M. Huennekens, Biochemistry, 1971, 10(1), 88-97.
36. D.P. Baccanari, S. Daluge, R.W. King, Biochemistry, 1982, 21, 5068-5075.
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- DNA Topoisomerasa 1’
- DNA polimerasas

- RNA polimerasas™®

De forma simultanea, al haber firmado la empresa Pharma Mar S.A., un proyecto
de trabajo con la fundacion ONCE, también fueron evaluadas sus actividades inhibitorias
frente a:

-Acetilcolinesterasa (ACHE)

-Aldosa reductasa (AR)*

Estas son enzimas que cuyo control podria ser interesante para al tratamiento del
glaucoma y de la retinopatia diabética, respectivamente.

En estos ensayos se observo que los derivados del escualeno presentaban nula
actividad inhibitoria (Tablas 13-14), mientras que en el caso de los viridioles (Tablas 15-
16), destacod la actividad que el viridiol A 41 mostré frente a la sintesis de RNA, a

concentraciones de 3 pg/ml, con cultivos de células P-388 de leucemia linfocitica de raton.

IIL.4. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIVIRAL

Los primeros ensayos de evaluacion de la actividad antiviral de estos compuestos,
se realizaron infectando células CV-1 de rifidén de raton con virus HVS (Herpes simplex
tipo 1) y células BHK de rifion de cria de hamster con virus VSV (virus de la estomatitis
vesicular). En ellos, los Unicos metabolitos testados fueron el dehidrotirsiferol 51 y la
cetona 66, siendo la actividad descrita en ambos casos practicamente nula.

Con posterioridad, se realizaron ensayos en cé¢lulas CEM infectadas con el virus
HIV (virus que produce inmunodeficiencia humana). Los resultados de este analisis,
recogidos en las tablas 17 y 18, tampoco fueron significativos por lo que podemos

concluir que ninguno de estos metabolitos presenta una manifiesta actividad antiviral.

37. Y-H. Hsiang, R. Hertzberg, S. Hecht, L.F. Liu, J. Biol. Chem., 1985, 260(27), 14873-14878.

38. S. Spadari, G. Pedrali-Noy, F. Focher, A. Montecucco, T. Bordoni, C. Geroni, F.C. Giuliani, G.
Ventrella, F. Arcamone, G. Ciarrocchi, Anticancer Research, 1986, 6, 935-940.

39. a) Ch. Nishimura, T. Yamaoka, M. Mizutani, K. Yamashita, T. Akera, T. Tanimoto, Biochim. Biophys.
Acta, 1991, 1078, 171-178; b) H. Rink, C. Baumstark-Khan, “Manual of Oculotoxicity”. Eds. O.
Hockwin, K. Green, L.F. Rubin, Gustav Fisher Verlag, Stuttgart, Germana, 1992, pp. 389-401.
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1V. PARTE EXPERIMENTAL



IV.l. TECNICAS EXPERIMENTALES

Resonancia Magnética Nuclear

Para la realizacion de los experimentos de RMN, los productos fueron disueltos en
CDCI, o Piridina deuterada, usando TMS como referencia interna. Dichos espectros, tanto
de 'H como de '3C, fueron realizados en espectrometros BRUKER® AC 200 o AMX 400
MHz, segin las necesidades. Se utilizaron los programas COSY, COSY DQF, NOESY,
ROESY, DEPT, HMBC, HMQC y HMQC-TOCSY los cuales fueron suministrados por la
casa BRUKER®. Los datos de adquisicién obtenidos en el espectrometro BRUKER®
AMX 400 fueron procesados en un PC utilizando el programa WIN-NMR de BRUKER®

version 931115, empleando funciones de tipo exponencial y gausiana de ventana.

Mecanica Molecular

Para la realizacion de los calculos de mecanica molecular utilizando un campo de
fuerza MM2*, se emple6 el programa MACROMODEL version 4.0 en un ordenador IBM
RISC SYSTEM/6000 modelo 360. Se realiz6 una busqueda conformacional de 1000
estructuras con un rango de energia de 50 KJ/mol, por el método Monte Carlo y el

algoritmo de Newton-Raphson.

Infrarrojo
Los espectros de IR fueron realizados usando el producto en disolucion de
cloroformo seco, en células de NaCl de 0.1 mm. Se utilizd un espectrofotdometro

BRUKER®, modelo IFS 55 (E.T.LR.).

Masas

Los espectros de masas de baja y alta resolucion fueron realizados en un
espectrometro VG MICROMASS® modelo ZAB-2F.

F.A.B. (Bombardeo con Atomos Acelerados): Se utiliz6 un espectrometro de masas
KRATOS®, modelo MS 80 RFA. 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 us6 el Xendén. Como matriz se usd m-

nitrobenzol que se salinizé con Nal.
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Rotacion optica
La determinacion de las actividades oOpticas se realizaron en un polarimetro
PEKIN-ELMER®, modelo 241, a 25° C, usando la linea D del sodio y en disolucién de

cloroformo seco con células de 1 dm.

Puntos de fusion
Los puntos de fusion fueron determinados en un aparato BUCHI®, modelo 535, y

estan sin corregir.

Cromatografia en columnas

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 realizé por dos procedimientos:

a) Aplicando vacio por el estremo inferior de la columna, se vierte la gel en su
interior al tiempo que se somete a vibracion. Luego se afiade la mezcla de elucion hasta
que humedezca totalmente el lecho. Cuando se ha eliminado todo el aire de la 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 utilizado para formar el lecho. La relacion de peso del
producto/ peso de gel de silice, fue siempre como minimo, de 1/100.

b) Se forma una papilla con la 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 continuacion se aplica presion con bomba de émbolo, de la casa FLUID METERING®,
modelo RP-SY. En este procedimiento, la relacion peso de mezcla de productos/ peso de
gel de silice, fue siempre, como minimo de 1/200.

En los ultimos estadios del aislamiento la cromatografia se realizé en columnas
pre-empaquetadas LOBAR® GROBE B (310-25)- LICHROPREP RP 18 (40-63um) de la

casa MERCK®, y bombas de media presion.

Cromatografia HPLC
En este tipo de cromatografia se utilizd un sistema de HPLC compuesto por una
bomba HPLC LKB®, modelo 2248, columnas p-Bondapak C-18 (D.I. 1.9 cm; longitud 15

cm) para la cromatografia en fase reversa, p-Porasil (D.I. 1.9 cm; longitud 15 cm) y
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Spherisorb (D.I. 0.65 cm; longitud 30 cm) y un detector de fotodiodo 2MD RAPID
SPECTRAL, LKB®.

Cromatografia de gel-filtracion
Para este tipo de cromatografia se us6 la Sephadex LH-20, de PHARMACIA FINE
CHEMICALS®, y las columnas se montaron siguiendo las instrucciones del fabricante. La

mezcla de eluyente utilizada fue n-Hexano:Cloroformo:Metanol (2:1:1).

IV.2. RECOLECCION Y EXTRACCION DEL ALGA LAURENCIA VIRIDIS

El alga fue recolectada en Callao Salvaje (Adeje), al Sur de la isla de Tenerife,
entre los meses de Abril y Mayo, época en la que alcanza su maximo crecimiento y tras la
cual desaparece. La recoleccion se realizé a mano durante la bajamar, se dejo secar al aire
y después de triturada peso 4.0 Kg.

La extraccion se realizd mediante Soxhlet con CH,Cl, durante 24 horas y
seguidamente fue macerada con CHCl;:MeOH (1:1) a temperatura ambiente hasta
agotamiento. La reunion de los extractos fue evaporada al vacio obteniéndose un extracto

de aspecto aceitoso y color marron verdoso (52.0 g, 1.3 % peso seco).

IV.3. MARCHA CROMATOGRAFICA DEL EXTRACTO

El extracto fue cromatografiado en tres porciones en una columna de gel de silice
usando como eluyente mezclas de n-Hexano y AcOEt de polaridad creciente. Se
recogieron fracciones de 250 ml, correspondiendo los metabolitos recogidos en esta
memoria, a la reunion de fracciones seleccionadas de una polaridad 3:2.

Después de la evaporacion del disolvente, este residuo fue sucesivamente
cromatografiado con una columna de Sephadex LH-20 (D.I. 7 cm, longitud 60 cm) usando
como eluyente la mezcla n-Hexano:CHCl;:MeOH (2:1:1) y las fracciones seleccionadas se
sometieron a una segunda cromatografia de media presion recogiendo fracciones de 25 ml
segin el siguiente esquema de elucion: n-Hexano: AcOEt (7:3), fracciones 1-70; n-
Hexano: AcOEt (1:1), fracciones 71-100; AcOEt, fracciones 101-150. Aquellas que
mostraron un comportamiento similar en cromatografia de capa fina fueron reunidas dando
como resultado seis fracciones, segiin se esquematiza a continuacion (Esquema 10). Cada

una de éstas fueron inicialmente recromatografiadas empleando el mismo sistema de
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columnas. En primer lugar con una columna pre-empaquetada de fase reversa Lobar®
LiChropred RP-8 (D.I. 2.5 cm, longitud 31 cm) en MeOH:H,O (9:1) y en segundo lugar, a
través de un HPLC en fase reversa utilizando una columna semipreparativa pi-Bondapak C-

18 (D.I. 1.9 cm, longitud 15 cm) con una mezcla de Acetonitrilo:H,O (9:1) como eluyente.

Estudio de las fracciones de 40-51 (816 mg)

Como resultado de las cromatografias anteriores se obtuvo acetato de
predehidrovenustatriol 64 puro (3.3 mg), viridiol B 42 impuro y una mezcla de cuatro
compuestos.

Para la purificacion del viridiol B 42, se emple6 una columna pre-empaquetada pi-
Porasil (D.I. 1.9 cm, longitud 15 cm) eluyendo con n-Hexano:AcOEt (3:2). Como
resultado se aislaron 2.2 mg de sustancia pura.

En el caso de la mezcla de compuestos, la separacion se llevo a cabo a través de
HPLC empleando la misma columna cromatografica que en el caso anterior pero usando n-
Hexano:AcOEt (7:3) como eluyente. Se obtuvieron los siguientes metabolitos puros:
dehidrovenustatriol 62 (6.5 mg), 15,16-dehidrovenustatriol 63 (26.2 mg) y el tirsenol B 59
(2.3 mg), junto con el diterpeno viridiol A 41 (6.5 mg).

Estudio de las fracciones 52-82 (750.7 mg)
De estas fracciones se obtuvo dehidrotirsiferol 51 puro (219.8 mg), que es el

metabolito mayoritario aislado en este estudio de L. viridis.

Estudio de las fracciones 83-107 (344 mg)

Este estudio rindi6é 16-hidroxidehidrotirsiferol 57 puro (2.3 mg) y los compuestos
impuros isodehidrotirsiferol 56 y 10-epidehidrotirsiferol 60, los cuales fueron
recromatografiados usando HPLC, con una columna de p-Porasil y n-Hexano:AcOEt (3:2)

como eluyente, obteniéndose 2.3 mg y 23.2 mg, respectivamente.

Estudio de las fracciones 108-130 (1.235 g)
Esta reunion de fracciones contenia la mezcla de los productos 10-epi-15,16-
dehidrotirsiferol 61 y tirsenol A 58, la cual después de ser sometida a purificacion final

también por HPLC utilizando una columna pre-empaquetada Spherisorb Silica 5 p (D.I.
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0.65 cm, longitud 30 cm) eluyendo con n-Hexano:AcOEt (1:1), dio como resultado el

aislamiento de los compuestos 61 (2.2 mg) y 58 (6.2 mg) en estado puro.

Extracto
Laurencia viridis

n-Hexano:AcOEt
SiOy

Fraccion 1 Fraccion 2 Fraccion 3 Fraccion 4I Fraccion 5
- Hidrocarburos -Colesterol -Clorofilas

-Sesq. aromaticos -Ac. grasos
-Cmptos. acetilénicos -Viridianol

-Colorantes
a) Sephadex LH-20
CHCI3:MeOH:n-Hexano(1:1:2)

b) n-Hexano:AcOEt
SiOz

Fr.1-39 | 40-51 | [ 52-82 | [83-107| [108-130] 130-150

a) Lobar Lichroprep Si 60
MeOH:H,0 (9:1)

b) HPLC u-Bondapak C-18
CH3CN:H20 (9:1)

c) Purificacion Final

y

Dehidrotirsiferol (219.8 mg)

Acetato de

predehidrovenustatriol (3.3 mg) Y

Dehidrovenustatriol (6.6 mg) 16-Hidroxidehidrotirsiferol (2.3 mg)
15,16-Dehidrovenustatriol (26.2 mg) Isodehidrotirsiferol (2.3 mg)

Tirsenol B (2.3 mg) 10-Epidehidrotirsiferol (23.2 mg)
Viridiol A (6.5 mg) v
Viridiol B (2.2 mg)

Tirsenol A (6.2 mg)
10-Epi-15,16-dehidrotirsiferol (2.2 mg)

Esquema 10
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DATOS FISICOS DEL VIRIDIOL A 41

Aceite

[0]25,= +0.2° (¢ 0.64, CHC)

IR v, (CHCL):

RMN 'H (CDCL,) 5:

RMN 13C (CDCl,) &:

MS: m/z:

3691, 3608, 3021, 2928, 2869, 1711, 1602, 1463 y 1377 cm’!

0.84 (d, J= 6.4 Hz, 3H); 0.86 (d, J= 6.4 Hz, 3H); 0.86 (s, 3H);
0.87 (s, 3H); 1.04 (m, 1H); 1.10 (m, 1H); 1.13 (m, 2H); 1.16 (m,
1H); 1.21 (m, 1H); 1.27 (m, 2H); 1.28 (m, 2H); 1.31 (m, 2H);
1.36 (m, 1H); 1.42 (m, 1H); 1.46 (m, 2H); 1.53 (m, 1H); 1.97 (m,
1H); 2.04 (m, 1H); 3.54 (dd, J=11.2 y 7.2 Hz, 1H); 3.71 (dd, J=
11.2y 3.3 Hz, 1H); 4.20 (dd, J= 7.2 y 3.3 Hz, 1H); 4.97 (bs, 1H);
5.12 (bs, 1H).

19.68 (q); 19.74 (q); 22.61 (q); 22.71 (q); 24.46 (t); 24.78 (t);
25.50 (t); 27.97 (d); 32.70 (d); 32.79 (d); 32.99 (t); 36.81 (1);
36.83 (s); 37.28 (t); 37.45 (t); 39.37 (t); 65.63 (t); 74.98 (d);
110.54 (t); 148.71 (s).

312,294, 281, 263, 249, 236, 222, 199, 179, 137, 123, 109.

HRMS: CyHy;0,  obs. 312.3071, calc. 312.3028 [M*2]
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DATOS FISICOS DEL VIRIDIOL B 42

Aceite

[0]25,= +3.2° (¢ 0.22, CHCL,)

IR v, (CHCL):

RMN 'H (CDCL,) 5:

RMN 13C (CDCl,) &:

MS: m/z:

3693, 3604, 3020, 2929, 2869, 1725, 1602, 1463 y 1379 cm’!

0.84 (d, J= 6.3 Hz, 3H); 0.86 (d, J= 6.1 Hz, 3H); 0.86 (s, 3H);
0.87 (s, 3H); 1.03 (m, 1H); 1.08 (m, 1H); 1.13 (m, 2H); 1.20 (m,
2H); 1.24 (s, 3H); 1.27 (m, 2H); 1.29 (m, 2H); 1.30 (m, 2H);
1.31 (m, 2H); 1.35 (m, 1H); 1.42 (m, 1H); 1.48 (m, 1H); 1.51 (m,
1H); 1.52 (m, 1H); 1.67 (ddd, J= 14.6, 6.4 y 4.3 Hz, 1H); 1.79
(ddd, J=14.6, 7.5 y 4.6 Hz, 1H); 3.86 (ddd, J=11.5, 6.4 y 4.6
Hz, 1H); 3.90 (ddd, J=11.5, 7.5 y 4.3 Hz, 1H).

19.68 (q); 19.74 (q); 21.44 (t); 22.62 (q); 22.71 (q); 24.47 (v);
24.79 (t); 26.83 (q); 27.97 (d); 32.76 (d); 32.79 (d); 37.28 (1);
37.38 (s); 37.42 (t); 37.54 (1); 39.37 (t); 41.58 (t); 43.12 (t);
59.97 (t); 74.03 (s).

314, 308, 299, 281, 269, 250, 236, 210, 196, 185, 123

HRMS: M+ no observado

C19H3902’

obs. 299.2966, calc. 299.2950 [M*2-CH,]
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DATOS FISICOS DEL DEHIDROTIRSIFEROL 51
Agujas blancas

p.f=103°C

[a]*p=-203° (¢ 0.64, CHCI;)

IR v, (CHCI,): 3450, 3100, 1640, 1450, 1370 y 1320 cm’!

RMN 'H (CDCl,) &: 1.12 (s, 3H); 1.14 (s, 3H); 1.20 (s, 3H); 1.21 (s, 3H); 1.23 (s,
3H); 1.27 (s, 3H); 1.39 (s, 3H); 1.44 (m, 1H); 1.45 (m, 1H); 1.49
(m, 1H); 1.52 (m, 1H); 1.60 (m, 2H); 1.63 (m, 1H); 1.76 (m,
1H); 1.77 (m, 1H); 1.80 (m, 1H); 1.81 (m, 1H); 1.84 (m, 1H);
1.86 (m, 1H); 2.11 (m, 1H); 2.12 (m, 2H); 2.13 (m, 1H); 2.26 (m,
1H), 2.43 (m, 1H); 3.08 (dd, J=11.0 y 2.5 Hz, 1H); 3.43 (dd, J=
11.3'y 5.7 Hz, 1H); 3.52 (dd, J= 10.4 y 1.7 Hz, 1H); 3.76 (dd, J=
9.9y 6.0, Hz, 1H); 3.89 (dd, J= 12.6 y 4.1 Hz, 1H), 4.28 (dd, J=
8.1y 4.0 Hz, 1H); 4.88 (bs, 1H), 5.05 (bs, 1H)

RMN B3C (CDCly) 8:  19.43 (q); 20.05 (q); 21.78 (t); 22.92 (t); 23.62 (q); 23.72 (q);
23.95 (q); 26.25 (t); 26.57 (t); 27.66 (q); 28.22 (t); 29.92 (t);
30.27 (t); 30.99 (q); 31.65 (t); 37.05 (t); 38.67 (t); 58.99 (d);
70.46 (s); 72.45 (d); 72.86 (s); 74.36 (s); 74.92 (s); 76.18 (d);
78.92 (d); 86.04 (s); 86.65 (d); 87.57 (d); 109.81 (t); 151.31 (s)

MS: m/z: 529, 527, 506, 445, 443, 401, 363, 319, 207, 205, 143

HRMS: M+ no observado
C30H;500, obs. 506.36060, calc. 506.36074 [M+-HBr]
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DATOS FISICOS DEL ISODEHIDROTIRSIFEROL 56
Aceite
[a]®p=+ 6.5° (c 0.23, CHCl;)

IR v, (CHCL,): 3490, 2956, 2857, 1725, 1462 y 1381 cm!

RMN 'H (CDCl,) é: 1.15 (s, 3H); 1.17 (s, 3H); 1.20 (s, 3H); 1.20 (s, 3H); 1.22 (s,
3H); 1.27 (s, 3H); 1.40 (s, 3H); 1.49 (m, 1H); 1.50 (m, 1H); 1.51
(m, 1H); 1.55 (m, 2H); 1.60 (m, 1H); 1.78 (m, 1H); 1.80 (m,
1H); 1.81 (m, 1H); 1.82 (m, 1H); 1.85 (m, 1H); 1.88 (m, 2H);
2.06 (m, 1H); 2.09 (m, 2H); 2.12 (m, 1H); 2.13 (m, 1H); 2.25 (m,
1H), 2.42 (m, 1H); 3.08 (dd, J=11.2 y 2.6 Hz, 1H); 3.13 (dd, J=
10.6 y 1.7 Hz, 1H); 3.15 (dd, J=10.7 y 1.7 Hz, 1H); 3.43 (dd, J=
11.5y 5.9, Hz, 1H); 3.90 (dd, J=12.3 y 4.2 Hz, 1H), 4.30 (dd, J=
7.0y 4.3 Hz, 1H); 4.88 (s, 1H), 5.04 (s, 1H)

RMN B3C (CDCly) 6:  19.83 (q); 20.48 (q); 20.64 (q); 22.23 (t); 23.34 (b); 24.01 (q);
24.41 (q); 24.99 (t); 26.72 (t); 26.77 (q); 27.28 (t); 28.66 (t);
29.96 (t); 31.42 (q); 37.50 (t); 39.10 (t); 40.22 (t); 59.47 (d);
70.15 (s); 72.13 (s8); 72.66 (d); 73.31 (s); 74.79 (s); 75.35 (s);
79.37 (d); 84.10 (d); 84.42 (d); 87.08 (d); 110.40 (t); 151.68 (s)

MS: m/z: 572, 570, 506, 473, 445, 443, 403, 363, 332, 265, 205, 143

HRMS: M+ no observado

C,oH,704" 'Br, obs. 572.25524, calc. 572.25355 [M-CHs;]

CaoH4,04  Br, obs. 570.25401, cale. 570.25560 [M"-CHj;]

C30Hs00s, obs. 506.36127, calc. 506.36074 [M"-HBr]
CoHy50s, obs. 473.32621, calc. 473.32670 [M"-HBr-CH;-H,0]
CaH;360," ' Br, obs. 445.17358, calc. 445.17765 [M"-CgH;50,]
Cy,H3s04 Br, obs. 443.17453, calc. 443.17970 [M*-CgH,50,]
Cy,H;504, obs. 363.25452, calc. 363.25353
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DATOS FISICOS DEL 16-HIDROXIDEHIDROTIRSIFEROL 57
Solido amorfo de color blanquecino

[0]”p = - 2.2° (¢ 0.23, CHCL;)

IR v, (CHCL): 3789, 3694, 3514, 3020, 2929, 2856, 1726, 1602, 1461, 1381 y
1221 cm™

RMN 'H (CDCl,) &: 1.13 (s, 3H); 1.14 (s, 3H), 1.21 (s, 3H); 1.22 (s, 3H); 1.28 (s,
3H); 1.30 (s, 3H); 1.41 (s, 3H); 1.47 (m, 1H); 1.55 (m, 1H); 1.57
(m, 1H); 1.61 (m, 1H); 1.69 (m, 1H); 1.75 (m, 1H); 1.77 (m,
1H); 1.81 (m, 1H); 1.84 (m, 2H); 1.85 (m, 1H); 1.87 (m, 1H);
1.88 (m, 1H); 2.10 (m, 1H); 2.12 (m, 2H); 2.22 (m, 1H); 2.25 (m,
1H); 3.09 (dd, J=11.6, 2.7 Hz, 1H); 3.58 (dd, J=11.1, 6.4 Hz,
1H); 3.77 (dd, J=10.1, 6.2 Hz, 1H); 3.82 (dd, J= 10.1, 1.5 Hz,
1H); 3.90 (dd, J=12.3, 4.2 Hz, 1H); 4.50 (dd, J= 10.6, 3.4 Hz,
1H); 4.86 (dd, J= 7.6, 4.1 Hz, 1H); 5.25 (s, 1H); 5.30 (s, 1H)

RMN B3C (CDCly) 8:  20.05 (q); 20.43 (q); 21.61 (t); 22.93 (q); 23.25 (b); 23.65 (q);
24.00 (q); 25.98 (t); 26.48 (t); 27.67 (q); 28.21 (t); 31.00 (q);
32.12 (t); 34.96 (t); 37.08 (t); 38.62 (t); 58.94 (d); 70.46 (s);
72.09 (d); 72.83 (d); 73.39 (s); 74.35 (s); 75.00 (s); 77.21 (d);
82.96 (d); 85.54 (s); 86.66 (d); 87.52 (d); 114.72 (t); 149.29 (s)

FAB (NBA-+Nal)

MS: m/z: 627, 625, 609, 593, 577, 561, 545, 357, 301

HRMS: C;Hs;0," Br, obs. 604.27987, calc. 604.27976 [M']
C30Hs,0,”Br, obs. 602.28189, calc. 602.28181 [M']
C3oHs005, obs. 522.35563, calc. 522.35565 [M'-HBr]
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DATOS FISICOS DEL TIRSENOL A 58

Solido amorfo de color blanquecino

[0]25,= + 12.9° (¢ 0.69, CHCl,)

IR v, (CHCL):

RMN 'H (CDCL,) 5:

RMN 13C (CDCl,) §:

FAB (NBA+Nal)

MS: m/z:

625/623
585/583
543/541

3855, 3688, 3442, 3020, 2956, 2928, 2857, 1718, 1671, 1603,
1460 y 1376 cm!

1.07 (s, 3H); 1.12 (s, 3H); 1.21 (s, 6H); 1.23 (s, 3H); 1.27 (s,
3H); 1.40 (s, 3H); 1.48 (m, 1H); 1.50 (m, 1H); 1.59 (m, 1H);
1.66 (m, 1H); 1.71 (m, 1H); 1.81 (m, 2H); 1.82 (ddd, J=14.8, 6.0
y 5.5 Hz, 1H); 1.83 (m, 1H); 1.84 (m, 1H); 1.85 (m, 1H); 1.87
(m, 1H); 1.93 (m, 1H); 1.95 (m, 1H); 1.98 (m, 1H); 2.12 (m,
1H); 2.13 (ddd, J=14.8, 10.6 y 2.0 Hz, 1H); 2.24 (m, 1H); 3.08
(dd, J=11.2y 2.3 Hz, 1H); 3.31 (dd, J=10.6 y 6.0 Hz, 1H); 3.49
(d, J=11.1 Hz, 1H); 3.63 (d, J=11.1 Hz, 1H); 3.77 (dd, J=95 y
6.0 Hz, 1H); 3.89 (dd, J= 12.4 y 4.0 Hz, 1H); 3.92 (dd, J=7.0 y
7.0 Hz, 1H); 5.02 (dd, J=5.5y 2.0 Hz, 1H)

15.50 (q); 20.42 (q); 23.25 (t); 24.12 (q); 24.50 (q); 24.63 (t);
24.95 (q); 26.58 (t); 26.85 (t); 28.10 (q); 28.59 (t); 31.39 (q);
32.04 (t); 34.93 (t); 36.86 (t); 37.50 (t); 59.35 (d); 66.97 (t);
70.84 (s); 74.02 (s); 74.70 (s); 75.38 (s); 77.31 (d); 84.20 (s);
85.52 (s); 86.59 (d); 86.70 (d); 87.56 (d); 94.03 (d); 152.11 (s)

[M'+Na-H,0], 603/601 [MH'-H,0],
[MH +Na-C;H,0], 571/569 [M'-CH,OH-H,0],
[M'-H,0-C;H,0]
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DATOS FISICOS DEL TIRSENOL B 59

Solido amorfo de color blanquecino

[0]25,= - 1.1° (¢ 0.26, CHCL,)

IR v, (CHCL):

RMN 'H (CDCL,) &:

RMN 13C (CDCl,) §:

FAB (NBA+Nal)

MS: m/z:

625/623
585/583
543/541

3855, 3689, 3568, 3442, 3021, 2957, 2928, 2856, 1717, 1671,
1602, 1459 y 1377 cm’!

1.08 (s, 3H); 1.12 (s, 3H); 1.22 (s, 3H); 1.24 (s, 3H); 1.28 (s,
3H); 1.30 (s, 3H); 1.41 (s, 3H); 1.47 (m, 1H); 1.50 (m, 1H); 1.57
(m, 1H); 1.68 (m, 1H); 1.80 (m, 1H); 1.83 (m, 1H); 1.84 (m,
3H); 1.85 (ddd, J= 14.8, 5.9 y 5.4 Hz, 1H); 1.88 (m, 1H); 1.89
(m, 1H); 1.94 (m, 1H); 2.01 (m, 1H); 2.09 (ddd, J=14.8, 10.6 y
2.0 Hz, 1H); 2.11 (m, 1H); 2.12 (m, 1H); 2.24 (m, 1H); 3.09 (dd,
J=11.3y 2.3 Hz, 1H); 3.29 (dd, J=10.6 y 5.9 Hz, 1H); 3.56 (bs,
2H); 3.79 (dd, J=10.3 y 4.9 Hz, 1H); 3.90 (dd, J=12.3 y 4.4 Hz,
1H); 4.03 (dd, J= 7.0 y 7.0 Hz, 1H); 4.85 (dd, J= 5.4y 2.0 Hz,
1H)

15.29 (q); 19.99 (q); 22.84 (t); 23.65 (q); 24.17 (t); 24.22 (q);
25.15 (q); 25.88 (t); 27.10 (t); 27.75 (q); 28.21 (t); 31.01 (q);
31.75 (t); 34.61 (t); 36.45 (t); 37.15 (t); 58.94 (d); 67.92 (t);
70.29 (s); 73.66 (s); 74.33 (s); 74.98 (s); 77.20 (d); 84.94 (s);
85.67 (d); 85.83 (s); 86.36 (d); 87.83 (d); 91.60 (d); 152.44 (s)

[M'+Na-H,0], 603/601 [MH'-H,0],
[MH +Na-C;H,0], 571/569 [M'-CH,OH-H,0],
[M'-H,0-C;H,0]
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DATOS FISICOS DEL 10-EPIDEHIDROTIRSIFEROL 60

Aceite

[0]25,= + 20.7° (¢ 0.76, CHCL,)

IR v, (CHCL):

RMN 'H (CDCL,) 5:

RMN 13C (CDCl,) &:

MS: m/z:

FAB MS:m/z:

HRMS: C,;H,05"'Br,
C27H44O579Br,
C30Hs006,
C,,H3,0,"'Br,
C22H37O479B’1',
C2H3504,

3438, 2978, 1644, 1455 y 1374 cm’!

1.13 (s, 3H); 1.15 (s, 3H); 1.17 (s, 3H); 1.22 (s, 3H); 1.22 (s,
3H); 1.29 (s, 3H); 1.41 (s, 3H); 1.50 (m, 1H); 1.57 (m, 1H); 1.60
(m, 1H); 1.61 (m, 1H); 1.64 (m, 1H); 1.66 (m, 1H); 1.67 (m,
1H); 1.70 (m, 1H); 1.84 (m, 1H); 1.85 (m, 1H), 1.88 (m, 1H);
1.90 (m, 1H); 1.92 (m, 1H); 1.94 (m, 1H); 2.05 (m, 1H); 2.08 (m,
1H); 2.06 (m, 1H); 2.11 (m, 1H); 2.25 (m, 1H); 2.39 (m, 1H);
3.53 (d, J= 10.3 Hz, 1H); 3.69 (dd, J= 6.8 y 6.8 Hz, 1H); 3.76
(dd, J=9.7 y 6.0 Hz, 1H); 3.84 (dd, J= 7.0 y 7.0 Hz, 1H); 3.90
(dd, J=12.3 y 3.6 Hz, 1H), 4.27 (dd, J= 7.4 y 7.4 Hz, 1H); 4.83
(s, IH); 5.13 (s, 1H)

20.74 (q); 23.56 (q); 23.70 (q); 23.76 (q); 26.43 (t); 26.56 (t);
27.07 (t); 27.69 (q); 28.13 (t); 28.94 (t); 30.34 (t); 30.93 (q);
31.22 (q); 31.63 (t); 31.91 (t); 33.80 (t); 35.83 (t); 59.04 (d);
70.46 (s); 74.78 (s); 74.89 (s); 76.27 (d); 82.21 (d); 84.64 (s);
84.78 (d); 86.08 (s); 87.60 (d); 88.25 (d); 109.17 (t); 149.63 (s)

529, 527, 506, 445, 363, 291, 209, 143

587/589 [MH*]
obs. 529.23585, calc. 529.23516 [M"-C;H0]
obs. 527.23762, calc. 527.23721 [M'-C,H;0]
obs 506.36318, calc.506.36074 [M'-HBr]
obs. 446.18054, calc. 446.18547 [M'-CsH,,0,]
obs. 444.18748, calc. 444.18752 [M"-CsH,405]
obs. 363.25223, calc. 363.25353
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DATOS FISICOS DEL 10-EPI-15,16-DEHIDROTIRSIFEROL 61
Aceite
[a]*p=+ 8.0° (¢ 0.20, CHCl5)

IR v, (CHCL,): 3789, 3694, 3572, 3022, 2928, 2857, 1726, 1666 y 1602 cm-!

RMN 'H (CDCl,) é: 1.13 (s, 3H); 1.16 (s, 3H); 1.17 (s, 3H); 1.22 (s, 3H); 1.22 (s,
3H); 1.28 (s, 3H); 1.41 (s, 3H); 1.56 (m, 1H); 1.60 (m, 1H); 1.61
(m, 1H); 1.63 (s, 3H); 1.64 (m, 1H); 1.66 (m, 1H); 1.71 (m, 1H);
1.85 (m, 1H); 1.86 (m, 1H); 1.87 (m, 1H); 1.89 (m, 1H); 1.91 (i,
1H); 1.92 (m, 1H); 1.95 (m, 1H); 2.11 (m, 1H); 2.12 (m, 1H);
2.14 (m, 1H); 2.23 (m, 1H); 2.24 (m, 1H); 3.58 (dd, J=9.7, 2.8
Hz, 1H); 3.68 (dd, J= 7.1, 7.1 Hz, 1H); 3.76 (dd, J=10.0, 6.0 Hz,
1H); 3.82 (dd, J= 6.7, 6.7 Hz, 1H); 3.89 (dd, J= 12.2, 4.0 Hz,
1H); 4.23 (dd, J="7.6, 7.6 Hz, 1H); 5.60 (dd, J= 6.7, 6.7 Hz, 1H)

RMN 3C (CDCLy) &:  11.88 (q); 20.77 (q); 23.45 (q); 23.71 (q); 23.99 (q); 26.43 (t);
26.54 (t); 27.39 (t); 27.71 (q); 27.71 (q); 28.14 (t); 30.18 (1);
30.39 (t); 30.95 (q); 32.02 (t); 34.00 (t); 35.77 (t); 59.06 (d);
70.45 (s); 74.80 (s); 74.82 (s); 76.68 (d); 84.51 (d); 84.69 (d);
84.70 (s); 85.79 (s); 87.55 (d); 88.23 (d); 122.94 (d); 137.31 (s)

FAB MS: m/z: 611, 609, 593, 591, 545

HRMS: M" no observado
C;0Hs500¢,  0bs. 506.36410, calc. 506.36074 [M+-HBr]
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DATOS FISICOS DEL DEHIDROVENUSTATRIOL 62

Solido amorfo de color blanquecino

[a]®p=+4.6° (c 0.26, CHCl;)

IR v, (CHCL):

RMN 'H (CDCL,) 5:

RMN !3C (CDCl,) &:

FAB (NBA+Nal)
MS: m/z:

HRMS: CsHs, 06" Br,
C;0Hs 106793r,
C30H5006,

3689, 3649, 3020, 2928, 2854, 2359, 2341, 1734, 1601 y
1466 cm-!

1.13 (s, 3H); 1.16 (s, 3H); 1.20 (s, 3H); 1.23 (s, 3H); 1.26 (s,
3H); 1.27 (s, 3H); 1.40 (s, 3H); 1.45 (m, 1H); 1.48 (m, 1H); 1.51
(m, 1H); 1.60 (m, 1H); 1.63 (m, 1H); 1.66 (m, 1H); 1.73 (m,
2H); 1.75 (m, 1H); 1.80 (m, 1H); 1.82 (m, 1H); 1.83 (m, 1H);
1.92 (m, 2H); 2.06 (m, 1H); 2.11 (m, 1H); 2.17 (m, 1H); 2.20 (m,
1H); 2.25 (m, 1H); 2.43 (m, 1H); 3.08 (dd, J= 114 y 2.6 Hz,
1H); 3.45 (dd, J=11.3 y 5.6 Hz, 1H); 3.59 (dd, J=10.5 y 1.9 Hz,
1H); 3.83 (dd, J= 7.3 y 7.3 Hz, 1H); 3.90 (dd, J=12.3 y 4.2 Hz,
1H); 4.30 (dd, J=8.0 y 4.0 Hz, 1H); 4.89 (s, 1H); 5.04 (s, 1H)

20.02 (q); 20.49 (q); 22.14 (t); 23.35 (t); 24.06 (q); 24.06 (q);
25.73 (q); 26.51 (t); 27.26 (t); 27.97 (q); 28.65 (t); 29.71 (b);
31.20 (t); 31.41 (q); 31.87 (t); 37.47 (t); 39.04 (t); 59.45 (d);
72.37 (s); 72.91 (d); 73.36 (s); 74.79 (s); 75.36 (s); 76.90 (d);
79.03 (d); 84.93 (d); 86.69 (s); 87.07 (d); 110.64 (t); 151.47 (s)

611, 609, 529, 329, 279, 207, 176, 143
obs. 588.28693, calc. 588.28485 M']

obs. 586.28496, calc. 586.28690 M']
obs. 506.36071, calc. 506.36074 [M'-HBr]
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DATOS FISICOS DEL 15,16-DEHIDROVENUSTATRIOL 63

Solido amorfo de color blanquecino

[0]25,= - 5.4° (¢ 0.26, CHCL,)

IR v, (CHCL):

RMN 'H (CDCL,) 5:

RMN 13C (CDCl5) §:

MS: m/z:

3571, 2981, 2866, 1732, 1602, 1460, 1378 y 1321 cm'!

1.14 (s, 3H); 1.18 (s, 3H);1.21 (s, 3H); 1.22 (s, 3H); 1.23 (s, 3H);
1.27 (s, 3H); 1.41 (s, 3H); 1.44 (m, 1H); 1.54 (m, 1H); 1.56 (m,
2H); 1.60 (m, 1H); 1.73 (s, 3H); 1.76 (m, 1H); 1.79 (m, 1H);
1.81 (m, 1H); 1.85 (m, 2H); 1.95 (m, 1H); 2.05 (m, 1H); 2.08 (m,
1H); 2.11 (m, 1H); 2.12 (m, 1H); 2.18 (m, 1H); 2.24 (m, 1H);
2.27 (m, 1H); 3.09 (dd, J=11.4 y 2.2 Hz, 1H); 3.40 (dd, J=99y
2.2 Hz, 1H); 3.66 (dd, J=11.0 y 7.4 Hz, 1H); 3.76 (dd, J= 8.7 y
6.9 Hz, 1H); 3.89 (dd, J=12.2 y 4.1 Hz, 1H); 4.77 (dd, J= 123y
2.7Hz, 1H); 5.42 (dd, J="7.7 y 7.6 Hz, 1H)

18.73 (q); 20.06 (q); 21.26 (q); 21.53 (t); 22.28 (q); 22.68 (t);
22.98 (q); 23.64 (q); 24.17 (t); 26.49 (t); 27.63 (q); 28.24 (t);
30.13 (t); 31.02 (q); 34.32 (t); 37.05 (t); 38.64 (t); 59.01 (d);
67.35 (d); 70.56 (s); 72.22 (s); 74.38 (s); 74.96 (s); 76.35 (d);
76.44 (d); 85.31 (s); 86.52 (d); 86.89 (d); 126.23 (d); 137.83 (s)

570, 506, 473, 445, 443, 403, 399, 363, 334, 291, 209, 207, 143

HRMS: M no observado

C30H4905" Br,
C30Hs006,

C22H360481Br,
C22H360479Br,
C20H3,0,"Br,

obs. 570.27450, calc. 570.27429 [M"-H,0]
obs. 506.35715, calc.506.36074 [M'-HBr]
obs. 445.17512, calc. 445.17765 [M"-CgH,50,]
obs. 443.17607, calc. 443.17970 [M"-CgH,50,]
obs. 399.15331, calc. 399.15348 [M"-C;H;50;]
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DATOS FISICOS DEL ACETATO DE PREDEHIDROVENUSTATRIOL 64

Solido amorfo de color blanquecino

[0]”p = + 20.6° (¢ 0.33, CHCl;)

IR v, (CHCL):

RMN 'H (CDCL,) 5:

RMN !3C (CDCl,) &:

FAB (NBA+Nal)
MS: m/z:

3691, 3580, 3456, 2978, 2931, 2872, 2359, 1727, 1456 y
1249 cm™

1.09 (s, 3H); 1.15 (s, 3H); 1.19 (s, 3H); 1.24 (s, 3H); 1.25 (s,
3H); 1.35 (m, 1H); 1.47 (m, 1H); 1.51 (m, 1H); 1.53 (m, 1H);
1.54 (m, 1H); 1.58 (m, 1H); 1.61 (s, 3H); 1.63 (m, 1H); 1.67 (m,
1H); 1.67 (s, 3H); 1.71 (m, 1H); 1.80 (m, 1H); 1.87 (m, 1H);
1.89 (m, 1H); 1.91 (m, 1H); 1.93 (m, 1H); 1.98 (m, 1H); 2.07 (s,
3H); 2.11 (m, 1H); 2.16 (m, 1H); 2.32 (m, 1H); 3.45 (dd, J=
11.6, 2.0 Hz, 1H); 3.81 (dd, J="7.0, 6.9 Hz, 1H); 3.97 (dd, J=9.0,
5.9 Hz, 1H); 4.15 (dd, J= 9.1, 5.5 Hz, 1H); 4.73 (bs, 2H); 4.95
(dd, J=10.0, 2.3 Hz, 1H); 5.10 (dd, J="7.1, 7.0 Hz, 1H)

17.65 (q); 21.19 (q); 22.07 (t); 22.17 (q); 23.22 (q); 24.31 (q);
24.92 (q); 25.68 (q); 26.33 (t); 26.47 (t); 27.08 (t); 27.49 (t);
27.89 (q); 27.96 (t); 28.32 (t); 32.63 (t); 34.81 (t); 36.75 (t);
71.34 (s); 73.33 (s); 73.35 (s); 75.13 (d); 77.75 (d); 79.16 (d);
84.01 (s); 84.60 (d); 85.39 (d); 109.42 (t); 124.79 (d); 131.33 (s);
146.03 (s); 170.84 (s)

548, 532, 522,473, 405, 345, 321, 282, 261, 227, 183

HRMS: M no observado

C3,Hs5,07,
C3,H5,06,
C9Hys0s,

obs. 548.37054, calc. 548.37130 [M"-2H]
obs. 532.37182, calc. 532.37639 [M'-H,0]
obs. 473.32361, calc. 473.32670 [M'-C;H,0-H,0]
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Obtencion de la cetona 66

El tirsiferol 43 (20 mg, 0.034 mmol) se disolvié en piridina (1 ml) y se le afiadid
anhidrido acético (1 ml). Al cabo de 5 horas a temperatura ambiente se adicioné hielo para
destruir el exceso de anhidrido acético y se extrajo con éter etilico (3 x 10 ml). El lavado
de la fase etérea se realiz6 con disoluciones de HCI 5% (2 x 10 ml) y NaHCO3; 5 % (2 x 10
ml). Se seco posteriormente sobre sulfato sodico anhidro y una vez evaporado el disolvente
se obtuvo el 18-acetato de tirsiferol. Este fue tratado con cloruro de tionilo (1 ml) en
piridina (1 ml) a -20° C durante 15 horas dando como producto mayoritario de
deshidratacion en las dos posiciones Ci5-Cjs y Cy3-Cos. Este producto fue disuelto en la
mezcla siguiente: 2 ml de tetracloruro de carbono, 2 ml de acetonitrilo y 3 ml de agua. Se
le afiadi6 metaperiodato sodico (4.1 eq) y tricloruro de rutenio (2.2 mol %) sometiéndolo a
agitacion vigorosa durante 2 horas a temperatura ambiente. Seguidamente se adiciond 5 ml
de CH,Cl,. Después de la extraccion y la separacion cromatografica en columna de gel de

silice con n-Hexano:AcOEt (7:3) se obtuvo la cetona 66 como un aceite incoloro.

DATOS FISICOS

Aceite
IR v, (CHCL,): 2970, 2870, 1725, 1465, 1385, 1100, 900 y 745 cm’

RMN 'H (CDCly) &:  1.06 (s, 3H); 1.19 (s, 3H); 1.27 (s, 3H); 1.39 (s, 3H); 2.10 (dd, J=
13.2, 3.9 Hz, 1H); 2.23 (dd, J= 13.2, 3.4 Hz, 1H); 2.28 (s, 3H);
2.44 (dd, J= 13.5, 2.5 Hz, 1H); 3.10 (dd, J= 11.2, 2.4 Hz, 1H);
3.16 (dd, J= 11.3, 4.4 Hz, 1H); 3.88 (dd, J= 12.2, 3.9 Hz, 1H);
3.98 (dd, J= 6.8, 2.0 Hz, 1H)

MS: m/z: 405, 404, 403, 402, 361, 359, 207, 205

HRMS: C,H;,0,"Br, obs. 403.1464, calc. 403.1484 [M+H]
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Obtencion del aldehido 67

El dehidrotirsiferol 51 (25 mg, 0.044 mmol) disuelto en CH,Cl, (5 ml) se sometio a
una reaccion de foto-oxigenacion. Se hizo burbujear una suave corriente de oxigeno gas
seco, mientras era sometido a una irradiacion externa con una lampara de sodio a 15° C en
presencia de cantidades cataliticas de VO(acac),. Transcurridas 2 horas se evapor6 el
disolvente a vacio y el residuo fue cromatografiado en una columna de silica gel eluyendo

con éter etilico. Se obtuvieron 3.6 mg de aldehido 67.

DATOS FISICOS
Solido amorfo de color blanquecino

[a]”p =+ 5.3° (¢ 0.36, CHCL)

IR v, (CHCL): 3567, 2955, 2929, 2856, 2360, 2341, 1717, 1558, 1508, 1457 y
1230 cm™

RMN 'H (CDCl,) &: 1.20 (s, 3H); 1.21 (s, 3H); 1.27 (s, 3H); 1.40 (s, 3H); 1.50 (m,
1H); 1.53 (m, 1H); 1.55 (m, 1H); 1.60 (m, 1H); 1.75 (m, 1H);
1.76 (m, 1H); 1.80 (m, 1H); 1.81 (m, 1H); 1.82 (m, 1H); 2.08 (m,
1H); 2.13 (m, 1H); 2.26 (m, 1H); 2.48 (m, 2H); 2.61 (m, 2H);
3.08 (dd, J=11.0, 2.5 Hz, 1H); 3.42 (dd, J= 11.3, 5.7 Hz, 1H);
3.89 (dd, J= 12.3, 4.1 Hz, 1H); 4.28 (dd, J= 6.7, 5.0 Hz, 1H);
4.83 (bs, 1H); 5.06 (bs, 1H); 9.78 (dd, J= 1.4, 1.4 Hz, 1H)

RMN B3C (CDCLy) &:  19.36 (q); 20.06 (q); 21.71 (t); 22.93 (1); 23.63 (q); 24.72 (b);
26.17 (t); 28.23 (t); 31.01 (q); 37.08 (t); 38.66 (t); 42.16 ();
58.99 (d); 72.60 (d); 72.97 (s); 74.37 (s); 74.96 (s); 78.90 (d);

86.69 (d); 110.26 (t); 149.84 (s); 202.20 (d)

MS: m/z: 424,363, 291, 289, 278, 277, 274, 205, 125
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HRMS: M no observado

CH;3504, obs. 363.25354, calc. 363.25353 [M"-Br]
C,3H,,0,*'Br, obs. 291.07991, calc. 291.07827 [M"-C,H,;0,]
C,3H,,0,”Br, obs. 289.07969, calc. 289.08032 [M'-C,H,;0,]
C17H,40s, obs. 278.18634, calc. 278.18819  [M'-C,H,0"Br]
C1;H,;0”Br, obs. 274,09261, calc. 274.09323 [M"-C,H,,05]

Obtencion del acetato de predehidrovenustatriol 64

A una disolucion del compuesto 62 (3 mg, 5.7 umol) en piridina seca (250 ul) le
fue adicionado anhidrido acético (250 ul) y la mezcla resultante sometida a agitacion
durante 5 horas a temperatura ambiente bajo atmoésfera de nitrogeno. Después de realizada
la extraccion habitual, el residuo aceitoso obtenido fue disuelto en 1 ml de etanol a 0°C y
se le afiadié 5 mg de Zn en polvo y 50 ul de AcOH. La mezcla se agitd durante 3 horas,
fue filtrada y el disolvente evaporado para dar un residuo que después de ser

cromatografiado se comprob6 que era 1.9 mg del compuesto 64 puro.

IV.4. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD CITOTOXICA

A. CULTIVOS DE CELULAS

Los ensayos de actividad citotdxica se realizaron sobre cultivos in vitro de células

tumorales de los siguientes tipos:

e Suspension de células P-388 (ATCC CCL-46) de neoplasma linfoide de raton
DBA/2.

e Lineas de células A-549 (ATCC CCL-185) de carcinoma de pulmon humano.

e Lineas de células HT-29 (ATCC HTB-38) de carcinoma de colon humano.

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

Estas células se mantuvieron en fase de crecimiento logaritmico, en un medio

EMEM/neaa (Eagle’s Minimun Essential Medium, Earle’s Balanced Salt, con L-
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Glutamina 2.0 mM, con aminoacidos no esenciales y preparado sin bicarbonato sédico).
Este medio es entonces suplementado con un 5% de FCS (Fetal Calf Serum), bicarbonato
sodico 102 M y con la presencia de los antibioticos penicilina G (0.1 g/l) y sulfato de

estreptomicina (0.1 g/1).

B. ENSAYOS DE CITOTOXICIDAD

Los metabolitos a ensayar, se afiadieron a los medios de cultivo disueltos en una
proporcion de 1 mg/ml en una mezcla de metanol:acetona (1:1). Las células fueron
sembradas en pocillos de 16 mm de didmetro a una concentracion de 1 x 10* (P-388) y 2 x
10* (A-549, HT-29 y MEL-28) por pocillo, en alicuotas de 1 ml de medio EMEM 5%FCS,
conteniendo los productos a evaluar a diferentes concentraciones. En cada caso y de forma
separada, se realizd un cultivo sin adicionar ninglin tipo de droga para poder utilizarlo
como control, realizandose todas las determinaciones por duplicado. Después de tres dias
de incubacion a 37° C, en una atmosfera con un 98 % de humedad y 10 % de CO,, las
lineas celulares fueron contadas con un Coulter® Counter ZM. Todos los recuentos de
células por pocillo, fueron promediados, para poder compararlos con los cultivos control.
Los resultados de éstos fueron usados para generar la curvas de dosis-repuesta con las que
determinar de forma precisa los valores ICsy (concentracion de muestra a la que se produce
la inhibicion del 50 % de crecimiento celular). Los valores de ICsy son usados como

parametro de citotoxicidad.
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I. INTRODUCCION

A lo largo de los ultimos afios, el interés por los fenomenos toxicos asociados con
las proliferaciones de microalgas del fitoplancton marino, conocidos como mareas rojas, ha
ido en aumento en funcién de la creciente necesidad social de controlar de forma efectiva
los efectos producidos por los mismos y del enorme interés que tienen las sustancias
toxicas involucradas, tanto desde un punto de vista quimico como desde un punto de vista

farmacologico.

Una de estas toxinas, el acido okadaico (AO) 1, es responsable junto con otros
derivados polietéricos del sindrome diarreico conocido como DSP (diarrhetic shellfish
poisoning) que, aunque no es mortal, causa un gran impacto en la salud publica y en la
industria marisquera cuando los periodos de infestacién son prolongados. Este sindrome,
cuyos principales sintomas son las diarreas, vomitos y cefaleas de cierta intensidad, se
produce como consecuencia de la ingestion de moluscos contaminados, fundamentalmente
mejillones, los cuales filtran el agua de mar reteniendo en su hepatopancreas los
organismos planctonicos y sus toxinas.

El grupo de las toxinas DSP ha sido el ltimo en estudiarse tanto desde el punto de
vista estructural como farmacoldgico. Ello ha sido debido fundamentalmente a que el
efecto que produce su ingestion, una gastroenteritis, durante muchos afios estuvo
relacionada con la contaminacion del marisco por parte de otros organismos patdogenos
presentes en el mar. De hecho la toxina “cabeza de serie” del grupo, el acido okadaico, fue
aislado como metabolito de la esponja Halichondria okadai, y s6lo dos afios mas tarde fue
relacionada con el fendmeno toxico y su origen establecido a partir de dinoflagelados del

fitoplancton.'

El Prorocentrum lima es uno de los dinoflagelados responsables junto con otros
pertenecientes al género Dinophysis, de la produccion de las toxinas caracteristicas de las
mareas rojas tipo DSP. Las toxinas responsables de este fendémeno natural, constituyen un

grupo de toxinas lipido-solubles caracterizadas por un esqueleto con anillos de oxolano y

1. a) F.J. Schmitz, R.S. Prasad, Y. Gopichand, M.B. Hossain, D. Van der Helm, P. Schmitz, J. Am. Chem.
Soc., 1981, 103, 2467; b) K. Tachibana, P.J. Scheuer, H. Kiruchi, Y. Tsukitani, D. Van Engen, J.
Clardy, Y. Gopichand, F.J. Schmitz, J. Am. Chem. Soc., 1981, 103, 2469; c¢) T. Yasumoto, M. Murata,
Y. Oshima, M. Sano, G.K. Matsumoto, J. Clardy, Tetrahedron, 1985, 41, 1019.
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oxano agrupados en forma de espiro o trans-fusionados. Las diferencias estructurales entre
ellas se establecen fundamentalmente en la presencia de metilos secundarios sobre los
carbonos C-31 y C-35. De esta forma, el acido okadaico 1 posee un metilo secundario en el
carbono C-31, mientras que la dinofisistoxina-2 (DTX-2) 4 (toxina de la que todavia no se
ha establecido el dinoflagelado que la produce, puesto que sélo ha sido aislada de
mejillones contaminados), es su isomero con el metilo en C-35. Por otro lado, la
dinofisistoxina-1 (DTX-1) 2 posee ambos metilos en tanto que la dinofisistoxina-3 (DTX-

3) 3 es el 7-O-acil derivado de la DTX-1.

OA 1 R;=H,R,=H, R3;=Me
DTX-1 2 R;=H,R,=Me, R3=Me
DTX-3 3 R;=acilo, R, =Me, R;=Me

DTX-2 4 R;=H,Ry,=Me,R;=H

Durante los ultimos afios, nuestro grupo de investigacion ha venido poniendo en
marcha una nueva linea de trabajo hacia el estudio quimico-estructural y biosintético de
este tipo de metabolitos, para lo cual como primer objetivo, se realizaron cultivos
artificiales a gran escala de distintas cepas de P. /ima ya que del género Dinophysis, a
pesar de los esfuerzos llevados a cabo, no se ha logrado cultivar artificialmente hasta la
fecha. Este primer paso, el disponer de cultivos artificiales de las especies planctonicas
responsables de estos fendmenos era fundamental a la hora de abordar un estudio serio,
ademas de que la posibilidad de disponer de mayor cantidad de extracto permite el
aislamiento e identificacidon de las toxinas minoritarias e inestables. En el caso de que las
toxinas fuesen obtenidas Unicamente de fuente natural, la disponibilidad de la sustancia
necesaria para la realizacion de su estudio quedaria exclusivamente restringida a la
aparicion del fendémeno toxico. Esto supondria que se diesen de manera conjugada varios

factores, tanto naturales como generados por el hombre, que influyen directamente en las
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condiciones de salinidad, temperatura y concentraciéon de nutriente idéneas. Todo ello
conduce a la multiplicacion de dinoflagelados en zonas relativamente cerradas, como
ciertas bahias de poca profundidad, dando lugar al fenémeno conocido como “mareas

rojas”.

En funcién de lo expuesto anteriormente y dentro de la continua colaboracion que
mantenemos con grupos del Instituto Espafiol de Oceanografia de Vigo, nos fueron cedidas
células de P. lima. Las distintas cepas fueron localizadas en diversos lugares de las Rias
Gallegas, en los fondos de las mismas, depositadas sobre algas o fijadas sobre las cuerdas
de las bateas dado su caracter bentoénico. Una vez que fueron aisladas, identificadas y
cultivadas artificialmente a pequefia escala en las camaras del IEO de Vigo, se trasladaron

a nuestro laboratorio, donde se procedio a su cultivo a gran escala.

A la hora de obtener un cultivo de estas caracteristicas, partiendo de unas pocas
células de dinoflagelado, fue necesario ir optimizando sucesivamente una serie de factores
de crecimiento, llegando al establecimiento de las siguientes condiciones idéneas para el

cultivo a gran escala del Prorocentrum lima:
a) Medio de cultivo
El medio de cultivo empleado ha sido el medio K descrito por Guillard,” puesto que

resultd el medio mas especifico y mejor caracterizado para el dinoflagelado. La naturaleza

y concentraciones molares de las soluciones nutrientes se dan en la tabla 1:

MEDIO K
Compuestos Concentracion (M) o/l agua destilada
1.- NO;Na 8.83x10™ 75.05
2.- NaH,P0,.H,0O 1x107° 1.38
3.- CINH,4 5x10° 2.68
4.- Tris 1x10° 121.14

2. R.R.L. Guillard, M. Keller, “Dinoflagellates”, Spector, D.L. Ed., Academic Press, New York, 1984.
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5.- Na,EDTA.2H,0 1x10™ 37.22

6.- FeEDTA 1.7x107° 5.00

7.- Metales trazas
MnCl,.4H,0 9x 107 0.18
ZnS0,.7H,0 8x 10 0.02
CoCI2.6H,0 5x10° 0.01
Na;Mo04.2H,0 3x10® 0.007
CuS04.5H,0 1x10® 2.4968 x 107
H,SeO; 1x10® 1.2898 x 107

8.- Vitaminas
Tiamina CIH 3x 107 0.1
Biotina 2.1x 107 5.1305x 10
Vitamina B, 3.7x 107" 5.0149x 10™

Tabla 1

Las soluciones stocks de nutrientes se preparan de tal forma, que tomando 1 ml de
solucion de nutrientes por litro de medio de cultivo, resulte la concentracion deseada. Se
emplea para ello agua destilada y son autoclavadas y almacenadas a temperatura ambiente.
Como soporte para el medio de cultivo se utiliza agua de mar con un 5% de agua destilada,
que es esterilizado pasandolo a través de un sistema de filtros (1pm, 0.45um y 0.22 pm)

con una bomba peristaltica.

b) Temperatura 6ptima de crecimiento

En relacion con la temperatura de los cultivos, se establecid en 23° C. Las razones
fueron las siguientes: se observo que por debajo de 17° C el cultivo era notoriamente mas
lento en su primera fase y que por encima de 25° C las células morian. Ademas se observo
que el crecimiento del cultivo es ligeramente mas rapido en una primera fase a 23° C,
aunque cuando se alarga el mismo se iguala la cantidad de células. Esto es logico porque
cuantas mas células hay, mas se favorece la reproduccion sexual del dinoflagelado,

independientemente de la reproduccion vegetativa por escision, que es la mas frecuente.
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c) Aireaciéon

En ninguno de los niveles es necesario un aporte extra de oxigeno ya que la cdmara

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

d) Duracion del fotoperiodo

Se comprobod que el fotoperiodo no era necesario para la supervivencia del cultivo,

por lo que se mantiene bajo iluminacion constante.

e) Intensidad luminica

Los mejores resultados se obtuvieron cultivando bajo luz suministrada por tubos
fluorescentes de nedn, con una intensidad luminica equivalente al 10% de la existente en la

superficie del agua a pleno sol (unos 160 pE m™s™).

e) Ciclo de cultivo

El estadio inicial del cultivo a gran escala asi como el cultivo de mantenimiento, se
conserva en erlenmeyers de 250 ml con 150 ml de medio. Transcurridos 30 dias, tiempo en
el que el cultivo estabiliza su crecimiento, estos son trasvasados a recipientes de 5 1 que
contienen 3 |1 de medio. Una vez concluida esta etapa, que dura también cuatro semanas,
comienza el ultimo estadio del cultivo de sesenta dias de duracion, en bolsas de plastico de
20 I de capacidad conteniendo 15 I de medio o en tanques de vidrio de 60 I conteniendo 40
. El paso de uno a otro se hace afiadiendo dos erlenmeyers de un nivel inferior a un

recipiente de volumen superior conteniendo 2/3 del volumen final de medio de cultivo.

A la vista de los datos anteriores, se establece el tiempo aproximado de un ciclo de

cultivo completo en 4 meses (Esquema 1).
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Células de Prorocentrum lima
procedentes del Centro Costero de Vigo

Cultivo en Erlenmeyers de 250 ml

30 dias

Cultivo en Erlenmeyers de 5 |

30 dias 120 dias

Cultivo en Bolsas de 30 | o Tanques de
60 |

60 dias

Recoleccion

Esquema 1

Para prevenir la contaminacion bacteriana se utilizdo en todo momento materiales
desechables a la hora de transferir las soluciones stocks de nutrientes al soporte estéril.
Toda la manipulacion se realizdo en campana de flujo laminar y bajo llama de mechero,

flameando la boca de cada recipiente en cada operacion.

Una vez completado el ciclo de crecimiento en las condiciones idoneas, se llevo a
cabo la recoleccion de las células. Para ésta, dado el caracter bentonico del dinoflagelado
(éste se adosa al fondo del recipiente que lo contiene), se procede a suspender las células
en el medio. Ello se lleva a cabo manualmente utilizando una varilla de teflon. A
continuacion, las células en suspension se recolectan por centrifugacion continua a 7000

r.p.m. y a 0° C, y se maceran durante una hora en una solucion de acetona al tiempo que se
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someten a ultrasonido. Esta operacion es necesaria para producir la ruptura de la pared
celular del dinoflagelado. Las células se extraen hasta agotamiento y el disolvente se
evapora obteniéndose un extracto de color verde oscuro que a continuacion es sometido a
diferentes procesos cromatograficos.

El siguiente paso, dado que las marchas cromatograficas utilizadas hasta el
momento con las muestras de acido okadaico eran largas y tediosas aumentando la
posibilidad de pérdida de producto, nos propusimos conseguir una cromatografia rapida y
eficaz, sobre todo cara a los experimentos biosintéticos. Como resultado de este estudio, se
establecio el siguiente método de separacion y purificacion eficaz para las toxinas
aisladas y posteriormente identificadas en nuestro laboratorio como 4cido okadaico 1°
(aislada en todas las cepas ensayadas), dinofisistoxina-1 2* (cepa PL-4 y trazas en la PL-2)
y de dos nuevos ésteres del AO, el 7’-hidroxi-2’,4’-dimetil-hepta-2'(E),4 (E)-dienil-
okadaato 5 y el 7'-hidroxi-4 -metil-2"-metilen-hepta-4 "-enil-okadaato 6° (uno aislado de la

cepa PL-3 y otro de la cepa PL-2, respectivamente).

El aislamiento se lleva a cabo mediante cromatografia de filtracion en gel con
Sephadex LH-20 utilizando como eluyente la mezcla: n-Hexano:CHCI;:MeOH (2:1:1). La
fraccion toxica asi obtenida se cromatografia a media presion a través de una columna de
fase reversa Lobar® Lichroprep RP-18 que es eluida con la mezcla MeOH:H,O (85:15).

Esta cromatografia nos permite separar los ésteres del acido okadaico de la mezcla

3. M. Norte, R. Gonzalez, J.J. Fernandez, M. Rico, Tetrahedron, 1991, 47, 7437-7446.
4. M. Norte, A. Padilla, J.J. Fernandez, Tetrahedron Letters, 1994, 35, 1441-1444.
5. M. Norte, A. Padilla, J.J. Fernandez, M.L. Souto, Tetrahedron, 1994, 50, 9175-9180.
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AO/DTX-1, eluyendo en primer lugar la mezcla de las dos toxinas y en segundo lugar los
ésteres. Hay que tener en cuenta que ninguna cepa de las estudiadas hasta la fecha tiene
presentes los dos ésteres conjuntamente.

La purificacion final de los ésteres se llevd a cabo a través de HPLC en una
columna semipreparativa p-Bondapak C-18 eluyendo con MeOH:H,0O (85:15) y con un
flujo de 3 ml/min. Los tiempos de elucion de los dos ésteres son muy similares y estan
alrededor de los 22 min.

La separacion y purificacion final del AO y DTX-1 se realiza también en HPLC
con la misma columna p-Bondapak C-18, pero se utiliza un gradiente lineal binario de una
hora de duraciéon, con un flujo de 2.5 ml/min, cuya eluciéon comienza con la mezcla
CH3;CN:H;0:AcOH (50:50:0.1) y finaliza con CH3;CN:AcOH (100:0.1) durante 30
minutos mas. En estas condiciones de trabajo, el AO suele tener un tiempo de retencion de
27/28 min después de la inyeccion de la muestra y la DTX-1 de unos 38/40 min.

El seguimiento de todas las cromatografias se hace por capa fina, eluyendo las
placas con la mezcla Benceno: Acetona:Metanol:Acido Acético 6N (150:80:19:1) en la que

el AO y DTX-1 presentan un Rf de 0.7 y los ésteres un Rf de 0.8.

Seguidamente se realizo la determinacion de todos los desplazamientos quimicos
de RMN de protéon y carbono de las toxinas aisladas (AO, DTX-1, ésteres Sy 6) a
través de la utilizacion preferente de los experimentos bidimensionales de COSY,
HOHAHA, HMQC, HMBC y ROESY. En este estudio se comenzo6 con el AO debido a
que su estructura habia sido determinada por difraccion de RX de su derivado el éster o-
bromobencilo y era necesario el poder disponer de estos datos para poder abordar los

estudios biosintéticos de estas toxinas.

En cuanto a los aspectos biosintéticos, fueron realizados varios experimentos de
adicion de marcadores a cultivos artificiales de cepas PL-2 y -4,*° dos de las cuatro cepas
cultivadas en nuestro laboratorio. El esquema general de los experimentos fue como sigue:

- Se inocularon con 250 ml de cultivo de P. /ima 10 erlenmeyers de 5 1 de
capacidad conteniendo cada uno de ellos 2.5 I de medio de cultivo Guillard K.
- Un dia antes de la adicion de los precursores, se afiadieron a los cultivos

40 Ul/ml de penicilina G y 200 Ul/ml de sulfato de estreptomicina. Los precursores que se
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afiadieron fueron [1-13C,], [2-13C,], [1,2-13C,] acetato sodico en una concentracion 0.67

mM en todos los casos.

- Al cabo de 10 dias se procediod a la recoleccion de las células, extraccion y
aislamiento de las toxinas. La cantidad media de toxina aislada fue de 1 mg.

- El analisis de los resultados se llevo a cabo a través de RMN 13C.

Estos experimentos pusieron de manifiesto la incorporacion selectiva de los
precursores y los resultados alcanzados se resumen a continuacion:

-Para el esqueleto carbonado del AO 1, de la DTX-1 2, y de los ésteres 5y
6, se observo el enriquecimiento diferenciado de todos los carbonos de la molécula excepto
dos, C-37 y C-38 en el esqueleto base junto con C-1'y C-2' en las cadenas laterales de los
ésteres. Estos resultados se resumen en la figura 1, en la que los carbonos identificados
como ¢ y m significa, repectivamente, la procedencia biosintética del carboxilo C-1 o del
metilo C-2 del acetato.

-En el esqueleto principal se observa que 16 carbonos proceden del
carboxilo del acetato, mientras que 26 para el AO y 27 para la DTX-1, proceden del metilo
del acetato. Del analisis de los valores de las constantes de acoplamiento C-C, se establece
la presencia de 16 unidades intactas de acetato. En lo que respecta a las cadenas laterales
de los ésteres la situacion es similar, 5 carbonos procedentes del metilo y soélo dos del

carboxilo, con dos unidades intactas de acetato.

i
(o] m_ OH
7 5 1 I m c c_m\ o rln m m o
Ho/nl\c&m\\(;&m\n/\o/ 1 ¢” \c/o\!: 1 m n4 p ZENe? “m” ~c” ¢
’L m m/ \OH ! I\O/ Se? e’ Mo r!1 m m_27,m rL r!1/o
9' 8 m ’m\ ~c” 0o~ ¢ “¢* o | 38
c m
OH I I €36
OH m m

m: metilo de acetato
c: carboxilo de acetato
c-m: unidad de acetato

Figura 1

De acuerdo con lo anterior, podemos afirmar que estas moléculas no son
policétidos clasicos, lo que es reforzado por la presencia de fragmentos de carbonos
contiguos enriquecidos por el metilo del acetato. Por lo tanto, se propone una hipdtesis
biogenética en que estos metabolitos se biosintetizan por condensacion de cinco

fragmentos A-E de tres tipos diferentes en funcion de su origen biosintético (Figura 2).
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Tres de ellos A, C y E tienen claramente su origen en la condensacion directa de unidades
de acetato, mientras que en el caso de los otros dos fragmentos B y D, el acetato es

introducido en otras rutas metabolicas previamente a su incorporacion en la molécula.

Figura 2

Estos resultados preliminares establecen diferencias notables en el modo a través
del cual son biosintetizadas estas toxinas si se comparan con otras toxinas pertenecientes al
mismo grupo de toxinas polietéreas de origen marino como son las brevetoxinas (BTXs) 7-
8, aisladas del dinoflagelado Ptychodiscus brevis.® Asi, la importancia capital que tienen
los &cidos dicarboxilicos provenientes del ciclo del 4cido citrico en la construccion de estas
ultimas, estd muy minimizada en el caso del grupo del AO, en el que el papel fundamental
en la construccion del esqueleto carbonado lo juega el acetato, quedando sélo dos
pequefios fragmentos que nos parece que pueden derivar del acido succinico y de la

intervencion de rutas de aminoacidos, respectivamente.

7 Brevetoxina B

6.  M.S. Lee, G.-W. Qin, K. Nakanishi, M.G. Zagorski, J. Am. Chem. Soc., 1989, 111, 6234-6241
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8 Brevetoxina A

Por otro lado, estos resultados acercan el origen biosintético del grupo del AO al de
otro grupo de poliéteres de enorme interés, cuales son los antibidticos iondforos terrestres
tales como la monensina A 9, la nanansina 10, el lasalocido 11, etc., elaborados por hongos
del género Streptomyces.” Ello esta en contraposicion con la teoria elaborada por el grupo
de Nakanishi (Columbia) que proponia que el elevado grado de implicacion del ciclo del
acido citrico en la biosintesis de las BTXs, seria una diferencia general entre el origen
biosintético de los poliéteres de origen terrestre y de origen marino. Hay que resaltar que,
desde un punto de vista estructural hay diferencias claras entre el AO y las BTXs en lo
referente tanto al tamafio de los anillos heterociclicos como a la forma de union entre ellos.
Asi, los anillos de tamafio medio trans-fusionados de las BTXs se contraponen a los anillos
de oxolano y oxano en forma de espiro del grupo del okadaico, similares a las estructuras
de los poliéteres de origen terrestre. En cualquier caso, llama poderosamente la atencion la
capacidad de los dinoflagelados para biosintetizar derivados de acidos grasos de gran

tamaio, en contraposicion con los organismos terrestres.

7. a) .LW. Westley, “Polyether Antibiotics: Carboxylic lonophores”, M. Dekker; Ed. New York, Vol. II,
1982; b) J.W. Westley, J. Nat. Prod., 1986, 49, 35.
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Otro de los aspectos relacionados con este grupo de toxinas que ha despertado en
los ultimos afnos un enorme interés entre la comunidad cientifica, es el estudio de sus
aplicaciones desde el punto de vista farmacologico.

En efecto, la fosforilacion reversible de proteinas sobre residuos de serina, treonina
y/o tirosina es el principal mecanismo implicado en la regulacion de los procesos de
transduccion de sefiales celulares. El estado de fosforilacion de una determinada proteina,
depende directamente de las actividades relativas de las enzimas denominadas proteina
quinasas y proteina fosfatasas. Mientras que la familia de las proteina quinasas ha estado
sujeta a una intensiva investigacion durante las pasadas décadas, el papel concreto de las
proteina fosfatasas en la fisiologia celular es menos conocido. La reciente disponibilidad
de potentes y selectivos inhibidores de proteina fosfatasas del tipo 1 (PP1) y tipo 2
(PP2A),* dos de las mas importantes fosfatasas especificas de serina/treonina presentes en
las células eucarioticas, ha atraido la atencion de los investigadores hacia el papel
fisioldgico jugado por estas enzimas en la regulacion de las funciones celulares.

Los inhibidores de proteina fosfatasas, particularmente el 4cido okadaico, inducen
efectos complejos sobre la musculatura lisa, sugiriendo que las proteina fosfatasas del

tipo -1 y -2A juegan un importante papel en la regulacion de la contraccion y de la

8. a) A.C. Takai, C. Bialojan, M. Troschka, J.C. Riiegg, FEBS Lett., 1987, 217, 81; b) P. Cohen, S.
Klumpp, D.L. Schelling, FEBS Lett., 1989, 250, 596-600; c) P. Cohen, F.B. Holmes, Y. Tsukitani,
TIBS, 1990, 75, 98.
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relajacion del musculo liso. En la mayoria de los tejidos en los que sus efectos han sido

estudiados, el acido okadaico exhibe una doble accion, estimulante e inhibitoria, sobre la
.. , . 9 .4 . , .

actividad mecanica, si bien, en algunas preparaciones de musculos lisos como las de vaso

deferente de rata'® o en arteria basilar canina,11 s6lo han sido observados efectos

inhibitorios.

Los efectos contractiles del AO sobre musculo liso se correlacionan con un
incremento en el estado de fosforilacion de la cadena ligera de 20 KDa de miosina y que
parece estar relacionada con la inhibicion de la fosfatasa PP1 de la cadena ligera de
miosina.'” Con respecto a los efectos inhibitorios, aunque no se conocen bien los
mecanismos a través de los cuales este compuesto ejerce su accion, en un principio fueron
atribuidos a una accion indirecta de proteina quinasas dependientes de AMPc y/o GMPc, o
a una posible interaccion con los elementos contractiles. También se ha considerado la
hipétesis de que implique inhibicion de la entrada de calcio.”

En miometrio de rata, se ha observado que el acido okadaico induce contraccion a
concentraciones superiores a 3 uM, mientras que a concentraciones mas bajas inhibe la
contraccion inducida por una solucion elevada de iones K™.'* Estos experimentos han sido
realizados en nuestro laboratorio por el grupo que dirige la Dra. Luz Candenas de Lujan,
que desarrolla su investigacion en este campo y que actualmente tiene como principal
objetivo el estudio sobre los posibles mecanismos implicados en los efectos inhibitorios
provocados por el acido okadaico en utero de rata en fase estrogena. Los resultados

obtenidos hasta el momento se pueden resumir en los siguientes puntos:

9. a)N. Ashizawa, F. Kobayashi, Y. Tanaka, K. Nakayama, Biochem. Biophys. Res. Commun., 1989, 162,
971; b) H. Karaki, M. Mitsui, H. Nagase, H. Ozaki, S. Shibata, D. Uemura, Br. J. Pharmacol., 1989,
98, 590; ¢) E. Naline, M.L. Candenas, C. Palette, J. Moreau, M. Norte, J.D. Martin, M. Pays, C.
Advenier, Br. J. Pharmacol., 1994, 256, 301.

10. S. Shibata, N. Satake, M. Morikawa, S.C. Kown, H. Karaki, K. Kurahashi, T. Sawada, I. Kodama, Eur.
J. Pharmacol., 1991, 193,1.

11. M. Kimura, Y. Suzuki, S.I. Satoh, M. Takayasu, M. Shibuya, K. Sugita, Brain Res. Bull., 1993, 30,
701.

12. a) C. Biolojan, J.C. Riieg, A. Takai, J. Physiol., 1988, 398, 81-95; b) M.C. Gong, P. Cohen, T.
Kitazawa, M. Ikebe, M. Masuo, A.P. Somlyo, A.V. Somlyo, J. Biol. Chem., 1992, 267, 14662.

13. a) S.M. Ward, F. Vogalis, D.P. Blondfield, H. Ozaki, N. Fusetani, D. Vemura, Am. J. Physiol., 1991,
261, C64; b) N. Yanagihara, Y. Toyohira, Y. Kode, A. Wade, F. Izumi, Biochem. Biophys. Res.
Commun., 1991, 174, 77; ¢) K. Obara, H. Yabu, Am. J. Physiol., 1993, 264, C296.

14. M.L. Candenas, M. Norte, R. Gonzalez, E. Arteche, J.J. Fernandez, R. Borges, J. Boada, C. Advenier,
J.D. Martin, Eur. J. Pharmacol., 1992, 219, 473-476.
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- en musculo liso uterino de rata, los efectos inhibitorios del AO no estan, al menos
totalmente, mediados por la activacion de los pasos dependientes de AMPc y/o GMPc.

- la respuesta a AO es altamente resistente a la ausencia de calcio," aunque se ha
observado que la contraccion inducida por AO en el musculo uterino liso de rata es
parcialmente efectuada por movimientos de calcio a través de la membrana, pudiendo ser
inhibido por teofilina o cafeina en un medio libre de Ca®" con una disolucion 10° M de
EGTA. Esta contraccion también envuelve una movilizacion de Ca?" de un depdsito
intracelular que es también sensible a xantinas. El ultimo efecto parece ser importante en la
induccion de contraccion. Sin embargo, este estudio no excluye la posibilidad de que otros
mecanismos estén envueltos en la contraccion inducida por AO.'

-el AO y el activador de la proteina quinasa C, forbol 12,13-dibutirato inducen
efectos similares en musculo uterino liso de rata y sugiere que las proteina fosfatasas de
tipo PP1 y PP2A deben jugar parte importante en la regulacion de los mecanismos de la
respuesta mecanica evocada por la activacion de la proteina quinasa C en miometrio de

rata.

En base a todo lo anterior, vemos que aun no se ha llegado a resultados
concluyentes, por lo que ulteriores estudios se hacen necesarios para clarificar los
mecanismos envueltos en la interaccion.

El enorme interés que el acido okadaico suscita desde el punto de vista fisiologico y
farmacologico, es logico ya que mediante su uso puede permitirnos diferenciar un gran
numero de procesos celulares que estan mediados a través de mecanismos de fosforilacion
reversible de proteinas,'” asi como profundizar en el conocimiento del modo de accién de
farmacos cuyo mecanismo intrinseco no ha sido aun establecido, a pesar de los intensos
estudios realizados hasta el momento.

Ademas, vinculado a su actividad como potente inhibidor de las proteina fosfatasas,

el AO ha resultado ser un potente inductor tumoral,'® definiendo un nuevo grupo conocido

15. E. Arteche, M.P. Ausina, J.D. Martin, M. Norte, C. Advenier, M.L. Candenas, Planta Medica, 1995,
61,13-17.

16. M.L. Candenas, E. Arteche, M. Norte, C. Advenier, J.D. Martin, Naunyn-Schmiedeberg’s Arch.
Pharmacol, 1994, 350, 315-321.

17. T.A.J. Haystead, A.T.R. Sim, D. Carling, R.C. Honnor, Y. Tsukitaki, P. Cohen, D.G. Hardie, Nature,
1989, 337, 78-81.

18. H. Fujiki, M. Suganuma, S. Nishiwaki, S. Yoshizawa, B. Winyar, T. Sugimura, F.J. Schmitz, The
Biology and Medicine of signal transduction, ed. Y. Nishizuka Raven Press, New York, 1990, 340-343.
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como el grupo de acido okadaico, y que incluyen ademas de ¢l mismo, la dinofisistoxina-1
2, la caliculina A 12 y la microcistina LR 13." Estos inductores tumorales actian por un
mismo mecanismo, la inhibicion de proteina fosfatasas, demostrando el importante papel

que estas enzimas pueden jugar como protectores celulares frente al desarrollo de tumores.

12

CO.H |

HN

o) CO2HO

13

19. R.J. Quinn, C. Taylor, M. Suganuma, H. Fujiki, BioMed. Chem. Lett., 1993, 3(6), 1029-1034.
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II. ESTUDIO DE COMPLEJACION DEL ACIDO OKADAICO



Cuando aislamos en nuestro laboratorio acido okadaico 1 de cultivos del
dinoflagelado marino Prorocentrum lima, éste aparece generalmente complejado con un
cation metalico.® Las muestras de este complejo no pueden ser diferenciadas de las
muestras libres durante la cromatografia, debido a que los comportamientos
cromatograficos de ambas en las condiciones habituales son idénticas, pero si son
detectadas por espectroscopia de RMN (Figura 3), en donde puede observarse que los
espectros del complejo metdlico muestran peor resolucion y ligeras diferencias en los
desplazamientos quimicos con respecto a la muestra libre.

La presencia del cation metalico, fue confirmada por el hecho de que el tratamiento
de las muestras con EDTA disodico permitié obtener acido okadaico libre. Bastd con
afiadir una disolucion de EDTA 80 mg/10 ml, agitar, separar la fase organica, lavar y secar
con MgSO,, para obtener una muestra pura del mismo. Este proceso puede incluso
simplificarse a afiadir unas gotas de la disolucion de EDTA en el mismo tubo de
resonancia, pudiendo realizar a continuacion un espectro de RMN de la muestra totalmente

descomplejada.

Estos hechos nos llevaron a plantearnos el realizar un estudio sobre la capacidad de
complejacion del acido okadaico con varios cationes metalicos a fin de determinar la
naturaleza del cation que nos aparece en nuestras muestras de acido okadaico aislado de P.
lima. Este cation podria tener influencia en la potente actividad farmacolédgica que presenta
el AO comentada con anterioridad, por lo que consideramos interesante explorar la posible
conexion entre la posible capacidad iondfora de este compuesto y su actividad. Ademas,
como hemos indicado, la presencia o ausencia de complejacion del AO es detectada

facilmente por experimentos de RMN, por lo que es viable el seguimiento de la quelacion.

A la hora de escoger los cationes metalicos para los ensayos, por un lado se
consider6 el tamafio de la cavidad adoptada por el AO, y por otro, que se tratase de iones
de reconocida influencia en los procesos celulares. Asi, en primer lugar se establecié cual
seria la conformacidon mas estable del acido okadaico en disolucion, concluyendo que ésta
coincide con la encontrada para la molécula en estado solido a través de estudios de

difraccion de rayos X. En efecto, por combinacion de los datos del andlisis de rayos X
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la,1b . .,
& con los de los estudios de modelizacion

de su derivado éster o-bromobencilo,
molecular’” y con los datos de RMN que habiamos obtenido en nuestros estudios® se
deduce que a la molécula en disolucion se le confiere una geometria en forma de baston
que configura una cavidad cuyo didmetro estd en torno a valores de 5-7 A a través de un
puente de hidroégeno entre el grupo carboxilo y el grupo hidroxilo sobre el carbono C-24
del anillo E. De esta manera, de los 13 oxigenos que forman parte de la molécula, 10 se
disponen alrededor de la cavidad y, a su vez, 7 de ellos se encuentran a una distancia de
aproximadamente 4 A respecto del centro de la misma. El resto de la molécula, entre los

carbonos C-25 y C-38 se orienta como una cadena alquilica extendida y dos anillos de

tetrahidropirano (Figura 4).

La suposicion de la presencia del cation en la zona resefiada de la molécula,
concuerda con el hecho experimental de que en todos los casos en que existe esterificacion
en el grupo carbonilo, como ocurre con los diol ésteres aislados de la cepas de
Prorocentrum lima cultivadas por nosotros, nunca se presentan muestras complejadas al
ser aislados de fuente natural. Ademas, cuando se comparan los desplazamientos quimicos
de los espectros de RMN del acido libre y del complejo (Tablas 2-3), se observa que las
diferencias mas notables son las correspondientes a las sefiales del doble enlace C-14/C-
15, las de los metinos H-12 y H-23 y la del metilo secundario Me-13, lo que refuerza esta

hipotesis.

En base a esto, decidimos ensayar muestras de acido okadaico libre con sales de
. . . . ,q: o+ + +
metales alcalinos y alcalinotérreos, concretamente de los cationes metalicos: Li', Na™, K,

-+ + . . ..
Ca®" y Mg”", iones que combinan ambos requerimientos.

A la hora de plantearnos el protocolo a seguir en la experimentacion para la
formacion de los complejos, inicialmente se decidid invertir el proceso que realizdbamos
en la descomplejacion por adicion de EDTA disodico, para lo cual lo mas evidente seria
anadir a muestras de acido okadaico libre, disoluciones de los cationes metalicos y
someterlas a agitacion. Se consideré que éste era un planteamiento factible a pesar de su

simplicidad, yaque el proceso de descomplejacion con EDTA era practicamente inmediato
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y ademas se habia empleado un protocolo similar para el estudio de complejacion

del jasplakinolido 15, un macrociclo de origen marino.”

HO
oRst
“—NH
;N
O R
0" Yo o)\-"
. O _NH

La forma de proceder fue la que se describe a continuacion y en todos los casos las
muestras resultantes fueron comparadas con una muestra patron de acido okadaico
sometida a una manipulacion idéntica, excepto la adicion del cation metalico.

En primer lugar, se afiadi6 una disolucion acuosa 200 mM del cation
correspondiente (LiCl, NaCl, KCI, CaCl,2H,O y MgCl,), a una disolucién de acido
okadaico en CDCl; (5.58 x 107 mM). La mezcla resultante se sometid a agitacion vigorosa
y centrifugacion, pasando seguidamente a monitorizar la fase organica por espectroscopia
de RMN 'H. El resultado de estas primeras experiencias fue la ausencia de cambios
significativos en las sefiales de los desplazamientos quimicos, aun cuando se repitio el
proceso utilizando disoluciones que duplicaban o triplicaban la concentracion de los
cationes.

Esta ausencia de variacion, nos hizo pensar que podia tratarse de un problema de
miscibilidad. En consecuencia, decidimos cambiar las condiciones y realizar los
experimentos empleando para las disoluciones, disolventes miscibles. Asi, en las mismas
concentraciones que en el experimento anterior, se disolvieron las muestras de acido
okadaico en Metanol-d, y los cationes se adicionaron disueltos en D,0, en el mismo tubo

de resonancia. La mezcla fue sometida a agitacion y el curso del proceso se sigui6 llevando

20. W.Inman, P. Crews, R. McDowell, J. Org. Chem., 1989, 54, 2523-2526.
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a cabo espectros de proton cada cierto tiempo y comparandolos con el de la muestra patron
en el mismo sistema de disolventes. Como resultado, solo se observd una pequefa
variacion en el espectro de RMN 'H en el caso del K, variacion que desaparecioé cuando
se repitio el espectro 5 minutos mas tarde y en los controles posteriores, dando un espectro
totalmente superponible con el de la muestra patron.

Decidimos repetir el mismo procedimiento pero adicionando doble volumen de
cada una de las disoluciones de las distintas sales, lo que nos permitid volver a observar
por RMN una variacion equivalente en la muestra tratada con la sal de potasio, pero que a
diferencia del experimento anterior, ésta se mantuvo en el tiempo. Con el objeto de poder
estudiar mejor las variaciones introducidas en los espectros, cada una de las disoluciones
obtenidas en estas experiencias, fueron llevadas a sequedad, disueltas en CDCl; y
analizadas por RMN, ya que disponiamos de datos de un estudio completo del complejo
natural en este disolvente.’ Se pudo comprobar que los resultados se repetian, de forma que
unicamente en el caso de la muestra tratada con la sal de potasio se observaban pequefios
cambios en los desplazamientos quimicos y en la resolucion de las sefiales, atin cuando no
resultaba superponible con el espectro del complejo obtenido de la muestra natural (Figura
5a). En los demas casos los espectros realizados fueron totalmente idénticos a los del AO

libre.

Un hecho que habiamos observado de forma frecuente en nuestros estudios
cromatograficos, es que las muestras de toxina libre, al volver a someterlas a purificacion
por cromatografia en columna de fase reversa en MeOH:H,O (85:15), se nos volvian a
complejar. En base a esto, decidimos emular las condiciones que tenian lugar en este
proceso, pensando que para la complejacion total de la muestra quiza era necesario un
soporte fisico. Asi, muestras de acido okadaico (2,23 x 10~ mmol) y sales (20 mmol)
disueltas en 5 ml de MeOH:H,O (85:15) se pasaron por un sep-pak C-18 lavando a
continuacion con 5 ml MeOH. Seguidamente, las fracciones se llevaron a sequedad y se
redisolvieron en CDCls. Por espectroscopia de RMN 'H, se observaron ligeras variaciones
en los espectros correspondientes a las muestras tratadas con sales de Li" y Na', mientras
que no fue observado ningun cambio con el Ca*" y el Mg®". En el caso del espectro de
protén de la muestra tratada con sales de potasio, resulté ser idéntico al del complejo

obtenido de fuente natural (Figura Sb). Este proceso, fue reproducido con el tratamiento
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de mas cantidad de muestra a fin de realizar un espectro de RMN "°C, que también fue

totalmente equivalente al del complejo natural.

Estos datos apuntan a que el cation metalico que compleja las muestras de acido
okadaico que obtenemos después del proceso cromatografico, es el potasio. Por este
motivo, decidimos ensayar muestras de complejo de AO obtenido de fuente natural con los
éteres corona 18/6 (1,4,7,10,13,16-hexaoxaciclooctadecano) y 15/5 (1,4,7,10,13-
pentaoxaciclopentadecano). Estos éteres complejan metales alcalinos, con preferencia
hacia el potasio y el sodio, respectivamente. Asi, se prepararon dos tubos de resonancia
conteniendo muestras del complejo natural disueltas en cloroformo deuterado,
afadiéndosele a una de ellas unas gotas de una disolucion en CDCl; de éter corona 18/6 y
a la otra, éter corona 15/5. El resultado fue la total e inmediata descomplejacion con el éter

18/6 y so6lo parcialmente con el éter 15/5 (Figura 5c¢).

Una vez que habiamos determinado mediante métodos quimicos la presencia de
iones potasio unidos a las muestras de acido okadaico obtenidas de los cultivos, es
evidente que el siguiente paso era estudiar la influencia de este cation en la actividad
farmacologica del acido okadaico. Para ello en un primer experimento, muestras del
complejo del AO obtenido de fuente natural fueron ensayadas frente a musculo liso de
utero de rata, en las mismas condiciones en las que se llevaban a cabo los ensayos con AO
(ver parte experimental). Se observod que presenta un efecto contractil idéntico al del acido

okadaico libre.

A la vista de este resultado, se decidio estudiar la dependencia que, frente a la
actividad farmacoldgica, tenian tanto el acido okadaico libre como la muestra complejada
cuando los ensayos se llevaban a cabo en ausencia de los cationes Ca>", K" y Na' en el

medio extracelular. Los resultados alcanzados se muestran a continuacion:

a) En el caso de que se secuestre del medio extracelular todo el Ca®* o todo el Na', la
actividad del acido libre y del complejo siguen siendo virtualmente idénticas no
observandose diferencias apreciables tanto entre ellos o en comparacion con los resultados

obtenidos en los experimentos con presencia de estos cationes.
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Figura 5. RMN 'H de AO libre tratado con (A) 40 mmol de KCI, (B) 20 mmol de KCI
pasando a través de un sep-pak C-18, y (C) complejo de AO tratado con éter corona 18/6.
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b) Ahora bien, si se secuestra el ion potasio del medio extracelular, se observa una
inhibicion de la actividad del 4cido okadaico libre, mientras que en el caso del complejo, la

respuesta contractil se mantiene.

En conclusion, el analisis de estos resultados tanto de los estudios de complejacion
como de los farmacoldgicos, parecen confirmar que el complejo de acido okadaico que
obtenemos de nuestros cultivos de Prorocentrum lima, es un complejo formado por acido
okadaico y un cation de potasio. Asimismo, reflejan que la presencia de éste cation juega

un importante papel en la actividad de este poliéter.

Aunque todavia se desconoce el mecanismo a través del que actua este cation, todo
parece indicar que, tal y como se ha demostrado con otras sustancias ionoforas, el posible
papel de este cation sea el de unirse especificamente al 4cido okadaico para que se
produzca el transporte a través de la membrana celular. Esto estd en consonancia con la
naturaleza quimica de esta toxina, ya que su estructura posee una parte externa
hidrofébica, lo que permite su paso a través de la membrana celular, y un centro hidrofilico
localizado en la cavidad generada por el plegamiento molecular del que ya hemos hablado,

capaz de acoger a un tinico ion K' (Figura 6).
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Figura 6
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III. ESTUDIOS BIOSINTETICOS DE LAS TOXINAS DE P. LIMA



En la introduccion se recogieron los antecedentes del estudio biosintético de estas
toxinas a través de experimentos de adicion de [1-"°C,], [2-°Ci] y [1,2-"°C,] acetato
sodico, realizados en nuestro laboratorio y cuyos resultados se resumen en la figura 7a.
Estos datos nos permitieron establecer una propuesta para el origen de su esqueleto
carbonado. Esta establece que estos poliéteres se biosintetizan por condensacion de cinco
fragmentos A-E (Figura 7b) de tres tipos diferentes en funcién de su origen biosintético.
Tres de ellos A, C y E tienen claramente su origen como policétidos clédsicos por la
condensacion directa de cuatro, seis y cinco unidades de acetato, respectivamente, mientras
que en el caso de los otros dos fragmentos B y D, el acetato es introducido en otras rutas
metabdlicas previamente a su incorporacion en la molécula. En este estudio nos
proponemos verificar la propuesta biogenética que generaria la secuencia de marcaje

observada en los experimentos con acetato enriquecido en carbono 13, para estos dos

fragmentos.
Fig 7a
T
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m: metilo de acetato; c¢: carboxilo de acetato; c-m: unidad de acetato
Fig 7b

Figura 7
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Origen biosintético del fragmento B

El fragmento B corresponde a los carbonos C-8/C-9/C-10/C-40 y se trata de un
policétido no-clasico puesto que sus carbonos derivan de acetato segun la secuencia "c-m-
m-m". El origen de este tipo de fragmentos, también observado en la biosintesis de la
brevetoxinas, debe proceder directa o indirectamente del ciclo del acido citrico y mas

concretamente del succinato tal y como se propone en el esquema 2.
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En efecto, ¢l acetato doblemente marcado, se introduce en el ciclo del acido citrico
a través de su condensacion con oxaloacetato para dar citrato. Durante la transformacion
de éste en succinato, la unidad de acetato incorporada en la molécula se mantiene intacta,
puesto que los dos grupos carboxilos que se pierden en la transformacion provienen del
oxaloacetato original. El succinato es una molécula simétrica y en el siguiente paso, su
transformacion en fumarato, la enzima involucrada no es capaz de distinguir entre un
extremo y otro de tal manera que el fumarato resultante se encuentra totalmente marcado
de acuerdo con la secuencia indicada en el esquema anterior, con un contenido en C de
los carbonos que es la mitad del original. Al cerrarse el primer ciclo el oxalacetato se
encuentra en las mismas condiciones. El segundo paso por el ciclo del acido citrico se
inicia nuevamente con la adiciéon de una segunda molécula de acetato enriquecido para
generar citrato totalmente marcado. Durante su transformaciéon en succinato, las dos
moléculas de dioxido de carbono que se pierden corresponden a carbonos enriquecidos por
el carboxilo del acetato, obteniéndose un succinato con una secuencia de marcaje “c-m-m-
m” idéntica a la observada en el fragmento B. Ademas, si tenemos en cuenta que la unidad
intacta de acetato que aparece en el succinato se incorpora en el segundo ciclo, es 16gico
que el grado de enriquecimiento de esos carbonos sea mayor que el de los otros, tal y como

se pudo observar en los espectros de RMN "°C de los marcajes con acetato.
Origen biosintético del fragmento D

El fragmento C-23/C-24/C-25[C-42]/C-26, presenta como ya hemos visto, una
secuencia de marcaje "c-m-m[m]-m", que es bastante inusual en los experimentos
biosintéticos sobre poliéteres. De acuerdo con la estructura del fragmento D el precursor
metabolico que mejor se adaptaria seria el 3-hidroxi-3-metil-glutarico, que se incorporaria
a la cadena carbonada a través del grupo carboxilo C-23 y via descarboxilacion por C-26.
Esto nos plantea un problema, y es que para que este precursor genere la secuencia de
marcaje observada, seria necesaria una ruta metabdlica en la que el acetoacetato precursor
apareciese con todos los carbonos como metilo de acetato, lo que descarta la ruta de
formacion del HMGA observada en la biosintesis de terpenoides que pasa necesariamente
por una unidad de acetoacetato con dos unidades intactas de acetato. Por ello se hizo

necesario la elaboracion de una ruta alternativa para explicar el origen biosintético del
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acetoacetato con la secuencia de marcaje observada.

De cara a la construccion de ésta alternativa, se constata que en los Gltimos afios se
ha puesto de manifiesto que los dinoflagelados involucran a los aminoacidos en la
biosintesis de sus toxinas. En efecto, Shimizu observo un aumento en el rendimiento de
toxina que producian los cultivos de Pthychodiscus brevis cuando estos eran
suplementados con aminoécidos.”’ Al llevar a cabo la adicién de [3—13C1] y [2,3—13C2]
aspartico encontr6 que se producia un enriquecimiento no distintivo, es decir al azar, de los
carbonos de la toxina. Sin embargo en otro experimento con [3,4-'°C,] leucina observé que
el enriquecimiento recordaba al obtenido en los experimentos con acetato. En cualquier
caso, estos resultados son indicativos de la capacidad de los dinoflagelados para utilizar los
aminoacidos como fuente de los metabolitos necesarios para la biosintesis de los acidos
carboxilicos precursores de este tipo de toxinas. Ademas, este fendmeno no es exclusivo de
los poliéteres elaborados por dinoflagelados. Recientemente y durante los estudios
biosintéticos de la monensina A, ha podido demostrarse la implicacion de la L-valina en la
biosintesis de la misma por parte del hongo Streptomyces cinnamonensis.*> De esta forma,
se pudo comprobar que la unidad de n-butirato necesaria procedia del metabolismo de este
aminoacido, lo que implicaba la necesidad de que existiese un reagrupamiento desde el
iso-butirato, metabolito conocido del catabolismo de la L-valina, a n-butirato, hecho que se
comprobo experimentalmente. Estos precedentes junto con el tipo de marcaje observado en
el fragmento D, nos llevaron a proponer que la formacion de este fragmento podria tener
lugar por la ruta que se muestra en el esquema 3. En ella, se parte del oxaloacetato
obtenido después de dos pasos del acetato doblemente marcado a través del ciclo del acido
citrico. La descarboxilacion supone la pérdida del unico carbono enriquecido por el
carboxilo del acetato, generando una unidad de piruvato totalmente enriquecida por el
metilo del acetato. Esta bien establecido, que todos los carbonos de la L-valina proceden
del piruvato, por lo que durante el catabolismo de ésta obtendriamos una unidad de iso-
butirato enriquecido de la misma manera. El reagrupamiento de éste a n-butirato

observado en el S. cinnamonensis junto con la B-oxidacion de este ultimo nos generaria el

21. Y. Shimizu, G. Wrensford, “Toxic Phytoplankton Blooms in the Sea”, T.J. Smayda, Y. Shimizu, Eds.;
Elsevier Amsterdam, 1993, 907-912.
22. K.A.Reynolds, D. O'Hagan, D. Gani, J.A. Robinson, J. Chem. Soc., Perkin Trans 1, 1988, 3195-3207.
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acetoacetato deseado. La incorporacion de una unidad de acetato sobre el carbonilo del
acetoacetato nos produce la unidad de HMGA necesaria para explicar la secuencia de

marcaje observada en el fragmento D.

O\ /2 (H) CO2

A\

\ o olz_ O ) ? ) Tiamina pirofosfato ? (‘3H3
¢ (‘3H2 CHs—C—CO2 > CH3—C—C—CO2
° e o e ® o
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0 C\ N0 procedente piruvato OH
oxaloacetato piruvato a-acetolactato
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[ ) .‘ [ ) [ )
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*CHs N CHs O H0 *CHs
- \ Il . ( \
CH3_CH_CH_C02 ESao——— — — — _. - .
G Gh=Ch¢ C.3H3 (.ZH—(.D C.302 C.3H3 .C‘J (‘ZH C.)Oz
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a—B-dihidroxiisovalerato
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e 7
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isobutirato n-butirato
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T — el ool
3 CH3—'C—CH2—C— CH—C—CHo—C—0
0 * °é

- COOH CH3CO OH acetoacetato

HMGA
Esquema 3

Fragmento D
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Con posterioridad a la publicacion de estos datos biosintéticos, Wright y col.
publicaron los resultados obtenidos en su laboratorio, resultados que confirman los
obtenidos por nosotros y que aportaron el origen biosintético de los carbonos C-37 y C-38
como derivados de la glicina al observar el enriquecimiento selectivo en aquellos dos
carbonos en experimentos de adicion de [1,2-°C,] y [2-C,, 0] glicolato.23 Asimismo
llevaron a cabo la adicion de [2-"°CDs] y [1-°C,, O] acetato sodico a cultivos de

. . 24
Prorocentrum lima, obteniendo los resultados que se resumen en la figura 8.
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m: metilo de acetato D D
c: carboxilo de acetato

c-m: unidad de acetato

O: 180 de [1-13C, 1802] acetato o [1,2-13C, 180,] dlicolato

%x: [1,2-13C2] glicolato

D o D2: numero de deuterios de [2-13CD3] acetato

Figura 8

En efecto, en los experimentos con, [2-13CDs] acetato sodico, la mayoria de los
carbonos derivados del metilo de las unidades intactas de acetato incorporado, retienen un
unico atomo de deuterio, dato extensible a la cadena de los ésteres. Entre las excepciones
mas significativas estan C-3 y C-18 que retienen dos deuterios, indicando que en el
proceso biosintético no ha tenido lugar deshidratacion en las posiciones (C-4, C-19). Por el
contrario, se considera que en los carbonos C-12, C-24 y C-26, se pierden todos los atomos
de deuterio, presumiblemente durante la formacion oxidativa de los sistemas de anillos. En
cuanto a los grupos metilos y el grupo exo-metileno se observa que retienen dos atomos de

deuterio.

23. J. Needham, J.L. McLachlan, J.A. Walter, J.L.C. Wright, J. Chem. Soc., Chem. Commun., 1994, 2599-
2600.

24. J.L.C. Wright, T. Hu, J.L. McLachlan, J. Needham, J.A. Walter, J. Am. Chem. Soc., 1996, 118, 8757-
8758.
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En el experimento [1-°C, 0] acetato sodico existe retencién de '*O unicamente
en C-4 y C-27, por lo que sostiene que en general el '*O es reemplazado durante la

formacion del hemiacetal.

IIL1. EXPERIMENTOS DE ADICION DE [1,4-'C,] SUCCINATO SODICO Y
2-"C,] BUTIRATO SODICO

En base a los datos anteriores, se disefiaron en nuestro laboratorio nuevos
experimentos de marcaje por adicion de precursores avanzados a los cultivos de

Prorocentrum lima.

Previamente, y aprovechando las muestras de acido okadaico obtenido de un
cultivo al que se le habia adicionado [1,2-13C2] acetato sodico, se llevdo a cabo un
experimento de INADEQUATE, a través del cual se comprobé la incorporacion de las 16
unidades intactas de acetato que se habian establecido a partir de los valores de las
constantes de acoplamiento carbono-carbono en los experimentos con acetato (Figura 9).
Sin embargo, y dada la similitud de estos valores, este estudio puso de manifiesto que la
asignacion previa de los desplazamientos quimicos de los carbonos C-6 y C-21 era
erronea, estando las sefiales intercambiadas por lo que hubo que reasignarlos. En cualquier
caso, hay que significar que este hecho no afecta a las conclusiones obtenidas de los

marcajes, puesto que ambos carbonos derivan del carboxilo del acetato.

Como ya hemos comentado anteriormente y con el fin de confirmar nuestra
propuesta biogenética para los fragmentos B y D, se realizaron en nuestro laboratorio los
experimentos de marcaje por adicion de los precursores hipotéticos [1,4-13CZ] succinato
sodico y [2-13C1] butirato sodico a los cultivos de Prorocentrum lima. Para el primer caso
la razén es obvia puesto que su origen lo proponiamos en el metabolismo del succinato.
Para el segundo, su origen lo estableciamos en el catabolismo de la valina a
hidroximetilglutarato, lo que implica que para la formacion del acetoacetato precursor de
éste tenga que producirse un reagrupamiento isobutirato-butirato. La incorporacion
selectiva del [2—13C1] butirato sodico en el carbono C-26 de la toxina seria un dato
irrevocable de apoyo a la hipotesis propuesta. La razon por la que escogimos un intermedio

avanzado del catabolismo de la valina en lugar del aminoacido, es porque de esta forma se
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asegura un mayor grado de incorporacion en el producto final, facilitando el analisis por
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A. DESCRIPCION GENERAL DEL EXPERIMENTO BIOSINTETICO

La cepa del dinoflagelado elegida para llevar a cabo estos estudios fue la PL-2,
debido a que es la que presenta una mayor proporcion de acido okadaico 1 en relacion a la
cantidad de extracto obtenido y que ademas produce el 7  hidroxi-4'-metil-2'-metilen-
hepta-4'-enil-okadaato 6, igualmente util para nuestros intereses. Dadas las similitudes
estructurales de estas dos toxinas con las otras toxinas del grupo, los resultados que se
obtengan sobre el acido okadaico y su posterior discusiéon pueden ser perfectamente
extrapolados al resto, como se ha comprobado en los estudios biosintéticos anteriormente

realizados sobre la DTX-1.

Los datos de los desplazamientos quimicos de los espectros de RMN "°C, tanto del
AO como del éster 6, necesarios para la evaluacion de los resultados de los experimentos

biosintéticos se recogen en la tabla 4.

Cada experimento biosintético comenzaba con la inoculacion de 3 | de medio
Guillard K en ocho erlenmeyer de 5 1 con 250 ml de cultivo de P. lima cada uno. Se dejaba
entonces crecer el cultivo durante un periodo de seis dias y en el séptimo se procedia a la
adicion de penicilina G y sulfato de estreptomicina. Los antibioticos fueron elegidos en
funcion de que entre ambos cubren un amplio espectro bacteriano y las concentraciones
usadas fueron las mismas que en los experimentos biosintéticos con acetato, es decir 40 Ul
de penicilina G y 200 UI de sulfato de estreptomicina por ml de cultivo, que se adicionan
disueltas en agua bidestilada y esterilizada. Al dia siguiente de afiadir los antibioticos, se
procedié a la adicion al medio de cultivo de los marcadores correspondientes. Las
concentraciones de marcadores utilizadas fueron de 0.33 mM de [2—13C 1] butirato sodico;
0.33 mM y 0.15 mM de [1,4—13C2] succinato sodico. El cultivo se dejo crecer durante 15
dias y se procedio a la recoleccion de las células, a la extraccion de las mismas y al

aislamiento cromatografico de las toxinas. (Esquema 4).
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Cultivo Erlenmeyers de 250 ml

Inoculacion

Cultivo Erlenmeyers de 5 |

6 dias

40 Ul/ml Penicilina G
Adiciéon de Antibioticos
200 Ul/ml Sulfato
Estreptomicina

1 dia

Adiciéon de marcadores

15 dias

Recoleccién, Extraccion,
Aislamiento de toxinas

Esquema 4

B. ANALISIS DE LOS RESULTADOS DE LOS EXPERIMENTOS DE
ADICION DE [1,4-‘3(:2] SUCCINATO SODICO

En este experimento biosintético, afadimos inicialmente el precursor en una
concentracion de 0.33 mM, que supuso la mitad de la utilizada en los experimentos de
acetato. A esta concentracion se produjo la muerte generalizada del cultivo a los cuatro
dias de haberse producido la adicion de marcador por lo que decidimos repetir el
experimento disminuyendo las cantidades de succinato. Asi, en la siguiente experiencia se

anadié sélo una concentracion 0.15 mM, consiguiéndose que las células se mantuviesen
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con vitalidad durante los 15 dias necesarios para el proceso. Ahora bien, durante este

tiempo no se observo un crecimiento significativo de la biomasa celular.

Como resultado del proceso de aislamiento aparecid tnicamente el 7" hidroxi-4'-
metil-2'-metilen-hepta-4'-enil-okadaato 6 y a muy bajas concentraciones, no observandose
la presencia de acido okadaico, toxina mayoritaria en esta cepa. La presencia de esta
pequeiia cantidad de toxina podria ser debido a que como es sabido, concentraciones altas
de succinato sddico producen una inhibicion del ciclo del acido citrico, dando lugar a una
disminucion de los niveles de citrato.”> Este hecho lleva consigo la ralentizaciéon de la
formacion de acidos dicarboxilicos y, por tanto, de la formacion de toxinas polietéreas. La

razon por la cual no se forma acido okadaico libre resulta para nosotros inexplicable.

(Esquema 5).
Glucosa |
Acetil-CoA <—— Acidos grasos
Glucdlisis Sintesis de
Carnitina 4cidos grasos
Piruvato Canitina ) Malonil-CoA
Acetiltransferasa | SN
. + \\\\\\
Acetil-COA «———— Acetil-CoA Acetil-CoA
B-oxidacion \J
. Acetil-CoA ()
Piruvato Carboxilasa (+)
A A
Oxalacetato ——————— Citrato > Citrato ---------- J
W
MITOCONDRIA
Piruvato - Malato = Oxalacetato
Esquema S

25. 1.D. Rawn, “Bioquimica”, Ed. Interamericana-McGraw-Hill, 1989, 446-450.
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En cuanto al estudio de los espectros de carbono obtenidos del éster, el grado de
enriquecimiento comparado con el observado con los experimentos con los acetatos es
bajo. Ademas, no se ha producido enriquecimientos distintivos en el contenido de carbono
13 de los carbonos de la molécula, sino que preferentemente éstos han sido al azar,
probablemente como consecuencia de una metabolizacion previa a la incorporacion del

precursor a la correspondiente ruta metabdlica.

Un estudio detallado s6lo nos permite observar un pequefio incremento en la
intensidad del pico correspondiente a C-8, con respecto al espectro de producto sin
enriquecer, lo que parece confirmar la hipotesis anteriormente propuesta (Figura 10).
Situaciones similares se observaron en la brevetoxina donde la incorporacion de succinato
sodico fue tan baja que fue imposible de detectar por RMN °C, teniendo que recurrirse a

la utilizacion de isotopos radiactivos.’®

(A) C-8 C-34 (B) C8 C34

i

Figura 10. Fragmentos de los espectros de RMN-13C, correspondientes a las zonas de las
senales de los carbonos C-8 y C-34. (A) Muestra procedente de un cultivo sin adicion de
marcador. (B) Enriquecida con [1,4-"°C,] succinato sédico.

==
100

En situaciones similares o simplemente como estrategia para la incorporacion de
precursores avanzados, se han utilizado derivados de éstos en forma de tioésteres de N-
acetil-cisteamina, que actia como agente de transporte.”® En nuestro caso, llevamos a cabo
experimentos sin marcaje afiadiendo al cultivo concentraciones similares a las utilizadas en
los experimentos biosintéticos, tanto de N-acetilcisteamina como del derivado con el
acetato. El resultado fue que el cultivo lo ha tolerado mal, paralizandose en su crecimiento,

cambiando de color y produciéndose la muerte generalizada de las células.

26. S.Leyy col., Tetrahedron Lett., 1994, 35, 307-326.
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C. ANALISIS DE LOS RESULTADOS DE LOS EXPERIMENTOS DE
ADICION DE [2-"*C;] BUTIRATO SODICO

En base a la propuesta establecida para el fragmento D, se realizé el experimento

N . 13 . , 1 .
biosintético de adicion del precursor [2- C,] butirato sddico a concentraciones de 0.33
mM. Las toxinas obtenidas en este caso, fueron tanto acido okadaico 1 como 7' hidroxi-4'-

metil-2'-metilen-hepta-4'-enil-okadaato 6.
C.1. Resultados con el Acido Okadaico.

El AO resultante del experimento biosintético con [2-"*C,] butirato sédico, mostro
enriquecimientos distintivos en las sefiales del espectro de RMN °C correspondientes a
veintiséis carbonos: C-1, C-3, C-5, C-7, C-9, C-10, C-12, C-14, C-16, C-18, C-20, C-22,
C-24, C-25, C-26, C-28, C-30, C-32, C-34, C-36, C-39, C-40, C-41, C-42,C-43 y C-44,y
dos carbonos, C-37 y C-38, que ain cuando aparecen enriquecidos lo hacen en mucha
menor proporcion que el resto. Esta situacion es totalmente equivalente a la observada

durante los experimentos biosintéticos por adicion de [2-*C,] acetato sodico (Figura 11).

[2-'C,] butirato

[2-**C4] acetato

Ca2

C

Figura 11
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Las senales correspondientes a los carbonos C-9, C-10 y C-40, presentan alrededor
del pico de cada una de ellos, sefiales satélites de baja intensidad debidas a acoplamientos
carbono-carbono. En efecto, en la figura 12, se dan las sefiales seleccionadas
correspondientes a estos carbonos, pudiendo observarse que las de C-9 y C-40 aparecen
flanqueadas por un doblete con una constante de acoplamiento 56.0 Hz y 43.1 Hz,
respectivamente, en tanto que la de C-10 esta flanqueada por dos dobletes de constantes
idénticas a las anteriores. Este hecho refleja la presencia simultdnea en la molécula de
carbonos vecinales enriquecidos por el precursor, lo que obviamente implica que la
incorporacion de éste no puede ser directa, sino que debe metabolizarse previamente. Por

otro lado, esta secuencia también fue observada durante el marcaje con [2-13C,] acetato.

C-40

Cc-10 0

W A JMJW«M

Para el fragmento C-24/C-26, se vuelve a observar la presencia de carbonos
vecinales enriquecidos y que ademas aparecen acoplados. Asi, las sefales correspondientes
a los carbonos C-24, C-26 y C-42 aparecen flanqueadas por dobletes con constantes de
acoplamientos de 41.6, 42.6 y 74.0, respectivamente. La sefal correspondiente al carbono
C-25 aparece flanqueada por un doble doblete con constantes de acoplamiento idénticas a
las anteriores. El hecho de que el doblete de menor constante de acoplamiento presente una
mayor intensidad es indicativo del doble acoplamiento con C-24 y C-26. De nuevo, la

situacion es similar a la observada en el experimento con [2—13 C,] acetato (Figura 13).
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Finalmente, no se observa enriquecimiento en ninguna de las sefiales de carbono

restantes del acido okadaico.

Este analisis cualitativo de los resultados obtenidos nos lleva a una conclusion
inmediata, cual es que hemos obtenido exactamente el mismo marcaje que en el
experimento con [2-"°C,] acetato. La diferencia estriba, fundamentalmente, en que el
patron de marcaje ha sido mas limpio, puesto que en el experimento con el acetato,
también se observaban pequefios enriquecimientos en los carbonos que, posteriormente se
comprobd, procedian del carboxilo del acetato. Sin embargo, una comparacién minuciosa
de los dos resultados, los marcajes con [2-1C,] acetato sodico y [2-1C,] butirato sodico,
nos permitié establecer diferencias cuantitativas. En efecto, pudimos constatar que los
carbonos C-3, C-14, C-18, C-22, C-30 y C-34 muestran en el experimento con [2-13C1]
butirato sodico, un incremento en la intensidad de las sefiales con respecto al observado
cuando se suministra al medio de cultivo [2-'°C,] acetato sodico. Este incremento lo
interpretamos como consecuencia de un aumento del grado de enriquecimiento, que

alcanza un méaximo en C-34 y C-20 paulatinamente hasta el valor minimo en el C-3. En la
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tabla 5 se sefialan los incrementos de enriquecimiento cuando se comparan las sefales

observadas en los espectros de [2-"°C,] acetato sodico con los de [2-"°C,] butirato sodico.

Carbonos % de A
no
C-3
C-14
C-18 11
C-22 20
C-30 10
C-34 20

Tabla 5. Incrementos de enriquecimiento en el experimento con [2-">C1] butirato sédico,
con respecto al marcaje con [2-*C4] acetato sédico.

C.2. Resultados con el 7' hidroxi-4'-metil-2'-metilen-hepta-4'-enil-okadaato

El resultado sobre esta molécula en lo que respecta al esqueleto de okadaico es
igual al anterior. Asi, se aprecia enriquecimiento en los mismos carbonos que con los
experimentos de [2-">C,] acetato s6dico y también un incremento, en este caso algo menos
acusado, en los carbonos C-3, C-14, C-18, C-22, C-30 y C-34. En este punto, hay que
sefalar que la cantidad aislada fue muy pequefia, lo que redunda en la calidad de la

espectroscopia.

En lo que respecta a la cadena lateral, las sefales correspondientes a C-3’, C-5’, C-
7, C-8’ y C-9’ aparecen enriquecidas con el experimento de [2—13C 1] butirato sodico, no
observandose incorporacion en ninguna otra sefial. Destaca entre éstas ultimas que los
carbonos C-1° y C-2° repiten la situacion observada en todos los experimentos
anteriormente realizados en nuestro laboratorio, por lo que seguimos careciendo de

evidencias que nos aclaren el posible origen de sus carbonos.
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D. DISCUSION DE LOS RESULTADOS

Resulta evidente que para la discusion de los resultados, o lo que es lo mismo,
tratar de proponer una posible ruta biogenética de este grupo de toxinas elaboradas por
dinoflagelados marinos, tendremos que tener en cuenta todos los resultados experimentales
obtenidos, tanto por nuestro grupo de trabajo como los aportados por el grupo de Wright
en Canadd. En la discusion que sigue nos referiremos de forma exclusiva al acido
okadaico, bien entendido que las conclusiones son aplicables al resto de las toxinas del
grupo. Esto se debe a que experimentos particulares llevados a cabo con alguna de ellas,
han demostrado que las secuencias de marcaje son idénticas y por lo tanto, también lo sera
su origen biogenético. En cualquier caso, las situaciones que exijan un comentario

particular, serdn oportunamente indicadas.

De los experimentos con butirato anteriormente descritos, la observacion mas
directa es que el patron de marcaje resulta cualitativamente idéntico al obtenido al afiadir al
cultivo [2-"*C1] acetato sodico. La explicacion mas inmediata resulta obvia, la B-oxidacion
previa del butirato produce dos unidades de acetato, una de las cuales esta enriquecida con

Be, por lo que su incorporacién serd idéntica (Esquema 6).

CoASH
ﬁ) ? Acil deshidrogenasa CH)
CH3—CH2-(.3H2—C—O' CHz—CHz-CH2—C—SCoA TT' CH?,—CH=§H—C—SCOA
n-butirato crotonil CoA

H,O
Enoil hidratasa

M9
CH3—CH—C}H2—C—SCoA

NAD"
B hidroxi acil deshidrogenasa
NADH + H+
CoASH 0
QHs—é‘J—SCOA + CH3—(H3—SC0A %;a}_ CH3—‘C‘)—9H2—%—SCOA

o<

acetil CoA acetoacetil CoA
Esquema 6
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La conexidn entre el butirato y la molécula de acetato marcada parece indiscutible,
pero al mismo tiempo llama poderosamente la atenciéon el hecho de que con una
concentracion de precursor marcado que es la mitad de la utilizada en el experimento con
acetato (0.33 mM frente a 0.67 mM), se obtengan unos grados de enriquecimiento
similares e, incluso superiores. Asimismo, es de resaltar la limpieza del marcaje, puesto
que no se observa enriquecimiento al azar en ninguno de los carbonos procedentes del
carboxilo, circunstancia observada durante el marcaje con acetato. Todo ello parece indicar

la posibilidad de que el acetato se incorpore a la molécula via butirato.

Otro dato general en este experimento es que se observa que los grupos metilos
aparecen también enriquecidos considerandolos derivados del grupo metilo de las unidades
de acetato. Desde el punto de vista biogenético, se repite esta situacion inusual, ya que en
los policétidos terrestres estos metilos derivan de metionina o propionato. Para los
policétidos marinos se ha propuesto que la incorporacion de este metilo procede de la
condensacion de una unidad de acetato (o malonato) sobre un carbonilo en la cadena del
policétido, seguida de descarboxilacion, un hecho que se da unicamente en algunas

bacterias,”’ algas verde-azuladas® y dinoflagelados.”

Sin lugar a dudas, el hecho mas importante es el enriquecimiento diferencial que se
produce sobre seis carbonos en toda la molécula. Ello implica que, al margen de la ruta
general de incorporacion de las unidades de acetato procedentes del metabolismo del
butirato, éste nos debe conducir a seis precursores mas avanzados capaces de incorporarse
a la molécula. Estos precursores deben caracterizarse por mantener el marcaje diferenciado
que aparece en el butirato, lo que explicaria el enriquecimiento especifico en seis carbonos
de los veintiséis que resultan enriquecidos del marcaje con acetato. Esto nos lleva a
hipotetizar que la biogénesis de la molécula debe producirse por el ensamblamiento de
precursores cetogénicos de origen diverso, circunstancia ya observada en la biogénesis de

las brevetoxinas y que las diferenciaba de la de los poliéteres de origen terrestre.’

27. a)J. Needham, R.J. Andersen, M.T. Kelly, J. Chem. Soc., Chem. Commun., 1993, 1367-1368; b) N.D.
Priestley, S. Groger, J. Org. Chem., 1995, 60, 4951-4953.

28. S.C. Bobzin, R.E. Moore, Tetrahedron, 1993, 49, 7615-7626.

29. J. Kobayashi, M. Takahashi, M. Ishibashi, J. Chem. Soc., Chem. Commun., 1995, 1639-1640.
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Para un mejor desarrollo de la discusion de los resultados obtenidos por nosotros y
la elaboracion de una propuesta biogenética que adecue estos resultados y los de los
experimentos biosintéticos previos, procederemos al estudio de los diferentes fragmentos

comenzando desde el carbono C-38 hasta el extremo contrario de la molécula.
D.1. Origen biosintético del fragmento [C-38/C-27]

En primer lugar, tal y como se ha mencionado anteriormente, para este fragmento,
en el experimento con [2-"°C,] butirato soédico aparecen ligeramente enriquecidos los
carbonos C-38 y C-37, cuyo origen se ha establecido en la glicina a través de experimentos

con incorporacion selectiva de [1,2-°C] y [2-"Cy, 0] glicolato.

) B oxidacion
CHs—C— CHs—CHg- CHz—C—
acetato CoASH n- but|rato
A& ﬁmdamon
HCO3
(}Hs—C—SCoA
" acetil-CoA
’/ciclo del acido citrico
O ;2 (H) . CO2
‘ c\:—g}:\z—o D O "’(‘ZOO'
’C‘)Hz CHs C—COz —> —> H-COH
N .
_O/C§ o plruvato *CHOPO3 2
oxaloacetato 3 fosfoglicerato
(2 vueltas) NAD*
NADH + H*
glutamato

o cetoglutamat

Serina hidroximetil-

. ’:‘(‘:OO- transferasa + “CO0O
H3N—(‘3—H > HsN—(\),:,—H
H Pirodoxal fosfato *CH,OH
g'icina serina
Esquema 7

159



Si consideramos que el [2-'°C,] butirato sédico sufre unas reacciones de P-
oxidacion que lo transforma en dos unidades de acetil-CoA con enriquecimiento en la
posicion del metilo, podemos justificar esta situacion de tenue intensidad de marcaje en C-
38. El que también aparezca un pequeio enriquecimiento en C-37 se comprende
facilmente siguiendo la secuencia del esquema 7, al considerar que las unidades marcadas
en la posicion 2 de acetil-CoA pueden incorporarse varias veces al ciclo del acido citrico.
Después de dos vueltas se llegaria a oxaloacetato doblemente marcado que generaria la
unidad de piruvato totalmente marcada necesaria para dar como resultado la glicina con el

marcaje necesario para explicar nuestro patron de enriquecimiento en esas posiciones.

Los otros carbonos que aparecen enriquecidos en este fragmento son los carbonos
de la cadena C-36, C-34, C-32, C-30, C-28 y los metilos C-43 y C-44, siendo el
enriquecimiento de C-34 y C-30 superior al resto, tal y como se ha indicado previamente.
La explicaciéon de la secuencia de marcaje general ya se ha dado previamente, pero
necesitamos una explicacion para el marcaje diferenciado de C-34 y C-30. Para ello,
proponemos que el fragmento C-36/C-29 debe generarse por condensacion de dos
unidades de glutaconil-CoA. En efecto, tal y como puede observarse en el esquema 8, el
[2—13C1] butirato sodico puede transformarse en el [2—13C1] glutaconil-CoA via crotonil-

CoA, proceso durante el cual se mantiene el marcaje sobre el carbono 2.

L
CHs-CHo-CH—C—O

n-butirato
ATP CoASH
AMP

]
CHz—CH-CH—C—SCoA

FAD
Acil deshidrogenasa
FADH2
CO2
CHS—CH=9H—(H:—SCOA m 'OOC—CHz—CH=gH—‘(‘3—SCoA
croto;mil CoA Blotia glutaconil CoA
Esquema 8
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Finalmente, los carbonos C-28 y C-27 procederian de una unidad intacta de acetato.

De acuerdo con todo ello, el origen biogenético de este fragmento suponemos que
comienza con una unidad de glicina que da lugar a los carbonos C-37 y C-38, y la cadena
se va elongando por condensacion de dos unidades de glutaconil-CoA, que por posterior
decarboxilacion, dan lugar al fragmento C-36/C-29. Por ultimo, se produce la
condensacion de una unidad de acetil-CoA que origina C-27 y C-28. En el esquema 9 se

resume la propuesta biogenética para este fragmento.

(e/e]0)

Esquema 9

Esta ruta biogenética puede acomodarse a los datos experimentales observados
hasta el momento. En efecto, el hecho de que en el fragmento C-36/C-29 aparezca el
mismo patréon de marcaje que el obtenido en el experimento con acetato puede explicarse
en base a que la molécula de acetato procedente de la B-oxidacion del butirato puede
incorporarse a la ruta general de biosintesis de acidos grasos generando unidades de
butirato que aparecerian marcados en los carbonos 2 y 4 y que se incorporarian a la
molécula via glutaconil CoA. El mayor grado de enriquecimiento en los carbonos C-30 y
C-34, seria debido a la incorporacion directa de unidades de [2-13 C,] butirato a la ruta de

formacion del glutaconil-CoA.
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Esta hipotesis, ademas, no entra en contradiccion con los otros resultados
experimentales observados. En efecto, siguiendo la ruta propuesta, uno de los deuterios del
grupo metileno del glutaconil-CoA, se pierde durante la condensacion, lo que explica la
retencion de un solo atomo de deuterio en los carbonos C-36 y C-32. Una explicacion
similar, dada la forma de incorporarse de los metilos, justifica la retencion de dos atomos
de deuterio sobre C-43 y C-44. Finalmente, la retencion del 'O en C-38 y C-27 observada
durante la adicion de los marcadores [2—13C 1 18O] glicolato sédico y [1—13C1, 18O] acetato

sodico, justifica la incorporacion directa de los mismos.

D.2. Origen biogenético del fragmento [C-21/C-26]

En el experimento realizado con [2-">C,] butirato sodico nos aparecen enriquecidos
los carbonos C-22, C-24, C-25, C-26 y C-42, presentando en este fragmento un mayor
grado de enriquecimiento los carbonos C-22 y C-26. Al compararlo con el que se realiza
con [2-"*C,] acetato sodico aparece distintivamente enriquecido C-22. Si las medidas de
las integrales se hacen en una muestra disuelta en CDCl; y desgasificada pasando una
corriente de argon, se observan también ligeros incrementos en el carbono C-26. En cuanto
a los resultados de los otros experimentos, se aprecian retenciones de un deuterio en el

carbono C-22 y de dos en el metilo C-42.

De acuerdo con los resultados obtenidos por nosotros a partir de la adicion de [1-
Byl [2-°C1] vy [1,2-"C,] acetato sédico, se habia propuesto que el fragmento C-23/C-26
procedia de una unidad de hidroximetilglutarato por condensacion de acetil-CoA con una
unidad de acetoacetato procedente de butirato del metabolismo de la valina (Esquema 3).
Con los resultados de este nuevo experimento, esta hipdtesis proponemos modificarla en el
sentido de que la condensacion de esta unidad de acetoacetato sea con una de glutaconil-
CoA, que nos permite explicar los incrementos observados. Asimismo, la hipdtesis es
totalmente compatible con los marcajes con acetato y en lo referente a la incorporacion de
atomos de deuterio, también puede explicarse teniendo en cuenta la funcionalizacion del
fragmento. El hecho de que en el experimento con [2-"C;] acetato sodico se observe

acoplamiento entre los carbonos C-24 y C-25 (Figura 13), obliga a que el policétido
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resultante de la condensacion de estos dos fragmentos se incorpore de forma intacta a la

molécula (Esquema 10).

Esquema 10

D.3. Origen biogenético del fragmento [C-11/C-20]

En el experimento biosintético realizado con [2-'°C,] butirato sodico aparecen
enriquecidos los carbonos C-12, C-14, C-16, C-18, C-20 y el metilo C-41. De forma
distintiva con respecto al marcaje con [2-"°C,] acetato sodico, se observan incrementos en
los carbonos C-14 y C-18. Este marcaje podria ser explicado a través de la condensacion
de dos unidades de glutaconil-CoA y una unidad de acetil-CoA. Ahora bien, si tenemos en
cuenta la retencion de dos atomos de deuterio en el C-18 y con el fin de explicarla,
proponemos que una de las unidades C4 sea acetoacetato en vez de glutaconil CoA. Asi
para esta zona de la molécula proponemos la condensacion de una unidad de acetoacetato
procedente de la -oxidacion del [2-"*C] butirato soédico (C-17/C-20), con una unidad de
glutaconil-CoA enriquecida en la posicion o (C-16/C-13), y finalmente una unidad de
acetil-CoA (C-12/C-11). Este proceso se resume en el esquema 11. El presente
encadenamiento nos conduce al fragmento del policétido enriquecido selectivamente con
la funcionalizacion adecuada donde el metilo C-41 se incorporaria sobre el carbonilo

resultante en C-14.
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Esquema 11

D.4. Origen biosintético del fragmento [C-8/C10(40)]

El fragmento B comprende los carbonos C-8, C-9, C-10 y C-40. Aparecen
enriquecidos en el experimento con [2-°C,] butirato sodico, los carbonos C-9, C-10 y C-
40. Este tipo de secuencias en metabolitos derivados de acetato ha sido observada durante
la biosintesis de las brevetoxinas y se propone como ya se enuncié anteriormente, que su
origen biogenético estd en una molécula de succinato después de dos pasos a través del

ciclo del 4cido citrico (Esquema 2).

En el experimento con [1,4-"°C,] succinato sodico, aunque el enriquecimiento de la
muestra no fue selectivo, se observaron ligeros incrementos en las sefial correspondiente a
C-8 lo que unido al hecho de que ninguno de los carbonos de este fragmento presenta
incremento adicional en el experimento con [2-">C;] butirato, refuerza nuestra hipotesis
biogenética que sostiene al succinico como origen del fragmento B. Ademads, como era de
esperar, en el experimento con [2-'°CDs] acetato sodico, hay retencion de un deuterio en

C-9 y de dos en C-40.

D.5. Origen biogenético del fragmento [C-1/C-7].

En este ultimo fragmento aparecen enriquecidos los carbonos C-1, C-3, C-5, C-7 y
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C-39, en el experimento de [2-"°C,] butirato sédico, apareciendo de forma distintiva con
respecto al de [2-13C,] acetato sodico, tan solo el carbono C-3. Empleando el mismo
criterio que en los fragmentos anteriores, este carbono debe proceder del carbono 2 del
butirato que hemos empleado como marcador. De nuevo en este fragmento, se retienen dos
atomos de deuterio sobre C-3, lo que nos obliga a proponer como precursor de la unidad de
cuatro carbonos a una molécula de acetoacetato, probablemente proveniente de la -
oxidacién, en lugar de una de glutaconil-CoA. La retencion observada de '®O sobre el
carbono C-4 en el experimento con [1-°C,, '*0] acetato sodico, podria también explicarse

a través de la misma ruta.

En base a todo ello proponemos que el origen de este fragmento estd en la
condensacion de una unidad de acetato, correspondiente a los carbonos C-6/C-7, que se
condensa con una unidad de acetoacetato para los carbonos C-2/C-5, la cual a su vez se
condensa finalmente con otra unidad de acetato. Esta ultima unidad sufre una
decarboxilacion y posterior oxidacion que da lugar al grupo carboxilo en C-1, que tiene su
origen en un metilo de acetato. Estas condensaciones al igual que en los casos precedentes
nos conducen al policétido con un carbonilo en la posicién C-2, donde debe porducirse la

metilacion que da lugar al C-39. Este proceso se resume en el esquema 12,

Esquema 12
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D.6. Origen biosintético de la cadena del éster 7' hidroxi-4'-metil-2'-metilen-

hepta-4'-enil-okadaato

. . 13 . , q- . .

En los experimentos realizados con [2-°C,] butirato sodico aparecen enriquecidos

los picos correspondientes a los carbonos C-3°, C-5°, C-7°, C-8 y C-9’. Todos ellos
.y . . . 13 71

aparecen también enriquecidos en el experimento con [2-"C,] acetato sodico, y en nuestro

caso no hay ningun enriquecimiento superior, por lo que suponemos que su origen esta en

la condensacion de tres unidades de acetato.

En lo concerniente a los carbonos C-1" y C-2°, que no se enriquecen en los
experimentos de acetato o butirato, aparecen enriquecidos en igual proporcion que el resto
de los carbonos de la molécula, cuando se utiliza como precursor [1,4-"C,] succinato
sodico. El origen exacto de C-1’ y C-2’ esta todavia por determinar, aunque Wright en un
éster similar pero con un carbono menos postula que proviene, al igual que C-37 y C-38,

de la glicina.*

En vista de los resultados anteriores, se confirma la implicacion de rutas
alternativas en la que los microorganismos pueden incorporar fragmentos de cuatro
carbonos, lo que refuerza la hipotesis, a la que hicimos mencién antes, propuesta por el
Prof. Shimizu y col., sobre la utilizacion por parte de los dinoflagelados de diversos
aminoacidos como fuente de acidos carboxilicos para su utilizacion en las sintesis de estas

estructuras polietéreas.

En nuestro caso la conexion directa entre la L-valina y el acetoacetato del
fragmento C-21/C-26, ya ha sido mencionada. Pero, por otro lado, el glutaconil-CoA es
también producto del catabolismo de la lisina (Esquema 13), por lo que, al menos
formalmente, podria pensarse en este aminoacido como la fuente de glutaconil-CoA en el

dinoflagelado.

Por tanto, el siguiente paso que nos planteamos para avanzar en el estudio
biosintético de estas toxinas, fue tratar de verificar si realmente se da este papel de

protagonismo de los aminoacidos.

30. J. Needham, T. Hu, J.L. McLachlan, J.A. Walter, J.L.C. Wright, J. Chem. Soc., Chem. Commun., 1995,
1623-1624.
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IIL.2. EXPERIMENTOS DE ADICION DE AMINOACIDOS A CULTIVOS DE P.
LIMA

Antes de pasar a realizar un marcaje con aminoacidos es necesario estudiar como se

comporta el cultivo cuando se le adiciona este tipo de sustancias, ya que el precio de los
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marcadores es muy elevado y debemos asegurarnos o tener las maximas garantias de que el
cultivo se desarrolla adecuadamente en presencia de los mismos. Por lo tanto, como primer
paso, se ensaya la adicion de las sustancias sin marcar, realizando un estudio sobre como
afecta al crecimiento del organismo y a la produccion de toxinas. Ademas de la valina y la
lisina, aminoacidos implicados en nuestra propuesta biosintética, decidimos completar este
estudio con otros aminoacidos para lo que se llevd a cabo la eleccion considerando
aquellos que nos parecieron mdas idoneos o con alguna posibilidad de participar en el

metabolismo de estos poliéteres.

A. DESCRIPCION GENERAL DEL EXPERIMENTO DE ADICION DE
AMINOACIDOS

Los aminoacidos sobre los que se realizo el estudio fueron: aspartato, cisteina,
valina, leucina, lisina, serina y treonina (todos de la serie L). Fueron afiadidos a los
cultivos en la misma concentracion y con un protocolo similar al que habiamos empleado

en los marcajes con acetato (0.67 mM).

El tratamiento fue el mismo en todos los casos, con la excepcion de que con el
aspartato y la leucina, tuvo que afadirse 150 pl de HCI 5N para conseguir la total

disolucion de estos aminoacidos en agua bidestilada.

Cada experimento consistio en la inoculacion con 10 ml de cultivo de P. lima (1200
células) de 150 ml de medio Guillard K al que se le habian adicionado antibioticos (40 Ul
de penicilina G y 200 UI de sulfato de estreptomicina por ml de cultivo) y 1 ml de la
disolucion del aminoécido correspondiente para obtener una concentracion final en el
medio de 0.67 mM. Los recipientes empleados fueron erlenmeyers de 250 ml. En todos los
casos, las condiciones fueron estériles, empleando una bateria de filtros (1 wm, 0.45 umy
0.22 pm) tanto para los medios de cultivo como para los antibidticos, asi como filtros de
membrana de 0.22 pm para filtrar las disoluciones de los aminoacidos. La manipulacion se
realizd en campana de flujo laminar y en materiales autoclavados. En estas condiciones se
prepararon 5 erlenmeyers para cada aminoacido, 10 erlenmeyers de referencia con cultivos

normales sin adicion y 5 erlenmeyers de referencia a los que se les adicion6 150 pul de HCI1
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5N, para los casos en que habia sido necesario recurrir a estas condiciones. El cultivo se
dejo crecer 20 dias y luego se procedid cada diez dias a la recoleccion de células. Esta se
realizO homogeneizando cada recipiente por agitacion vigorosa y raspado del fondo,
separando dos muestras para recuento de células al microscopio y cuatro para analisis de

toxicidad (Esquema 14).

150 ml de medio K
Erlenmeyers de 250 ml Antibidticos
1 ml disolucién aminoacidos

Inoculaciéon 10 ml de cultivo
(1200 cel)

5 erlenmeyers de cada aa
10 erlenmeyers de referencia
5 erlenmeyers de referencia
+acido

20 dias

Recoleccion
(cada 10 dias)

Recuento células (2 ml) Determinacion toxicidad (20 ml)

Esquema 14

Las muestras para recuento de células se prepararon con 2 ml de cada erlenmeyer y
50 pl de Lugol a fin de mejorar la visualizacion al microscopio de tipo invertido. Se
prepard el Lugol de la siguiente manera: 10 g de ioduro potasico disuelto en 100 ml de
agua destilada se mezcla con una disolucion de 5 g de iodo en 10 ml de acido acético
glacial. Las segundas, las muestras para el analisis de toxicidad se obtuvieron a partir de 20
ml de cultivo suspendido y filtrado a través de filtros de lana de vidrio de 2.4 cm de

diametro. Los filtros fueron extraidos con acetona, y los extractos resultantes analizados
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por el método de Yasumoto, método analitico que consiste en derivatizar las toxinas con 9-
antrildiazometano(ADAM), una estructura quimica que permite la deteccion por

fluorescencia (Esquema 15).

CHN, CH,OCOR
60 min
+ R-COOH T
oscuridad
ADAM
Esquema 15

B. ANALISIS DE LOS RESULTADOS DE LA SUPLEMENTACION DEL
MEDIO CON AMINOACIDOS

Los objetivos de este estudio, como hemos indicado, estaban encaminados a
evaluar el comportamiento del cultivo y las posibles variaciones de toxicidad producidas al
suplementar los medios con los distintos aminoacidos. Por tanto, como primer paso se
analizo la evolucion de los cultivos en lo referente al nimero de células/mililitro, ademas
de examinar también la vitalidad de los mismos. Esto es razonable si consideramos que a
la hora de adicionar los precursores, una evolucion normal asegura un mejor rendimiento y

una correcta incorporacion.

Por otro lado, el segundo paso consistié en analizar el perfil toxico de las muestras
e ir midiendo a lo largo del periodo de cultivo como evoluciona la concentracion de las
toxinas por célula producidas por el Prorocentrum lima. Los aumentos o disminuciones de
la produccion de toxinas son un criterio importante a la hora de implicar un determinado
aminoacido en la ruta de formacién de las mismas. Los resultados alcanzados en esos

experimentos se resumen en las tablas 6-8.
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B.1. Crecimiento y vitalidad del cultivo.

Por lo que respecta al aspecto y a la vitalidad de las células resultaron equivalentes
en todos los casos, excepto en el cultivo con cisteina. En éste, las células pierden su
habitual pigmentacion marrén mostrando un aspecto mas blanquecino, falta de vitalidad y
no llegan a alcanzar los 50 dias que abarca el experimento.

En general, los cultivos evolucionan con los pardmetros normales, presentando una
fase de crecimiento exponencial, seguida de una cierta estabilizacion. Sin embargo, se
observan ligeras diferencias en los periodos en que se alcanzan estas fases. Asi, en las
muestras acidificadas y suplementadas con aminoacidos, el maximo de crecimiento se
alcanza en los cuarenta dias de cultivo, en tanto que la muestra de referencia lo alcanza a

los treinta dias inicidndose posteriormente una disminucién con estabilizacion (Figura 14).

cél'mi DIAGRAMA DE CRECIMIENTC
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Figurs 14 dins
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La situacion con el resto de aminoacidos que se suplementaron sin necesidad de
acidificacion, varia ligeramente respecto de la anterior. En efecto, el maximo de
crecimiento se alcanza a los cuarenta dias de cultivo con todos los aminoacidos, en tanto

que el de referencia continua en fase de crecimiento al cabo de cincuenta dias (Figura 15).

cél'ml DIAGRAMA DE CRECIMIENTO

25000

15000

10000

diaw

Figura 15

De forma general, el nimero de células de P. /ima por mililitro es inferior a las
observadas en los cultivos de referencia, excepto en el caso de la leucina que llega a
alcanzar una concentracion de 24766 cél/ml a los 40 dias frente a un maximo de 19793
cél/ml en el de referencia y en el caso de la serina con 20400 cél/ml frente a 19690 cél/ml

(referencia sin acidificar) (Tabla 6).
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En cualquier caso, hay que indicar que las diferencias encontradas entre los
maximos no son excesivas, pudiéndose considerar la produccion celular con medios

suplementados como satisfactoria.

B.2. Analisis de la toxicidad de los cultivos con aminoacidos

El perfil toxico de estos cultivos se evalud por el método de derivatizacion con el 9-
antrildiazometano (ADAM), recogiéndose en la tabla 7 los datos obtenidos de la cantidad
de AO por célula, medidos en pg/cél. Para la obtencion de estos datos se midio la toxicidad

directa del extracto y la toxicidad total del mismo a través de dos protocolos diferentes.

En efecto, por Toxicidad Directa (TD) entendemos la obtenida directamente a
partir del extracto acetonico de las células sometidas previamente a ultrasonido. En esta
medicion se obtiene la concentracion del 4dcido okadaico y de la DTX-1. Sin embargo, hay
que indicar que en la cepa de P. /ima utilizada en estos experimentos, la proporcion de esta
ultima toxina respecto de la del AO es muy baja, razon por la cual en lo sucesivo y durante

el manejo de este dato, nos referiremos a la concentracion de AO libre.

Por Toxicidad Total (TT) entendemos la obtenida a partir del mismo extracto
acetonico que en el caso anterior, pero que es sometido a una hidroélisis alcalina previa a la
medicion de la toxicidad. De esta forma es liberado el acido okadaico esterificado opaco al
analisis anterior evaluandose asi la concentracion total de toxicos presentes(Figura 16). En
este caso, hay que comentar que se ha comprobado que la DTX-1 no aparece esterificada

con diol ésteres.

Al analizar los valores finales de la tabla 7, vemos que los cultivos que sufren un
aumento en la concentracion de toxina por célula con respecto al cultivo de referencia, son
aquellos que fueron suplementados con leucina, valina, lisina, treonina y serina.

Asi, si tomamos en cuenta los datos de toxicidad total en la Gltima medicidn, se
observa que la concentracion de toxina va desde 1.6 veces mas con respecto al cultivo de
referencia en el caso de la valina, hasta 2.2 veces mas en el caso de la serina. De igual
manera, esta produccion va aumentando progresivamente con respecto al cultivo de

referencia a medida que progresan los cultivos. En el caso de los aminoacidos
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anteriormente citados, las concentraciones de toxina al cabo de veinte dias de cultivo y
respecto del de referencia, era 1.29 veces mayor para la valina y 1.32 veces mayor para la

serina.

DIABRAMA DE TOXICIDAD TOTAL

18

16 1

d + t
20 10 40 B0

FECHA DE RECOLECCION [dias)

Figura 16

Si entendemos que el aumento de la concentracion de las toxinas es una
consecuencia de la presencia del aminoacido en el medio, debemos concluir que éstos, tal
como ha sido puesto de manifiesto por otros autores, se implican en la biosintesis de las
toxinas. Esta posible participacion de estos aminoacidos se podria justificar de la siguiente

manera:
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En el caso de la leucina, de acuerdo con los resultados obtenidos por el Profesor Y.
Shimizu mediante adicion de precursor [3,4-3C,] leucina en la sintesis de toxinas marinas
producidas por el Gymnodinium breve, la leucina es metabolizada a [3-"°C] acetoacetato y
[2-C] acetato los cuales son incorporados en las rutas biosintéticas de las
toxinaselaboradas por este dinoflagelado.’ Una situacién similar podria aplicarse a

nuestro caso.

COO’
Hgltl—C‘)—H
H—C‘:—OH
CH3
treonina
7
.
H3C—C—H H3N—CH,—COO"
acetaldehido glicocola
NAD"
Serina hidroximetil- )
NADH + H+ transferasa | | Pirodoxal fosfato
| _
H;C—C—0O )
acetato . €00
HzN—C—H
CoASH, ATP \
CH,OH
serina
AMP, PPi
T
Hz3C—C—SCoA NHa+
acetil-CoA
i
HzC—C—COy
piruvato

Esquema 16
Con treonina y serina este incremento puede justificarse si consideramos que ambos

aminoacidos se transforman por acciéon de la enzima serina hidroximetil transferasa de

forma directa a glicina. La glicina, tal y como se ha puesto claramente de manifiesto en los
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experimentos biosintéticos descritos, se considera el origen de los carbonos C-37 y C-38
del esqueleto carbonado de este tipo de toxinas y probablemente el de los carbonos 1"y 2’
de los ésteres. Asimismo el catabolismo de estos aminoacidos generan acetil Co-A y
piruvato, que pueden ser utilizados como productos de partida en la biosintesis (Esquema

16).

En lo referente a la valina, y de acuerdo con nuestra hipotesis biogenética,
suponemos que €sta se encuentra implicada en la biosintesis del fragmento C-25/C-26(C-
42) del esqueleto carbonado de las toxinas del grupo del acido okadaico (Esquema 3). A
su vez, la lisina se metaboliza a glutaconil-CoA (Esquema 13), otro de los precursores que
proponemos para la biosintesis de varios fragmentos. Por tanto nos parece l6gico pensar
que ambos, tal y como sucede, incrementen de forma notable la produccion de tdxicos

duplicando la cantidad de toxina que se encuentra en un medio de cultivo sin suplementar.

Un aspecto que nos llamoé poderosamente la atencion fueron las proporciones de
produccion de toxina esterificada. En efecto, en la tabla 8, damos las proporciones de AO
libre y esterificado para cada una de las mediciones. Un andlisis detallado de las
toxicidades medidas de forma directa sobre los extractos y la obtenida después de realizada
la hidroélisis alcalina de los mismos, pone de manifiesto que la esterificacion no es un
proceso que guarde ninguna pauta comun. Asi, si establecemos los porcentajes de AO libre
y de su diol éster para cada una de las mediciones que hemos realizado, nos encontramos
con que los valores son totalmente aleatorios. En el cultivo de referencia se observa que la
proporcion de diol éster se duplica al cabo de 50 dias respecto de la medicion a los 20 dias
de cultivo; para la serina es casi cinco veces mayor; para la treonina y la valina los valores
se mantienen; finalmente, en el caso de la leucina la concentracion se reduce a la mitad.
Ademas, si se comparan los porcentajes obtenidos a lo largo de los diferentes tipos de
cultivo, tampoco existe ninguna correlacion logica.

Otros autores, en cultivos realizados sobre cultivos de P. [lima, han relacionado la
cantidad de ésteres aislados con el procedimiento de extraccion utilizado.*' En efecto,
algunos de éstos proponen que durante el tratamiento con ultrasonido de las células

recolectadas, se produce la ruptura de los compartimentos celulares. En dos

31. M.A. Quillian, W.R. Hardstaff, N. Ishida, J.L. McLachlan, A.R. Reeves, N.W. Ross, A.J. Windust,

“Presentado en Sendai”, Julio 1995.
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compartimentos diferenciados se encontrarian, por un lado los ésteres y por otro la enzima
responsable de su hidrolisis, que al entrar en contacto dan lugar al proceso enzimatico. En
nuestro caso, el protocolo de extraccion fue idéntico en todos los casos, al margen de que
el nimero y tipo de muestras analizadas es mayor, puesto que el estudio al que hacemos
referencia solo fue llevado a cabo sobre cultivos de P. /ima sin suplementar. Pero sobre
todo, hay un dato que nos resulta relevante. Se trata de que en el experimento ya
comentado de adicion de succinico enriquecido en 3¢, utilizando el mismo protocolo de
extraccion, solo se aislo diol-éster del acido okadaico, lo que entra en contradiccion con la
teoria anteriormente expuesta.

Ademas, y en estudios a gran escala llevados a cabo con anterioridad, hemos
comprobado repetidamente que en las cepas donde hemos aislado diol-ésteres del acido
okadaico, la proporcion encontrada de toxina libre/toxina esterificada, se mantuvo

aproximadamente igual a lo largo de los diferentes cultivos.

En base a todos estos resultados, es dificil encontrar una explicacion logica a las
proporciones de toxina libre y toxina esterificada presentes en las células de P. /ima. Lo
sensato, en nuestra opinion, es continuar estudiando sobre -cultivos controlados
estrictamente en sus condiciones. Habrd que, comparar datos obtenidos a partir de
diferentes cepas de P. lima cultivadas en diferentes medios de cultivo. Asimismo habra que
observar el comportamiento, variando los ciclos de luz y temperatura, el grado de
envejecimiento, utilizando condiciones de stress para las células, etc., antes de emitir

hipotesis mas o menos especulativas.

En cualquier caso, los resultados alcanzados por nosotros nos ponen de manifiesto
que suplementando los cultivos con determinados aminoacidos, conseguimos un aumento
en la produccion de la toxina. Esto en si mismo tiene un enorme interés de cara a la
utilizacion de los cultivos como fuente de toxinas para su uso como patrones de referencia
en los laboratorios de analisis, asi como para estudios farmacologicos. Ademas y de cara a
la continuacidén de los estudios biosintéticos, estos estudios nos abren la posibilidad
razonable de utilizar aminoacidos marcados para avanzar en el estudio de la biosintesis de

este interesantisimo grupo de sustancias.
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1V. PARTE EXPERIMENTAL



IV.l. TECNICAS EXPERIMENTALES

Resonancia Magnética Nuclear

Para la realizacion de los experimentos de RMN, los productos fueron disueltos en
CDCl, o Metanol deuterado, usando TMS como referencia interna. Dichos espectros, tanto
de 'H como de '3C, fueron realizados en espectrometros BRUKER® AMX 400 MHz. Se
utilizaron los programas COSY, COSY DQF, NOESY, ROESY, DEPT, HMBC,
INADEQUATE, HMQC y HMQC-TOCSY los cuales fueron suministrados por la casa
BRUKER®. Los datos de adquisicion obtenidos en el espectrometro BRUKER® AMX 400
fueron procesados en un PC utilizando el programa WIN-NMR de BRUKER® version
931115.

Masas

Para los espectros de masas realizados usando la técnica de electrospray se utilizd
un espectrometro de la marca VG-FISONS®. Como fase movil se empled
MeOH:H,0+1%AcOH, a un flujo de 20 pl/min, inyectando una muestra de 20 ul de

concentracion 20 ng/ul. La temperatura de la fuente de ionizacion se fijo a 100° C.

Cromatografia en columnas

La cromatografia se realizé en columnas pre-empaquetadas LOBAR® GROBE B
(310-25)- LICHROPREP RP 18 (40-63um) de la casa MERCK®, y bombas de media
presion con cabezal de émbolo de ceramica, de la casa FLUID METERING®, modelo RP-
SY.

Cromatografia HPLC

En este tipo de cromatografia se utilizd un sistema de HPLC compuesto por una
bomba HPLC LKB®, modelo 2248, columnas p-Bondapak C-18 (D.I. 1.9 cm; longitud 15
cm) y un detector de fotodiodo 2MD RAPID SPECTRAL, LKB®.

Las cromatografias en gradiente fueron realizadas en un HPLC de la marca
SHIMADZU®, compuesto por un sistema de dos bombas modelo LC-7A, con mezclador

de alta presion, un controlador de gradientes modelo SCL-6B, un detector de fotodiodos de
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la misma marca modelo SPD-M6A y una columna p-Bondapak C-18 (D.. 1.9 cm;
longitud 15 cm).

Los andlisis de los derivados de las toxinas con 9-antrildiazometano fueron
realizados en un HPLC de la marca HEWLETT-PACKARD® HP104 A, con una columna
Superspher 100 RP-18 (D.I. 0.4 cm, longitud 25 cm), conectado a un detector de
fluorescencia en el que se fijan los valores de 365 nm para la excitacion y 412 nm para la
emision. El eluyente empleado fue una mezcla Acetonitrilo:H,O (80:20), a un flujo de 1.1

ml/min y a temperatura constante de 35° C.

Cromatografia de gel-filtracion
Para este tipo de cromatografia se uso la Sephadex LH-20, de PHARMACIA FINE
CHEMICALS®, y las columnas se montaron siguiendo las instrucciones del fabricante. La

mezcla de eluyente utilizada fue n-Hexano:Cloroformo:Metanol (2:1:1).

Cromatografia en capa fina

La evolucién de las cromatografias en columna se siguié mediante cromatografia
en capa fina con placas de la casa SCHLEICHER & SCHULL®, tipo F-1500/LS254. Para
el revelado se siguieron diversos procedimientos:

a) Impregnacion de la placa con una disolucién de H,SO,:H,0:AcOH (1:4:20) en
forma de aerosol, y posterior calentamiento a 140° C.

b) Impregnacion de la placa con una disolucion al 10% de 4cido fosfomolibdico en
etanol, también en forma de aerosol, y posterior calentamiento a 140° C.

La cromatografias fueron eluidas en un sistema formado por la mezcla

Benceno:Acetona:Metanol: Acido acético 6N (150:80:19:1).

Ensayos farmacologicos

Los cambios en la tension isométrica fueron recogidos por un transductor
isométrico GRASS® FT-03, conectado a un amplificador LETICA®, y a un sistema de
registro plano ABB GOERZ® SE 130. Las preparaciones fueron mantenidas a 32° C de

temperatura a través de un termostato eléctrico SELECTA® 3473100.
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Filtracion y esterilizacion de medios de cultivo

Para la filtracion y esterilizacion del agua de mar y de los medios de cultivos en
grandes volumenes se utilizd6 un sistema de filtracion compuesto por una bomba
peristaltica MASTERFLEX® modelo 7521-25 conectado a un conjunto de filtros de 5 pm,
1 um y 0.22 pm, de la marca GELMANS® que permite obtener un flujo de 2 1/min.

La esterilizacion por filtracion de volumenes pequetios, de las disoluciones stock de
nutrientes y de precursores enriquecidos fueron realizadas con filtros COSTAR® Ref. 8374
de membrana de nylon 0.22 um, y almacenadas en botellas de poliestireno de 0.5 1

COSTAR® Ref. 8393.

Recoleccion por centrifugacion
En la recoleccion de células fue utilizada una centrifuga SORVAL® RC-5B, con un
sistema de alimentacién en continuo, y todo el proceso se realiza con un control de la

temperatura entre 5° C 'y 10° C.

Autoclavado
Todo el material estéril necesario para la realizacion de los cultivos de
dinoflagelados fue autoclavado en un aparato MATACHANA® 80-LVR, con un programa

de 120° C durante un periodo de 30 minutos.

Disolventes y reactivos
Los disolventes fueron secados mediante métodos estandar, y usados bajo
atmosfera de argon. Los reactivos se usaron normalmente en su forma comercial sin

purificacion, excepto cuando las condiciones de extrema sequedad lo requerian.
Productos enriquecidos en B¢

Los precursores enriquecidos en ">C, nos fueron suministrados por la casa

ISOTEC®, y en todos los casos la riqueza era superior al 99 %.
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IV.2. ESTUDIO DE COMPLEJACION DEL ACIDO OKADAICO

A. QUELACION DEL ACIDO OKADAICO LIBRE CON CATIONES
ALCALINOS Y ALCALINOTERREOS

El procedimiento general seguido fue el mismo para la adicion de cada uno de los
cationes ensayados, disponiéndose ademas, en cada caso y de forma separada, de una

disolucion de acido okadaico libre preparada en las mismas condiciones como patron.

Experimento A. A 0.5 ml de una disolucion 5.58 x 10° mM (2.79 x 10° mmol) de
AO libre en CDCl3, se le afiadio 0.4 ml de la disolucién salina acuosa 200 mM (80 mmol)
del catién correspondiente (Li', Na", K, Ca* o Mg2+) preparadas a partir de sus cloruros
(LiCl, NaCl, KCl, CaCl,'2H,0 o MgCl,). La mezcla resultante se sometido a agitacion
vigorosa durante 5 min y centrifugacion. Una vez separada la fase orgénica, se monitorizd
por espectroscopia de RMN 'H.

Este experimento fue repetido de igual forma aumentando la concentracion de la

disolucion salina a 400 mM y 600 mM.

Experimento B. A 0.4 ml de disolucion de AO libre 5.58 x 10 mM (2.23 x 10~
mmol) en Metanol-ds, se le afadié en el mismo tubo de resonancia 0.1 ml de disolucién
200 mM en D,0O (20 mmol) del cation correspondiente (Li", Na*, K*, Ca®" o Mg™), y

fueron monitorizadas por espectroscopia de RMN 'H.

Experimento C. Repetimos el mismo procedimiento anterior, pero aumentando la
cantidad de disolucion salina afiadida, de forma que a 0.4 ml de AO 5.58 x 10 mM (2.23
x 10 mmoles), se le afiadié 0.2 ml, 200 mM (40 mmoles) del catién correspondiente. A
continuacion, cada una de estas disoluciones fueron concentradas a vacio y el residuo

resultante disuelto en 0.4 ml de CDCl; y monitorizadas por espectroscopia de RMN 'H.
Experimento D. 2.23 x 10~ mmoles de AO libre y 20 mmoles de los cloruros

correspondientes se disolvieron en 5 ml de la mezcla MeOH:H,O (85:15), fueron pasadas a

través de un Sep-pak C-18 (Water®) de fase reversa lavando seguidamente con 5 ml de
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MeOH, el disolvente fue evaporado a vacio y el residuo resultante disuelto en CDCl; y

monitorizado por espectroscopia de RMN 'H.

B. ENSAYOS DE DESCOMPLEJACION DEL ACIDO OKADAICO CON
ETERES CORONA

A dos muestras de 1.5 mg cada una de AO complejado obtenido de fuente natural y
disuelto en 0.4 ml de CDCl; en sendos tubos para espectroscopia de RMN, se le afiade 50
ul de disoluciones en CDCl; (0.1 M) de los siguientes éteres corona: el 18/6

(1,4,7,10,13,16-hexaoxaciclooctadecano) y el 15/5 (1,4,7,10,13-pentaoxaciclopentadecano)

C. ENSAYOS FARMACOLOGICOS

Se utilizaron segmentos longitudinales de musculo liso uterino de ratas hembras
virgenes de raza Sprague-Dawley, con un peso medio de 200 a 250 gramos
aproximadamente, a las que, 24 horas antes de comenzar la experiencia se les administro
una inyeccion intraperitoneal de benzoato de 17-B-oestradiol (dosis de 4 mg/Kg), con el fin
de unificar las condiciones experimentales y tener la seguridad de que todas ellas se
encuentran en periodo “estro”. Los segmentos fueron depositados en placas de Petri
conteniendo 4 ml de la disolucion fisiologica de Sund’s con la siguiente composicion
(mM): NaCl 154; KCI 5.6; CaCl, 0.54; MgCl, 0.95; NaHCO; 5.95 y glucosa 2.78 (pH 7.4).
Las preparaciones se sometieron a una tension inicial de 0.5 g manteniéndolas a 32° C y
bajo burbujeo continuo con 95% O; y 5% CO,. Los cambios en la tensién isométrica
fueron recogidos por un transductor isométrico GRASS® FT-03, conectado a un

amplificador LETICA®, y a un sistema de registro plano ABB GOERZ® SE 130.

Al comienzo de los experimentos y después de un periodo de equilibracion de 45
minutos con lavados cada 15 minutos, los segmentos fueron repetidamente expuestos
durante un corto periodo (3 min) a oxitocina (I uM) hasta que las respuestas fueron
reproducibles. La tltima respuesta a la oxitocina se utilizd como estandar interno para la
contraccion en todos los experimentos. Seguidamente, se permite que el tejido recupere la

linea basal durante un periodo de 45 minutos antes de la adicion del acido okadaico. Solo
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fue aplicada una dosis de AO libre o del complejado obtenido de fuente natural a cada

segmento, ya que €stos no se eliminan con lavados.

Para la obtencion de un medio exento de calcio, sodio o potasio, se suprime la
adicion de la sal correspondiente en la solucion nutricia de Sund’s. En el caso del calcio, se
le afiade un agente complejante de este cation que elimine la posible interferencia de calcio
extracelular residual, para lo cual adicionamos &cido etilglicol bis (2-aminoetil éter)-
N,N,N’,N’,-tetracético (EGTA) ImM. En el caso del sodio o potasio, es necesario
compensar la presion osmotica. Para ello se adiciona colina principalmente, aunque en el

. . ., ~ . +
medio exento de sodio también se puede afiadir K.

IV.3. EXPERIMENTOS BIOSINTETICOS

A. EXPERIMENTOS DE ADICION DE [1,4- *C,] SUCCINATO SODICO
Y DE [2- “C;] BUTIRATO SODICO

A.1. Preparacion del medio de cultivo y adicion de marcadores

. .y . . . y . - ey, 13
Para la realizacion de los experimentos biosintéticos de adicion tanto de [1,4- °C;]
. y qe 13 . , . . .
succinato sodico como de [2- “C;] butirato soédico a cultivos de Prorocentrum lima, se

sigui6 el mismo protocolo.

El experimento se inici6é con la inoculacion del medio de cultivo. Esta comienza
con el trasvase de las células contenidas en dos erlenmeyers de 250 ml que contienen 150
ml de cultivo, a cada uno de los ocho erlenmeyers de 5 1, que contienen 3 1 de medio donde
se realizarian las experiencias de adicion del marcador. Se llevaron a cabo en erlenmeyers,
puesto que permite la correcta esterilizacion de los recipientes en autoclave y ademas toda
la manipulacién necesaria para realizar los experimentos podia hacerse en este estadio en
campana de flujo laminar, manteniendo asi el cultivo lo mas inocuo posible. En cada
trasvase todo el nuevo material que se utilizd fue convenientemente autoclavado,
utilizando en la medida de lo posible material desechable, y el soporte del medio de cultivo

(agua de mar “diluida” con un 5% de agua destilada) filtrado a través de un sistema de

186



filtros de 5, 1 y 0.22 um (Céapsulas GELMAN®, Ref. 12878) impulsado por una bomba
peristaltica MASTERFLEX®. Las disoluciones de nutrientes que van a ser adicionadas
fueron filtradas a través de un filtro COSTAR® (Ref. 8374), con membrana de nylon de
0.22 um, almacenandolas en botellas de poliestireno de 0.5 1, también de la misma marca
COSTAR® (Ref. 8393). Las botellas que contenian disoluciones de vitaminas fueron
guardadas en refrigerador a 4° C, mientras que las que sélo contienen disoluciones salinas
pueden mantenerse a temperatura ambiente. Para la preparacion de 1 1 de medio de cultivo
debe anadirse 1 ml de cada una de estas disoluciones stock de nutrientes a cada litro de
agua de mar diluida un 5% con agua destilada. El cultivo, se dejé crecer durante un
periodo de tiempo de 6 dias. Pasado éste se adicionaron los antibioticos Penicilina G (40
Ul/ml) y Sulfato de Estreptomicina (200 Ul/ml). Al dia siguiente de la adicion de los
antibioticos, se anadieron los correspondientes marcadores. La concentracion de ambos
marcadores fue en un principio de 0.33 mM. Sin embargo, en el caso del succinato ocurri6
que al adicionarlo a esta concentracion, se observé la muerte generalizada del cultivo a los
cuatro dias. A la vista de este hecho se repitid el experimento disminuyendo la
concentracion de este marcador a la mitad 0,16 mM y aumentando el numero de
recipientes con medio a 12 erlenmeyers, y por tanto a 36 1 de cultivo. Pasados 15 dias se
procedi6 a la recoleccion de las células, para realizar la extraccion y el posterior

aislamiento de las correspondientes toxinas marcadas (Esquema 17).

Cultivo Erlenmeyers de 250 ml

Inoculacion

Cultivo Erlenmeyers de 5 |

6 dias

40 Ul/ml Penicilina G
Adicion de Antibidticos
200 Ul/ml Sulfato
Estreptomicina

1 dia
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Adicion de marcadores

15 dias

Recoleccion, Extraccion,
Aislamiento de toxinas

Esquema 17

A.2. Recoleccion y extraccion

En ambos casos, cuando se procedio a la recoleccion, los fondos de los erlenmeyers
fueron raspados con cuidado para levantar el dinoflagelado depositado en los mismos.
Suspendidas las células, éstas se recolectaron por centrifugacioén a 7000 rpm. El sedimento,
lo constituyo6 las células del dinoflagelado que fueron maceradas con acetona, al tiempo
que para facilitar la rotura de la pared celular, se sometieron a ultrasonido durante 1 hora
aproximadamente. Después de filtrar a través de placa de vidrio y proceder a la
evaporacion del disolvente se obtuvo un extracto de color verde oscuro (1-1.5 g). Este

proceso se esquematiza de la forma siguiente (Esquema 18):

Cultivo de Prorocentrum Lima

Centrifugacién a 7000 rpm

Células de Prorocentrum lima

a) Maceracién Acetona
b) Ultrasonido (1 hora)
c) Filtracion

Restos de células del
dinoflagelado

Extracto organico

Esquema 18
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A.3. Descripcion general del aislamiento de las toxinas

La ruta cromatografica empleada durante el desarrollo de este trabajo comienza con
una columna de Sephadex LH-20 de D.I. 7 cm x 60 cm de longitud, que se prepard dejando
en maceracion con MeOH toda la noche, 700 g de soporte. Luego se estabilizo la columna
con el eluyente que se iba a utilizar en posteriores cromatografias: Cloroformo:Metanol:n-
Hexano (1:1:2). Las dimensiones de esta columna permiten cromatografiar entre 1 y 4 g de
extracto, de forma que las cantidades de extracto obtenidas durante los experimentos
biosintéticos, que oscilan entre 1 y 1.5 g, eran unas cantidades 6ptimas para esta columna.
La fraccidn toxica que se obtuvo después de someter el extracto a esta columna contenia
muy pocas cantidades de clorofilas, con lo que se pudo pasar directamente a la
cromatografia en fase reversa. Por tanto, la fraccion toxica resultante de la primera
cromatografia se vuelve a cromatografiar ahora en una columna Lobar® de fase reversa
Lichroprep RP-18 que se eluyd con una mezcla MeOH:H,O (85:15). Esta cromatografia
permite separar ya los ésteres del AO de la mezcla AO/DTX-1, eluyendo en primer lugar

la mezcla de estas dos toxinas y en segundo lugar los ésteres.

La purificacion final del éster del AO se llevo a cabo en HPLC en una columna pi-
Bondapak C-18 de 5u (D.I. 1.9 c¢m, longitud 15 ¢m), eluyendo con MeOH:H,O (85:15) y

con un flujo de 3 ml/min. Los tiempos de retencion del éster son de 22 min.

La separacion y purificacion final del AO y DTX-1 se llevo a cabo también en
HPLC con la misma columna p-Bondapak C-18 de 5y, pero se emple6 una cromatografia
en gradiente lineal binario que utiliza a) Acetonitrilo:Agua:Acido acético (50:50:0.1) y b)
Acetonitrilo:Acético (100:1). El gradiente lineal es de 1 hora y comienza con la mezcla (a)
y se termina con la mezcla (b), que se mantiene durante 30 minutos adicionales. El flujo se
mantuvo siempre en 2.5 ml/min. En estas condiciones de trabajo los tiempos de elucion del

AO estan en torno a los 25-27 min y de la DTX-1 a los 38-39 min.
El seguimiento de todas las cromatografias se hizo por capa fina, eluyendo las

placas con la mezcla Benceno:Acetona:Metanol: Acido acético 6N (150:80:19:1) en las

que el AO y la DTX-1 presentan un Rf de 0.7 y los ésteres un Rf de 0.8.
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En el esquema 19 se resume la marcha cromatografica descrita:

Extracto Prorocentrum lima

Sephadex LH-20
CHCI3:MeOH:n-Hexano
(1:1:2)

Fraccién Clorofilica Fracciéon Toxica Fraccién Carotenoide
Primeros 50 ml Fraccion AO/DTX-1 Fraccion Esteres
HPLC, u-Bondapak C-18 HPLC, u-Bondapak C-18,
Gradiente lineal de 1h MeOH:H,0
a)CH3CN:H,0:AcOH (50:50:0.1) (85:15)
b)CH;CN:AcOH (100:0.1)
CH3CN:AcOH (100:0.1) 30 min.

I

AO DTX-1 Esteres

Esquema 19

B. ADICION DE AMINOACIDOS A CULTIVOS DE P. LIMA

B.1. Descripcion general del experimento de adicién de aminoacidos

Los aminoacidos con los que se realiz6 el estudio fueron: aspartato, cisteina, valina,
leucina, lisina, serina y treonina (todos de la serie L). Fueron afiadidos a los cultivos en las
mismas condiciones y con un protocolo similar al que habiamos empleado en los marcajes
con acetato enriquecido en °C, empleando la cantidad suficiente de producto para alcanzar
una concentracion final de 0.67 mM.

Las soluciones con los aminodcidos a afadir fueron preparados de la forma

siguiente:
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a) Para valina, lisina, cisteina, serina y treonina se prepara una disolucién en agua
bisdestilada de concentracion tal que 1 ml de ella, al ser afiadido a 150 ml de medio, rinda

una concentracion final de aminoacidos de 0.67 mM.

b) Para aspartato y leucina, se prepara una disolucion de agua bidestilada, a la que
se le afiade 150 ul de HCI 5N, para conseguir la total disolucion de la muestra. De igual
forma 1 ml de ésta, anadida a 150 ml de medio deberia conseguir una concentracion final

de aminoacido en el cultivo de 0.67 mM.

La realizacion del experimento se llevo a cabo como se resume en el siguiente

esquema 20.

Erlenmeyers de 250 ml Aﬁ%g%t?c%gned'o K

1 ml disolucién aminoacidos

Inoculacién 10 ml de cultivo
(1200 cél)

5 erlenmeyers de cada aa
10 erlenmeyers de referencia
5 erlenmeyers de referencia
+acido

20 dias

Recoleccién
(cada 10 dias)

Recuento células (2 ml) Determinacion toxicidad (20 ml)

Esquema 20
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Por lo tanto, cada experimento consistio en la inoculacion de 10 ml de cultivo de P.
lima (1200 células) en erlenmeyers de 250 ml que contenian 150 ml de medio Guillard K
con antibioticos (40 Ul de penicilina G y 200 UI de sulfato de estreptomicina por ml de
cultivo), y 1 ml de la disolucion del aminoacido correspondiente. En todos los casos, las
condiciones fueron estériles. Se empled una bateria de filtros (1 pm, 0.45 pm y 0.22 pm,
anteriormente descrita) tanto para los medios de cultivo como para los antibidticos, asi
como, filtros de membrana de 13 mm de diametro y de 0.22 um para las disoluciones de
los aminoacidos. La manipulacion se realizé en campana de flujo laminar con todos los

materiales autoclavados y en la medida de lo posible que fuesen estériles y desechables.

En estas condiciones se prepararon 5 erlenmeyers para cada aminoacido, 10
erlenmeyers de referencia con cultivos normales sin adicion y 5 erlenmeyers de referencia
a los que se les adicion6 150 pl de HCI 5N, para los casos en que los aminoacidos fueron
disueltos en estas condiciones. El cultivo se dejé crecer 20 dias y se procedié luego cada

diez dias a la toma de muestras y recoleccion de células.

B.2. Recuento de células

Para proceder al recuento de células se realiza la suspension de las mismas en el
medio de cultivo, tal y como se describe en el apartado de recoleccion. Se toma una
alicuota de 2 ml a la que se le anade 50 ul de Lugol preparado de la forma siguiente.
Deben disolverse 10 g de IK en 100 ml de agua, y esta disolucion mezclarse con otra de 5

g de lodo en 10 ml de Acido Acético.

Con las células debidamente tefiidas y fijadas de esta forma se procede al recuento
en el microscopio. Este se lleva a cabo de la forma habitual utilizando una camara de

Neubauer.

B.3. Derivatizacion con ADAM

El protocolo seguido fue el mismo para todas las muestras obtenidas al afiadir a
cultivos de cepas PL2 del dinoflagelado Prorocentrum lima, disoluciones de los distintos

aminoacidos.
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Para la obtencion de la curva de calibrado se utiliz6 una disolucion de 1pug/ml de
AO (Suministrada por Boehringer Ref. 1355-554, con 25 pg) en metanol a temperatura

ambiente.

1) Extraccion

Se homogeneizaron los cultivos por agitacion vigorosa y raspado del fondo de los
erlenmeyers, pasandose 20 ml del cultivo por filtros de lana de vidrio (Whatman, glass
microfibre filters Cat. No. 1822024). Los filtros fueron extraidos dos veces por maceracion
con volimenes iguales de acetona (2x2 ml), al tiempo que para facilitar la rotura de la
pared celular, se sometieron a ultrasonido durante una hora aproximadamente en la primera
extraccion y treinta minutos en la segunda, centrifugando a continuacion, a 3000 rpm
durante 5 minutos cada vez. De esa disolucion acetonica se separan dos alicuotas

(Esquema 21).

La primera se somete al protocolo de derivarizacion de forma directa, y en ella se
puede evaluar la cantidad de AO y DTXs libres, sin esterificar presentes. Se le afiade 1 ml
de agua y 4 ml de cloroformo, se agita durante 1 minuto y se centrifuga a 3000 rpm
durante 5 minutos. Nos quedamos con la fase cloroférmica, y la fase acuosa-aceténica la
extraemos de nuevo con cloroformo. Reunimos las fases cloroférmicas y se secan sobre

NaySO,4 anhidro, teniendo ya listas la muestras para derivatizar.

A la segunda, se le realiza un proceso de hidrdlisis para determinar por diferencia el
contenido de ésteres en las muestras. Para la hidrdlisis, esta alicuota, dependiendo del
numero de células, es llevada a sequedad bajo corriente de nitrogeno. Se le afiade entonces
0.5 ml de una disoluciéon 0.5 N de NaOH:MeOH (10:90) y se somete a agitacion magnética
durante 60 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, es evaporada nuevamente
bajo nitrégeno y se acidula con 2 ml de HCl 0.125 N agitando durante un minuto
aproximadamente sobre un agitador de tubos. Es extraida dos veces con cloroformo (2x2
ml) y la fase orgénica es secada sobre Na,SO, anhidro. Al igual que en el caso anterior,

una vez concluido este proceso tenemos ya listas la muestras para derivatizar.
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Células en un
Cultivo soporte de vidrio
Extraccién con acetona
Ultrasonido y centrifugacion

‘I:"II Vacio a 3000 rpm.

‘ Extracto organico

Medio Alicuota 1 Alicuota 2
Derivatizacion Hidrélisis + Derivatizacion
Toxicidad Directa Toxicidad Total
AOyDTX AOyDTX
sin esterificar sin esterificar + esterificados

Esquema 21
2) Derivatizacién

Las derivatizaciones fueron realizadas basandonos en el método de Lee y
colaboradores, usando una disolucion metandlica aproximadamente al 0.2% de 9-
antrildiazometano (ADAM), preparada a partir de 1.8 mg de ADAM disuelto en 1.2 ml de
MeOH y unas gotas de acetona, agitacion, filtrado a través de 0.45 pm (Millipore,
SJHVO004NS), almacenandola protegida de la luz.

El protocolo fue indistinto tanto para la muestra hidrolizada como para la normal y
consiste en que una alicuota de la disolucion cloroférmica, generalmente 0.5 ml una vez
evaporado el disolvente mediante una corriente de nitrogeno, se le afiaden 200 ul de la
disolucion del ADAM (0.2%), se agita durante 2 minutos, y se mantiene a 40° C durante
una hora en oscuridad. El producto de reaccion es llevada a sequedad bajo corriente de N,
y sometido a un proceso de clarificacion también similar al descrito por Lee y

colaboradores.

3) Clarificacion de las muestras derivatizadas (Clean-up)

El residuo obtenido en el proceso anterior se disuelve en 1 ml de n-Hexano:CHCl;

(1:1)y se transfiere a un Sep-pak de gel de silice (Waters®, WAT051900), mediante el
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siguiente proceso:

3.1.-  Se hacen pasar 5 ml de n-Hexano:CHCl; (1:1).

3.2.- Se adiciona entonces, como ya se ha descrito, la muestra disuelta en 1 ml de
n-Hexano:CHCls (1:1).

3.3.- Una vez adicionada la muestra debe lavarse por primera vez con 5 ml de n-
Hexano:CHCI; (1:1).

3.4.- Un segundo lavado se realiza con 5 ml de CHCI;.

3.5.- Las muestras derivatizadas se eluyen con 5 ml de CHCl;:Metanol (95:5).

La fraccion final fue evaporada y redisuelta en 100 pl de Metanol para analisis en

HPLC.

El proceso se resume en el esquema 22:

5 ml n-Hex:CHCI3 (1:1)

|

5 ml n-Hex:CHCI3 (1:1)
Muestra /\‘M
1 ml n-Hex:CHCI3

(1:1)

a) 5 ml n-Hex:CHCI3 (1:1)
l b) 5 ml CHCI3

¢) 5 ml CHCI3:MeOH (95:5)

Muestra para analizar -——
J\/ €) 5 ml CHCI3:MeOH (95:5) HPLC

a) 5 ml n-Hex:CHCI3 (1:1)
b) 5 ml CHCI3

Esquema 22
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4) Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC)

Los analisis fueron realizados en un Hewlett-Packard HP1046 A, utilizando una
columna de fase reversa Superspher 100 RP-18 (D.I. 0,4 cm, longitud 25 cm). La elucion
fue llevada a cabo a 35° C usando un flujo de 1.1 ml/min con CH3CN:H,O (80:20).

En general se inyecta un volumen de 10 pl de muestra y se fija el detector de

fluorescencia en unos valores de 365 nm para la excitacion y 412 nm para la emision.
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CONCLUSIONES



Se estudia el alga roja Laurencia viridis, recolectada en Callao Salvaje (Adeje), de la
cual se aislan una serie de metabolitos nuevos en la literatura, dos diterpenos de la
clase ciclofitano, los viridioles A y B 41-42, y nueve triterpenos con estructuras
derivadas del escualeno pertenecientes a la series del tirsiferol 43: isodehidrotirsiferol
56, 16-hidroxidehidrotirsiferol 57, tirsenol A 58, tirsenol B 59, 10-epidehidrotirsiferol
60 y 10-epi-15,16-dehidrotirsiferol 61; y a la serie del venustatriol 50:
dehidrovenustatriol 61, 15,16-dehidrovenustatriol 63 y acetato de
predehidrovenustatriol 64. Sus estructuras fueron determinadas a través de la

interpretacion de sus datos espectroscopicos.

A la luz de la identificacion de los nuevos derivados del escualeno se pone en cuestion
la propuesta biogenética clasica para la formacion de estos poliéteres triterpénicos que
pasa por la ciclacion de un intermedio comun, un tetraepoxiescualeno, inducida por la
formacion de un ion bromonio entre los carbonos C-2/C-3. El aislamiento del acetato
de predehidrovenustatriol 64 como un derivado que presenta el anillo A abierto y un
doble enlace terminal en C-2/C-3 parece indicar que no es necesaria la induccion del
ion bromonio para que se produzca la ciclacion, y los cambios de estereoquimica
mostrados en el C-10 en los isébmeros del 10-epidehidrotirsiferol 60, asi como la
presencia en los tirsenoles A y B 58-59 de un agrupamiento enol-éter entre las
posiciones C-13/C-14, apoyan la posibilidad de que la ciclacion no se produzca a

través de un proceso concertado.

Se lleva a cabo la evaluacion de la actividad citotoxica de todos los nuevos
metabolitos aislados del alga Laurencia viridis, observandose que los derivados de
escualeno aislados presentan potentes y altamente selectivas actividades mientras que
las de los viridioles, aunque presentan valores sensiblemente mas bajos, son también

significativas.

Pequefios cambios quimicos dentro de la estructura de la molécula de los triterpenos
aislados, condicionan tremendamente su potencia citotoxica. Asimismo, se establece a
través del analisis de relaciones estructura-actividad y estudios conformacionales, que

el plegamiento y la orientacion que adopta la cadena carbonada entre los carbonos C-
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14/C-19 condiciona en gran medida la potencia de la actividad antileucémica de estos

metabolitos.

Los derivados del escualeno presentan nula actividad inhibitoria enzimatica in vitro
mientras que el viridiol A 41 muestra inhibicion frente a la sintesis de RNA, a
concentraciones de 3 pg/ml frente a cultivos de células P-388 de leucemia linfocitica

de raton.

Ninguno de los metabolitos ensayados del alga L. viridis presenta una manifiesta

actividad antiviral frente al virus HIV (virus que produce inmunodeficiencia humana).

El analisis de los resultados tanto de los estudios de complejacion como de los
farmacologicos, confirman que el complejo del acido okadaico que obtenemos de
nuestros cultivos de Prorocentrum lima, es un complejo formado por acido okadaico y
un catiéon potasio. Asimismo, reflejan que la presencia de este cation juega un
importante papel en la actividad de este poliéter aunque todavia se desconoce el

mecanismo a través del que actua.

Los resultados de los experimentos biosintéticos de adiciéon de [1,4-"°Cs] succinato
sodico y de [2-"°Ci] butirato sodico ponen de manifiesto que la biogénesis del
esqueleto carbonado del acido okadaico debe producirse por el ensamblamiento de
precursores cetogénicos de origen diverso. Estos experimentos confirman la
implicacion de rutas metabolicas en la que los microorganismos pueden incorporar
fragmentos de 4 carbonos. Esto refuerza la hipotesis sobre la utilizacion por parte de
los dinoflagelados de diversos aminoacidos como fuente de acidos carboxilicos,
hipotesis que se confirméd con el hecho experimental de que la suplementacion del
medio de cultivo con determinados aminoacidos produce un aumento en Ia

concentracion de toxinas.
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