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Aislamiento y elucidacion estructural de metabolitos polares de

holotureos con potencial actividad biolégica

Resumen

Palabras clave: Holotureos, glicésidos triterpenoidales, Psolus patagonicus, Psolus
squamatus, Pseudocnus dubiosus leoninus, Hemioedema spectabilis, Athyonidium

chilensis.

En el presente trabajo se describe el aislamiento y la elucidacion estructural de
metabolitos polares presentes en cuatro holotureos provenientes del Mar Argentino y

uno del Mar Chileno.

La primer especie estudiada fue Psolus patagonicus. A partir del extracto etanélico
del organismo se aislaron los glicdsidos triterpenoidales sulfatados Patagonicésidos A
(1), B(2) y C(3). El compuesto mayoritario 1 fue aislado por primera vez en nuestro
laboratorio a partir de ejemplares de P. patagonicus recolectados en Bahia Ensenada
(Tierra del Fuego). Los glicésidos minoritarios 2 y 3 son compuestos novedosos. Los
compuestos disulfatados 1 y 3 se diferencian Gnicamente en la posicion de uno de los
grupos sulfato unido a los monosacéaridos de la cadena glicosidica, mientras que el
compuesto 2 es monosulfatado y presenta una cadena glicosidica diferente a la de 1
y 3.

Los compuestos 1-3 presentaron actividad citotéxica y antiproliferativa frente a las
lineas celulares tumorales A549, Hep3B, MDA-MB231 y actividad antifiUngica frente a
Cladosporium cladosporoides, Cladosporium fulvus, Fusarium oxysporum y Monilla sp.

Los glicésidos triterpenoidales bioactivos Patagonicésidos A (1), B (2) y C (3)
también fueron aislados del holotureo Psolus squamatus, especie estudiada por
primera vez desde el punto de vista quimico en este trabajo de tesis doctoral.

Del extracto etandlico de Pseudocnus dubiosus leoninus se aislaron dos glicésidos
triterpenoidales (4 y 5). El compuesto novedoso 4 presenta la aglicona 16-ceto-
holost-7-en-3B-0l y su cadena glicosidica corresponde a [3-O-metil-B-D-
glucopiranosil-(1-3)-6""-0-SO3Na-B-D-glucopiranosil-(1-4)-B-D-quinovopiranosil-(1-
2)-4"-0-SO;Na-B-D-xilosa] identificada previamente en los glicésidos
Cucumechinésidos A y C, aislados del holotureo Cucumaria echinata y en
Hemoiedemésido A, aislado del holotureo Hemioedema spectabilis.

Hemioedema spectabilis fue la cuarta especie estudiada. Se aislaron dos

compuestos, Hemoiedemdsidos A (6) y B (7), previamente caracterizados en nuestro



laboratorio. Ambos compuestos presentan la misma aglicona y se diferencian en el
grado de sulfatacion de sus cadenas glicosidicas. Los glicésidos presentaron actividad
citotéxica y antiproliferativa frente a las lineas celulares A549 y Hela. El compuesto
trisulfatado B (7) resulté més activo en ambas lineas celulares.

De H. spectabilis se aisl6 ademas una mezcla compleja de glucosilceramidas
compuesta por gluco- y galactocerebrésidos no informados anteriormente para este
holotureo. Los compuestos aislados presentaron actividad citotdxica y antiproliferativa
frente a la linea celular A549.

El holotureo Athyonidium chilensis es una especie comestible explotada
comercialmente por Chile. A partir de los extractos polares de su parte interna,
epidermis y tubulos se aislaron fosfolipidos como componentes mayoritarios en las
tres partes del organismo, ademds de glicdsidos triterpenoidales minoritarios. Los
acidos grasos componentes de los fosfolipidos presentaron mezclas complejas de
acidos grasos saturados, monoinsaturados y poliinsaturados, incluyendo los acidos
araquidoénico y eicosapentanoico. La gran concentracion de fosfolipidos en A. chilensis,
Su composicion en acidos grasos esenciales y la baja concentracion de saponinas
toxicas demuestran por primera vez el valor nutritivo de esta especie.

Todos los extractos de las especies estudiadas fueron purificados mediante
distintas técnicas cromatogréaficas. La elucidacion estructural de los compuestos se
realiz6 mediante una combinacién de experimentos de RMN (1D vy 2D),
espectrometria de masa de alta resolucién y reacciones quimicas para la obtenciéon de

derivados.



Isolation and structural elucidation of polar metabolites with

potential biological activity from sea cucumbers

Summary

Key words: Holothuria, triterpenoidal glycosides, Psolus patagonicus, Psolus
squamatus, Pseudocnus dubiosus leoninus, Hemioedema spectabilis, Athyonidium

chilensis.

In this work, the isolation and structural elucidation of polar metabolites from four

sea cucumbers from the Argentinian Sea and one from the Chilean Sea are described.

Psolus patagonicus was the first sea cucumber studied. After purification of the
ethanolic extract of the organism, sulfated triterpene glycosides Patagonicosides A
(1), B (2) and C (3) were isolated. Compound 1 had been isolated for the first time in
our laboratory from specimens of P. patagonicus collected in Bahia Ensenada (Tierra
del Fuego). Minor glycosides 2 and 3 are novel compounds. Disulfated compounds 1
and 3 differ in the position of one sulfate in the glycosidic chain, while monosulfated
compound 2 presents a glycosidic chain different from that in 1 and 3.

Compounds 1-3 showed cytotoxic and antiproliferative activities against tumor cell
lines A549, Hep3B and MDA-MB231 as well as antifungal activity against
Cladosporium cladosporoides, Cladosporium fulvus, Fusarium oxysporum and Monilla
sp.

Bioactive triterpene glycosides Patagonicosides A (1), B (2) and C (3) were
isolated from the sea cucumber Psolus squamatus. This species was studied for the
first time in this work.

From the ethanolic extract of Pseudocnus dubiosus leoninus two triterpene
glycosides (4 and 5) were isolated. Glycoside 4 is a new compound with 16-ceto-
holost-7-en-3B-0l as the aglycone and [3-O-metil-B-D-glucopyranosyl-(1-3)-6"'-O-
SO;z;Na-B-D-glucopyranosyl-(1-4)-B-D-quinovopyranosyl-(1-2)-4 " -O-SO;Na-p-D-
Xilose] as the glycosidic chain. This oligosaccharide chain has been previously
characterized in the glycosides Cucumechinosides A and C, isolated from the sea
cucumber Cucumaria echinata and in Hemoiedemoside A, isolated from Hemioedema
spectabilis.

Hemioedema spectabilis was the fourth species studied. Two compounds,
Hemoiedemosides A (6) and B (7), previously characterized in our laboratory were

isolated. Both compounds have the same aglycone and differ in the number of sulfate



groups in their glycosidic chains. Both glycosides showed cytotoxic and
antiproliferative activities against tumor cell lines A549 and Hela. Trisulfated
compound B (7) was more active in both cell lines.

A complex mixture of gluco- and galactocerebrosides was isolated from H.
spectabilis for the first time. The isolated compounds showed cytotoxic and
antiproliferative activities against tumor cell line A549.

Athyonidium chilensis is an edible sea cucumber of high commercial value in Chile.
Phospholipids were isolated as the major components from tubules, body wall and the
internal part of the organism, together with minor triterpene glycosides. Phospholipids
were composed by a complex mixture of saturated, monounsaturated and
polyunsaturated fatty acids, including arachidonic and eicosapentaenoic acids. The
high concentration of phospholipids in A. chilensis, the presence of esential fatty acids
in the polar lipids and the low concentration of toxic saponins demonstrate for the
first time the nutrional value of this species.

The extracts of the sea cucumbers were purified by diverse chromatographic
techniqgues. The structural elucidation of the compounds was performed by a
combination of NMR experiments (1D and 2 D), high resolution mass spectrometry

and synthesis of derivatives.
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CAPITULO I-INTRODUCCION

I.1 COMPUESTOS MARINOS Y SU IMPORTANCIA EN EL
DESCUBRIMENTO DE NUEVAS DROGAS

En la actualidad es destacable el gran impacto que han tenido los productos
naturales en el descubrimiento de compuestos con actividad biolégica'. Ademas
de los metabolitos primarios (tales como azlcares, lipidos, proteinas, ATP y
acidos nucleicos), esenciales para las funciones fisiolégicas basicas, los
organismos (tanto marinos como terrestres) producen metabolitos secundarios
que son utilizados en estrategias de defensa y supervivencia en el medio en
donde habitan. En particular, los organismos marinos producen metabolitos

secundarios con estructuras quimicas Unicas, no encontradas en el reino vegetal.

En base a esto, la tendencia actual de la mayor parte de los programas de
busqueda de nuevos metabolitos es la seleccion de organismos procedentes de
ambientes extremos con el fin de aumentar la probabilidad de aislar nuevos
metabolitos con estructuras quimicas novedosas.

Los océanos constituyen alrededor del 70% de la superficie terrestre. En ellos
esta representada la mayor biodiversidad existente en la Tierra. Los productos
naturales aislados de fuentes marinas tienden a ser més bioactivos que aquellos
provenientes de organismos terrestres. Esto se debe, en parte, a que deben

conservar su potencia a pesar de la diluciéon en agua de mar.

Si bien los productos naturales marinos han recibido menor atenciéon en
comparacion con los de origen terrestre, actualmente existe una gran cantidad
de compuestos aislados de organismos marinos los cuales poseen interesantes
actividades biolégicas®®. Varios de estos productos naturales o sus andalogos
sintéticos han llegado a la etapa comercial®. Actualmente, méas de una docena de
alcaloides marinos se encuentran en estudio en diferentes fases clinicas para el

tratamiento de tumores humanos®.

Por otro lado es importante considerar que con el transcurso de los afios han
ido cambiando los blancos de interés respecto de las actividades biolégicas de los
compuestos aislados. Actualmente interesa encontrar nuevos compuestos para el
tratamiento de enfermedades neurodegenerativas, cancer, diabetes, obesidad y

para la inhibicién de ciertos virus.
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El campo de los organismos marinos es muy promisorio si se tiene en cuenta
gue la exploracién marina con propositos farmacéuticos se ha iniciado hace s6lo
20 afios. Es de destacar que de las muestras marinas estudiadas, el 0,1 %
presenta actividad antitumoral potencial, en comparacién con un 0,01 % de las

muestras terrestres®.

En la figura I-17 se muestra como se ha incrementado el nimero de productos

naturales marinos descubiertos en los Ultimos afos.

Metabolitos marinos

numero de compuestos

7,
%,
6~ ‘%

7 7, 2,
% %95 <o
7.%_ 6. 7

7,
9%
785

Blum &t & (2007) Mat Prod Rep

Figura I-1. Productos naturales marinos aislados entre 1965-2005.
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Por otro lado, si consideramos la distribucidon de los mismos segun la fuente de
la que han sido aislados, en la figura 1-2’ se observa que el phylum de los

equinodermos (al cual pertencen los holotureos que se estudiaron en esta tesis

doctoral) constituye una fuente importante de metabolitos.

Yiey,, s, Sree, %10, feey % Y, As,.. &
c,ao@%p’ eeeoe/o "e/de(%%.?es,% 0,0" O// Yt oz 6’/7/ %rs
§ c/e,..

Biunt et al., (2007) Nat Prod Rep

Figura I-2. Fuentes de productos naturales marinos entre 2001 y 2005, expresado como porcentaje

de los totales entre 1965-2005.

I.2 METABOLITOS SECUNDARIOS AISLADOS DE HOLOTUREOS

El phylum Echinodermata (del griego echino: espinoso, derma: piel) se
encuentra ampliamente distribuido desde la zona intermareal hasta la

profundidad de los océanos.
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Este phylum se divide en cinco clases: Crinoidea (lirios de mar), Echinoidea
(erizos de mar y délares de arena), Ophiuroidea (ofiuros), Holothuroidea
(holotureos o pepinos de mar) y Asteroidea (estrellas de mar). Los holotureos se
caracterizan por ser la principal fuente de glicosidos triterpenoidales marinos y
producen, ademas, mezclas complejas de glicoesfingolipidos (ganglidsidos y
cerebroésidos). Estos organismos tienen valor comercial dado que se consumen

como alimentos®® y han sido empleados como medicina tradicional*®**.

Los glicésidos triterpenoidales son metabolitos secundarios polares
constituidos por una cadena de oligosacarido y una aglicona triterpenoidal.
Comunmente se denomina a estas sustancias como saponinas, las cuales han
sido ampliamente informadas en plantas terrestres® pero en el reino animal, se

encuentran Unicamente en el phylum Echinodermata.

En la clase Holothuroidea cumplen funciones especificas como su
participacién en la gametogénesis, regulando la reproduccién y sincronizando los
procesos de maduracién del oocito'®>. Por otro lado también tienen roles
bioldégicos externos al actuar como compuestos de defensa frente a predadores
(actividad ictiot6xica) debido a su accién membranotrépica ***°. Esta se basa en
la capacidad de unién de los glicésidos triterpenoidales a las biomembranas
celulares y la formacién de complejos conductores de iones no selectivos con A®
esteroles de las membranas, en particular con colesterol. Las interacciones entre
esteroles y saponinas provocan el flujo de algunos iones, nucléotidos y péptidos,
lo que conduce a la lisis y muerte celular®®. Los holotureos son resistentes a sus
propias saponinas debido a la presencia de A’ y A°'" esteroles, esteroles A®

sulfatados y p-xil6sidos de esteroles en lugar de los A® esteroles®’.

Los glicésidos triterpenoidales aislados de holotureos recibieron inicialmente el
nombre de holoturinas. Las primeras saponinas aisladas de holotureos, las
Holoturinas A y B, fueron informadas en 1979 en varias especies de los géneros
Holothuria y Actinopyga'®. Mas de 100 holoturinas fueron caracterizadas hasta
el afio 2008'. Se ha reconocido su importancia como marcadores

. . ’ . 20 ., . . ol
guimiotaxonémicos®’, permitiendo resolver por ejemplo, la sistematica del orden

Aspidochirota?!.

Se caracterizan por poseer una aglicona triterpenoidal derivada del lanostano,
con un anillo 18(20) lacténico, denominada holostanol (Figura. 1-3). En todos los

casos poseen un doble enlace en posicién A7 o A%*Y).
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Figura. 1-3. [3[3,20S-dihidroxi-50-lanostano-18,20-lactona]

A continuacion se presentaran ejemplos de las agliconas aisladas de glicésidos
triterpenoidales hasta la actualidad con el proposito de mostrar la variedad
estructural de las mismas. Como puede observarse en la leyenda de cada figura,
los glicésidos ejemplificados comparten la misma aglicona pero se diferencian en

su cadena glicosidica, la cual se describira brevemente mas adelante.
AGLICONAS CON DOBLE ENLACE 7(8)

Los ejemplos mas sencillos de una aglicona con doble enlace en esta posicién

son los compuesto 2, 3y 4.

Figura. 1-4.

2 Frondosido B [22] R = [3-O-Me-Glc-(1—-3)-6-0S0sNa- Glc-(1-4)]-[ Xil-(152)]-Qui-(1-2)-4-0S03Na-Xil; A7; A%
3 Cucumariosido Ay-4 [23] R = [3-0-Me-Glc-(1-3)-Glc-(1—-4)]-[Xil-(152)]-Qui-(1-2)-Xil; A”; A%

4 Cucumariosido A;-3 [23] R = [6-OSO3Na-3-0-Me-Glc-(1-3)-6-0S03Na-Gle-(1-4)]-[Xil-(1—2)]-Qui-(1—2)-4-
0SOsNa-Xil; A”; A%
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Pueden presentar ademas, sustituyentes oxigenados en C-12, C-16, C-17 y C-
7, incrementando la variabilidad estructural y dando origen a compuestos 12-

hidroxi, 16-hidroxi, ceto o acetoxi y 17-hidroxi sustituidos.

Los compuestos Cucumariosidos As y As-2 aislados de Cucumaria japonica son
ejemplos de aglionas A’ con un grupo ceto en C-16, tal como se observa en la

figura I-5.

Figura. I-5.

5 Cucumariosido Az [24] R = [3-OMe-Glc-(1—3)-6-0S0sNa- Glc-(1-4)]-[Xil-(1-2)]-Quin-(1-2)-4-0S0sNa-Xil; A%®

6 Cucumariosido A¢-2 [24] R = [6-OSOsNa-3-OMe-Glc-(1-3)-Glc-(1—4)]-[Xil-(152)]-Quin-(1-2)- 4-OSOsNa-Xil

La presencia de un grupo acetoxi es muy comuln en esta clase de compuestos
y se han descripto numerosas agliconas con este grupo unido a C-16 con

configuracién B, figura I-6.
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Figura. 1-6.

7 Frondosido A [25] R = [3-0-Me-Glc-(1-3)-Xil-(1-4)]-[Xil-(1-2)]-Qui-(1—-2)-4-0S0sNa- Xil

8 Frondosido A; [26] R = 3-O-Me-Glc-(1—-3)-Xil-(1-4)-Qui-(1-2)-4-0S0O3Na-Xil

9 Liouvillosido B [27] R = 6-0OSO3Na-3-0-Me-Glc-(1—-3)-6-0SO3Na-Glc-(1—4)-Qui-(1—2)-4-0SO3Na- Xil

10 Cucumariosido Ao-2 [28] R = [3-0-Me-Glc-(1-3)-Xil-(1-4)]-[Xil-(152)]-Qui-(1—2)-4-0SOsNa-Xil; A%®
11 Neothyonidiosido C [29] R = 6-0SO3Na-3-0-Me-Glc-(1—-3)-Xil-(1-4)-Qui-(1-2)-4-0S0OsNa-Xil; A*®

12 Cucumariosido G; [30] R = 3-0-Me-Xil-(1-3)-Glc-(1—4)-Qui-(1-2)-4-0SO0sNa-Xil; A%*

13 Liouvillosido A [27] R = 6-0S0sNa- 3-0-Me-Glc-(1-3)-6-0SO3Na- Glc-(1—4) - Qui-(1-2)-4-0SOzNa-Xil; A%

14 Cucumariosido C, [31] R = [3-0-Me-Xil-(1—-3)-Glc-(1—4)]-[Xil-(1—2)]-Qui-(1—-2)-Xil; 22E; A*

Los Unicos ejemplos con un grupo acetato en C-16 con configuracién o son los

compuestos Lefevreiosidos aislados de Cucumaria lefevrei, figura |-7.
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Figura. I-7.

15 Lefevreiosido A; [32] R = 3-0-Me-Glc-(1-3)-Glc-(1—-4)-Qui-(1—-2)-Xil
16Lefevreiosido A, [32] R = 3-O-Me-Glc-(1—3)-Glc-(1—4)-Qui-(1—>2)-4-0OSO3Na-Xil
17 Lefevreiosido B [32] R = 3-O-Me-Glc-(1-3)-Glc-(1-4)-Qui-(1—-2)-4-0S0sNa-Xil; A%*

18 Lefevreiosido C [32] R = 3-0-Me-Glc-(1-3)-Glc-(1—4)-Qui-(1—-2)-4-0S0sNa-Xil; A?®

El primer glicésido triterpenoidal con una aglicona dihidroxilada en C-12 (a) Y
C-17 (o) fue aislado en nuestro laboratorio a partir del holotureo Psolus

patagonicus (Figura |-8).

Figura. 1-8

19 Patagonicosido A [33] R = 3-O-Me-Glc-(1-53)-6-0S0O3Na-Glc-(1—4)-Qui-(1->2)-4-0OSOsNa- Xil

La cadena lateral de la aglicona triterpenoidal puede presentar enlaces
olefinicos A???* o0 A”® y ademas, grupos hidroxilos en las posiciones C-22, C-24 o

C-25 asi como un grupo acetato en C-23 o C-25.
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En la figura 1-9 se observan ejemplos de glicdsidos triterpenoidales cuya
aglicona posee ademas de un grupo acetato en C-16, un grupo hidroxilo en C-
25.

Figura. 1-9.

20 Cucumariosido G, [34] R = 3-0-Me-Xil-(1—-3)-Glc-(1—4)-Qui-(1—2)-4-0S0O3Na- Xil
21 Eximisosido A [35] R = 3-0-Me-Glc-(1-3)-Xil-(1—>4)-Glc-(1-2)-Xil

22 Calcigerosido E [36] R = [6-OSO3Na-3-0-Me-Glc-(1—3)-Glc-(1—-4)]-[Glc-(1-2)]-Qui-(1—-2)-4-0OS0O3Na-
Xil

Los compuestos Synallactosidos aislados de Synallactes nozawai Mitsukuri son
ejemplos de agliconas A’ que poseen un grupo acetato en la cadena lateral (C-

23), tal como se observa en la figura 1-10.

Figura. 1-10.

23 Synallactosido A; [37] R = 3-O-Me-Glc-(1-3)-Xil-(1-4)-Quin-(1-2)]-Xil, A%
24 Synallactosido A; [37]R = 3-0-Me-Xil-(1-3)-Xil-(154)-Quin-(1-2) -[3-0-Me-Xil-(1-3)-Glc-(1->4)]-Xil, A%

25 Synallactosido B; [37] R = 3-O-Me-Glc-(1-3)-Xil-(1-4)-Quin-(1-2) -[3-0-Me-Xil-(1-3)-Glc-(1-4)]-Xil, A%
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El Gltimo ejemplo de agliconas A’ son aquellas que tienen una funcién ceto en

C-23 como se observa se observa en la figura I-11.

Figura. I-11.

26 Calcigerosido C, [38] R = [3-OMe-Xil-(1—-3)-Glc-(1—-4)]-[Glc-(1—-2)]-Quin-(1-2)-4-0SOsNa-Xil; R* = H

27 Calcigerosido D, [38] R = [3-OMe-Xil-(1-3)- 6-0SO3Na-Glc-(1-4)]-[Glc-(1-2)]-Quin-(1-2)-4-0S0sNa-Xil; R
= H

AGLICONAS CON DOBLE ENLACE 9(11)

El glicosido Bivittoside C, aislado del holotureo Bohadschia bivittata es el

ejemplo mas sencillo de una aglicona con doble enlace A’ figura 1-12.

Figura. 1-12.

28 Bivittosido C[39] R = [3-O-Me-Glc-(1-3)-Glc-(1-4)]-[3-O-Me-Glc-(1-53) - Gle- (1-4)-Qui- (1-2) ] - Xil
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Son numerosos los ejemplos de agliconas A**Y con un grupo ceto en C-16. La
mayoria de ellas posee un doble enlace adicional en la cadena lateral (A%°), tal

como se observa en la figura I-13.

Figura. 1-13.

29 Holotoxina A; [40] R = [3-0-Me-Glc-(1-3)-Glc-(1—4)]-[3-0-Me-Glc-(1-3)-Xil-(1-4)-Qui- (1-2) ] - Xil; A%
31 Holotoxina A [41] R = [3-0-Me-Glc-(1-3)-Glc-(1-4)]-[3-0-Me-Glc-(1-3)-Glc-(1-4)-Qui-(1-2)]-Xil; A%®
32 Holotoxina B; [40] R = [Glc-(1-3)-Glc-(1-4)]-[ 3-0-Me-Glc-(1-3)-Xil-(1—4)-Qui-(1—-2)]-Xil; A®

33 Holotoxina B [41] R = [Glc-(1—-3)-Glc-(1—-4)]-[3-0-Me-Glc-(1—-3)-Glc-(1-4)-Qui-(1-2)]-Xil; A%®

34 Neothynidiosido [42] R = 3-0-Me-Glc-(1-3)-Xil-(1-4)-Qui-(1-2)-4-0S0OsNa-Xil; A%

35 Psolusosido A [43] R = 6-OSO3Na-3-0-Me-Glc-(1-3)-6-0S03Na- Gle-(1—4) -Qui-(1-2)-Xil; A%®

36 Cladolosido A [44] R = 3-0-Me-Glc-(1-3)-Xil-(1-4)-Qui-(1-2)-Xil; A%

37 Cladolosido B [44] R = [Glc-(1-4)]-[3-0-Me-Glc-(1-3)-Xil-(1—4)-Qui-(1-2)]-Xil; A%®

38 Ds-Penaustrosido C [45] R = [3-0-Me-Xil-(1-3)-Glc-(1-4)]-[Qui-(1-2)]-Qui-(1-2)-4-0S0sNa- Xil; A%
39 Hemoiedemosido A [46] R = 3-0-Me-Glc-(1-3)-6-0S0sNa-Glc-(1—4)-Qui-(1-2)-4-0S0sNa-Xil; A%

40 Hemoiedemosido B [46] R = 6-0SOsNa-3-0-Me-Glc-(1-3)-6-0S0sNa-Glc-(1-4)-Qui-(1-2)-4-0SOsNa-Xil; A%

41 Caudinosido A [47] R = 3-O-Me-Glc-(1-3)-Glc-(1-4)-Qui-(1-2)-Xil; A%
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Otra tipo de aglicona A°™" que se ha encontrado en glicésidos triterpenoidales

de holotureos es aquella que presenta un grupo a-hidroxilo en C-12, figura I-14.

Figura. 1-14.

42 Bivittosido A [39] R = Qui-(1—2)-Xil

43 Bivittosido B [39] R = [3-0-Me-Glc-(1-3)-Glc-(1-4)]-[Qui-(1—2)]- Xil

44 Bivittosido D [39] R = [3-0-Me-Glc-(1—-3)-Glc-(1-4)]-[ 3-O-Me-Glc-(1-3)-Glc- (1—4)-Qui- (1-2)] - Xil
45 Pervicosido C [48] R = 3-O-Me-Glc-(1-3)-Glcl-(1—-4)-Qui-(1—>2)-4-0SOzNa- Xil

46 Pervicosido B [48] R = 3-0O-Me-Glc-(1—-3)-Glc-(1—4)-Qui-(1-2)-4-0S0sNa-Xil; A%

En el afio 2007 se aisl6 la primer aglicona A’*Y que ademéas de presentar un

grupo a-hidroxilo en C-12, tiene un grupo acetato en C-16, tal como se observa
en la figura I-15.

Figura. I-15.

47 Argusido A [49] R = 3-O-Me-Glc-(1-3)-Glc-(1-4)-Qui-(1-2)-Xil; A%
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De Holothuria fuscocinerea se reportaron glicésidos triterpenoidales cuya
aglicona presenta un grupo a-hidroxilo en C-12, y un grupo ceto en la cadena
lateral C-22; Fuscocinerosido A ademas presenta un grupo acetato en C-25. La
misma aglicona se observo en Argusido D, que se diferencia en la cadena

glicosidica (Figura 1-16).

Figura. I-16.

48 Fuscocinerosido A [50] R = 3-0-Me-Glc-(1—-3)-Glc-(1—-4)-Qui-(1—>2)-4-0SO3Na-Xil; Ri= OAc
49 Argusido D [51] R = 3-O-Me-Glc-(1-53)-Glc-(1—>4)-Glc-(1—-2)-4-Xil; R;= OAc

50 Fuscocinerosido B [50] R = 3-O-Me-Glc-(1-3)-Glc-(1—4)-Qui-(1—-2)-4-0SOsNa-Xil; Ri= H

Se han reportado agliconas a-dihidroxiladas en C-12 y C-17, algunas de las

cuales presentan ademas sustituyentes en la cadena glicosidica (Figura I-17).
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Figura. 1-17.

51 Echinosido B [52] R = Qui-(1—2)-4-0OSO3Na-Xil; Ry = H; R, = H
52 Echinosido A [52] R= 3-O-Me-Glc-(1-3)-Glc-(1-4)-Qui-(1-2)-4-0SOsNa-Xil; Ry = H; R, = H

53 22-Acetoxi-echinosido A [53] R = 3-0O-Me-Glc-(1—-3)-Glc-(1—-4)-Qui-(1—52)-4-0SO3Na-Xil; Ry = OAc; R, = H

54 Holothurina A; [54] R = 3-0-Me-Glc-(1-3)-Glc-(1-4)-Qui-(1->2)-4-0SOzNa-Xil; Ry = OH; R, = H

55 24-Dehidroechinosido B [55] R = Qui-(1—2)-4-0SO3Na-Xil; Ry = H; A%*; R, = H

56 24-Dehidroechinosido A [55] R = 3-O-MeGlc-(1—3)-Gcel-(1—4)-Qui-(1-2)-4-0S0sNa-Xil; Ry = H; A%*; Ry = H
57 22-Hidroxi-24-dehi

droechinosido A [53] R = 3-O-Me-Glc-(1—-3)-Glc-(1—4)-Qui-(1-2)-4-0S0sNa-Xil; Ry = OH; A**; R, = H

58 Holuthurina A; [56] R = 3-0-Me-Glc-(1—>3)-Glc-(1—>4)-Qui-(1—»2)-4-0SOzNa-Xil; R; = O; R, = OH

Otro de los sustituyentes encontrados es un grupo hidroxilo en C-24. En el caso
de Holoturina A; no se determiné la configuracién de este sustituyente, en
cambio en el compuesto 60 su configuracion es S, tal como se observa en la

figura 1-16, y posee un doble enlace adicional en la cadena lateral (A%°).
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Figura. 1-18.

59 Holuthurina A4 [56] R = 3-0O-Me-Glc-(1—-3)-Glc-(1—4)-Qui-(1—>2)-4-0SOzNa- Xil

60 24(S)-hidroxi-25-dehidroechinosido A [53] R = 3-0-Me-Glc-(1—-3)-Glc-(1-4)-Qui-(1-2)-4-0S0OsNa-Xil; A*®

En la figura 1-19 se observan otros ejemplos de agliconas hidroxiladas con un

grupo acetato en C-25.

OAc

Figura. [-19.

61 Holothurinosido B [57] R = [3-0-Me-Glc-(1-3)-Glc-(1—-4)-Qui-(1-2)]-[Glc-(1—4)]-Xil; R* = OH; A%
62 Pervicosido A (Neothioside A) [48] R = 3-O-Me-Glc-(1-3)-Glc-(1—4)-Qui-(1-2)-4-0S0sNa-Xil; R* = H

63 Neothiosido B [58] R = Qui-(1-2)-4-0SOzNa-Xil; R*= H

Una cadena lateral derivada del furano fue informada sélo en agliconas con
doble enlace A°* en glicésidos aislados de Holothuria leucospilota, Holothuria

forskalii y Bohadschia argus Jaeger, figura I-20.
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Figura. 1-20.

64 Holothurina B [59] R = Qui-(1—2)-4-0SO;Na-Xil; R* = OH

65 Holothurina A [59] R = 3-0O-Me-Glc-(1-3)-Glc-(1—-4)-Qui-(1—»2)-4-0SO3Na-Xil; R1 = OH

66 Holothurinosido A [57] R = [Glc-(1-4)]-[3-0-Me-Glc-(1-3)-Glc-(1-4)-Qui-(1—-2)]-Xil; R* = OH
67 Desholothurina A [57] R = 3-0-Me-Glc-(1-3)-Glc-(154)-Qui-(1—2)-Xil; R = OH

68 Holothurinosido C [57] R = 3-0O-Me-Glc-(1—-3)-Glc-(1—-4)-Qui-(1-2)-Xil; R1 = H

69 Holothurinosido D [57] R = Qui-(1-2)-Xil; R* = H

70 Arguside E [51] R = 3-O-Me-Glc-(1—-3)-Glc-(1-4)-Gle-(1-2)-Xil; R* = H

AGLICONAS CON DOBLE ENLACE 8(9)

En el afio 2008 se inform6 para el holotureo Synapta maculata®’ un nuevo
glicésido que se caracteriza por tener una aglicona novedosa con un doble enlace
A®° y una cadena glicosidica que contiene acido 3-O-metilglucurénico (Figura |-
21).

Capitulol-Introduccién 16



Figura. 1-21.

82 Sinaptosido A; [65] R = 6-0OSO3Na-3-0-Me-Glucuronico-(1—3)-Glc-(1—4)-Qui-(1—-2)-4-0S0OzNa- Xil- OSO3zNa-
Glc-(1->4)- Xil

AGLICONAS NO HOLOSTANO

Existen unos pocos ejemplos de holoturinas que poseen una aglicona
diferente al tipo holostano. Estos glicésidos han sido aislados de siete especies
de holotureos pertenecientes al orden Dendrochirota. Todos ellos son
compuestos sulfatados, la mayoria monosulfatados en la unidad de glucosa o
xilosa. En las figuras 1-22, 1-23 y 1-24 se muestran las agliconas que presentan

un doble enlace en la posicién A’.

Figura. 1-22.

71 Psolusosido B [60] R = [6-OSOzNa-Glc-(1—4)]-[Glc-(1—4)-Glc-(1—->2)]-Xil
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Figura. 1-23.

72 Cucumarioside G2 [61] R = 3-0O-Me-Xil-(1—3)-Glc(1—>4)-Qui-(1—>2)-4-0SO3Na- Xil

73 Calcigeroside B [39] R = [3-0O-Me-Xil-(1—-3)-Glc(1—4)]-[Qui-(1—-2)]-Qui-(1—2)-4-0SO3Na- Xil

74 Calcigeroside C1 [39] R = [3-O-Me-Xil-(1-3)-Glc(1—>4)]-[ Glc-(1—2)]-Qui-(1—2)-4-0SOzNa- Xil

75 Calcigeroside D1 [37] R = [3-O-Me-Xil-(1—-3)-6-0SO3Na-Glc(1—4)]-[Glc-(1-2)]-Qui-(1-2)-4-0S03

Na- Xil

COCH,

.||||H

Figura. 1-24.

76 Koreoside A [62] R = [6-OSO3Na-3-0-Me-Glc-(1-3)-6-0S0O3Na-Glc-(1-»4)]-[ Xil-(1-2)]-Qui-(1—-2)-4-0OSO3Na-
Xil

En las figuras 1-25 y 1-26 se muestran las agliconas con doble enlace A°*V y

ausencia de la funciéon lactona.
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Figura. 1-25.

77 Kurilosido A [63] R = [3-O-Me-Glc-(1-3)-6-0SO3Na-Glc-(1-4)]-[ Gle-(1-4)-Qui-(1-2)] - Xil

78 Kurilosido C [63] R = [3-0-Me-Glc-(1-3)-6-0S0sNa-Glc-(1-4)]-[Qui-(1-2)] - Xil

Figura. I-26.

79 Ds-Penaustrosido A [46] R = [3-0O-Me-Xil-(1-3)-Glc-(1—4)]-[Qui-(1-2)]-Qui-(1-2)-4-0S0sNa-Xil; R* = H
80 Ds-Penaustrosido B [46] R = [3-0-Me-Xil-(1-3)-Glc-(1-4)]-[Qui-(152)]-Qui-(1-2)-4-0SOsNa-Xil; Rt = H; A%

81 Frondosido C [64] R = [3-O-Me-Xil-(1-3)-Glc-(1-4)]-[Qui-(1-2)]-Qui- (1-2)-4-0SOzNa-Xil; R = OAc; A2*

La cadena glicosidica de estas holoturinas esta formada por 2 a 6
monosacaridos y se une mediante un enlace B-glicésidico al C-3 de la aglicona.

El monosacéarido unido directamente a la misma es siempre xilosa, mientras que
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los monosacaridos terminales generalmente son 3-0O-Me-glucosa y 3-0O-Me-

xilosa.

Las cadenas glicosidicas pueden ser lineales o ramificadas y contienen glucosa

y quinovosa, ademas de los azGcares mencionados anteriormente.

En el afio 2008 se informé por primera vez una cadena glicosidica con la

presencia de acido 3-O-metilglucurénico®.

Todos los hexasacéaridos poseen cadenas ramificadas, sin grupos sulfato y han

sido aislados principalmente del orden Aspidochirota.

Los tetrasacaridos generalmente presentan una cadena glicosidica lineal,
aunque hay ejemplos de cadenas ramificadas®’, y la secuencia mas comun es 3-
O-Me-Glc-(1—3)-Glc-(1—4)-Qui-(1—2)-Xil.

Otro factor que aumenta la diversidad estructural de los glicésidos
triterpenoidales aislados de holotureos es la presencia de grupos sulfato en la

cadena glicosidica.

Aproximadamente un 60 % de los compuestos aislados son glicésidos
sulfatados y segun el niumero de grupos sulfato presentes se los agrupa en

mono-, di- o trisulfatados.

Teniendo en cuenta todas estas variantes hasta la fecha se han aislado mas de

120 glicésidos triterpenoidales.

Los glicésidos triterpenoidales aislados de holotureos poseen una variedad de
actividades biolégicas: hemolitica, antifungica, ictiotoxica, citotdxica, antiviral,
inmunomoduladora®’. En los ultimos afios, el estudio de la actividad
antiproliferativa y citotdxica frente a lineas celulares tumorales ha aumentado el

interés en el aislamiento y caracterizacion de esta clase de compuestos.

Se ha observado que estos glicosidos suprimen la proliferacién celular de
diferentes tipos de células tumorales in vitro, incluyendo lineas celulares de
leucemia P-388, leucemia linfoide L 1210, A-549, HT-29, Mel-28, MICF-1, 1A9,
CAKI-1, U-87-MG, PC-3, SK-MEL y HCT-8"".

En los dltimos cinco afios se han incrementado las publicaciones referidas al
mecanismo de accién y a la actividad tanto in vitro como in vivo de estos

glicésidos. Los compuestos Philinopsidos A y E presentan actividad
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antiangiogénica y anti-tumoral, en el caso de Philinopsido E mostro6 este efecto in

vitro e in vivo®®°7,

También se ha estudiado el efecto de Frondosido A y Cucumariosido A-2
en la activaciéon de caspasa y apoptosis, observandose que en Frondosido A
induce apoptosis independientemente de la activacién de caspasa, a diferencia
del segundo compuesto estudiado cuyo mecanismo de apoptosis involucra la
activacion de caspasa. Esto pone en evidencia que el mecanismo de accién de
estos compuestos depende de sus diferencias estructurales®®.

El compuesto Frondosido A ha sido ampliamente estudiado en cuanto a su
actividad biolégica. Se ha informado que inhibe la translocacion de NF-kB
inducida por EGF®® (factor de crecimiento epidérmico), siendo éste el mecanismo

por el cual induce la muerte celular.

En la actualidad existe un derivado comercial, Frondanol-A5, que inhibe el

crecimiento de células pancreéaticas®® .

Por otro lado este mismo compuesto, junto con otros aislados del holotureo
Cucumaria okhotensis han sido estudiados respecto a su efecto
inmunoestimulatorio. La incubacion de células inmunes con estos glicésidos

2+

produce un flujo de Ca“" dentro del citoplasma, incrementando la actividad

lisosomal de los macrdéfagos, la formacion de ROS y un aumento de la actividad

fagocitica de los macréfagos’ .

Otra clase de metabolitos secundarios aislados de holotureos son las
glicosilceramidas (cerebrésidos y gangliésidos), las cuales poseen actividad

biol6gica probablemente debido a su naturaleza anfipatica’*’®.

Los gangliésidos son esfingolipidos relacionados con las glucosilceramidas que
se diferencian de éstas en el niumero de unidades de monosacaridos y en la

presencia de una o mas unidades de &cido sialico o uno de sus derivados.

Los gangliosidos y cerebrosidos suelen presentarse como mezclas complejas,
formando parte de los lipidos polares en bajas proporciones respecto del peso
total del extracto. Estos glicoesfingolipidos polares se caracterizan por la
presencia de bases del tipo de la esfingosina ((2S,3R,4E)-2-aminooctadeceno-1,
3-diol) o el derivado saturado de la misma (4-hidroxiesfingosina), tal como se

muestra en la figura 1-27.
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Figura 1-28. Ejemplos de bases aisladas de glicosilceramidas de holotureos.

Los acidos grasos presentes en estos compuestos poseen entre 15 y 24

atomos de carbono y pueden estar hidroxilados.

La cadena de carbohidratos puede variar en el nimero de monosacaridos
siendo generalmente D-glucosa el monosacarido unido a la base mediante un

enlace glicosidico.

Las glicosilceramidas aisladas de holotureos presentan actividad neutrogénica’®
8y las bases de cerebrdsidos han mostrado actividad citotéxica frente a la linea

celular tumoral de cancer de colon (Caco-2)’°.

En el capitulo correspondiente a Hemoiedema spectabilis se realizar4a una

descripcion més detallada sobre cerebrosidos aislados de holotureos.
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CAPITULO II-Psolus patagonicus

II.1 INTRODUCCION.

El holotureo Psolus patagonicus pertenece a la familia Psolidae y al orden
Dendrochirotida. Este holotureo se encuentra ampliamente distribuido en el
Océano Atlantico Sur, en una variedad de hébitat desde el sur de la Patagonia,
incluyendo las costas rocosas intermareales. Por otra parte, se lo puede
encontrar como epibionte sobre conchas de vieiras de importancia econémica
(Zygochlamys patagonica) en la plataforma continental de la provincia de
Buenos Aires, Argentina’. Al igual que muchos otros invertebrados benténicos de
la regién, P. patagonicus se distribuye en aguas poco profundas en latitudes
altas (Patagonia y zona subantartica), y en aguas mas profundas en las latitudes

bajas (Rio de la Plata).

Ejemplares de este holotureo recolectados en las rocas del intermareal en
Bahia Ensenada (Tierra del Fuego) fueron previamente estudiados en nuestro
laboratorio, aislAndose en ese momento el glicésido triterpenoidal mayoritario
Patagonicésido A?. Fue el primer tetraglicésido disulfatado con la aglicona A’,
3B,12a,17a-trihidroxiholostano. Este compuesto presenté actividad antifangica
frente al hongo Cladosporium cucumerinum y su analogo desulfatado resulté

menos activo frente al mismo hongo.

Cuando se realiz6 el estudio de este holotureo se aislaron ademéas 2
compuestos minoritarios, los cuales no pudieron ser identificados debido a la
escasa masa obtenida por purificacion de los mismos. Con el propésito de
continuar con el estudio de las actividades hiol6égicas del compuesto mayoritario
Patagonicésido A y aislar los glicésidos minoritarios se decidié estudiar nuevos

ejemplares de este holotureo.

Se recolectaron 80 ejemplares en abril de 2003 en el Océano Atlantico Sur a
una profundidad de 110 y 115 metros, a los cuales denominaremos A.
Posteriormente se recolectaron otros ejemplares (40) a una profundidad de 5-12
m en las Islas Bridges, Ushuaia (Tierra del Fuego) en febrero de 2007 y en el
afio 2008 el Instituto Nacional de Investigaciones Pesqueras recolecté 90
ejemplares en Mar del Plata (Buenos Aires), a ambos grupos de ejemplares los

denominaremos B.

Capituloll-Psolus patagonicus 32



Los ejemplares recolectados a mayor profundidad fueron los de mayor tamarfio
y de color crema palido a blanco, a diferencia de los ejemplares recolectados a
poca profundidad que eran de color rosa intenso y de menor tamafio (Figura |-
1).

Los ejemplares fueron identificados por la Dra. Claudia Muniain. Se guardd un
ejemplar de cada uno de los muestreos realizados en el Museo Argentino de
Ciencias Naturales “Bernardino Rivadavia”, Buenos Aires, Argentina (MACN N°
34776 y 34777).

Figura I1-1: A Detalle de un epibionte de Psolus patagonicus sobre la concha de la vieira
Zygochlamys patagdnica (Foto Marta Maier). Escala: 1 cm. B Espécimen de P. patagonicus del
intermareal rocoso de Bahia Ensenada (Tierra del Fuego) (Foto Claudia Muniain). Escala: 0,25 mm.

II.2 AISLAMIENTO DE METABOLITOS SECUNDARIOS

Los ejemplares A y B fueron extraidos con EtOH, los extractos obtenidos
fueron concentrados a presion reducida y particionados entre MeOH:H,O
(9:1)/ciclohexano para separar los lipidos polares de los no polares.

El extracto metandlico de los ejemplares A mostro actividad citotéxica frente a
Artemia salina, en el caso del extracto B no se estudi6 esta actividad. Ambos

extractos etandlicos mostraron actividad antifGngica mediante el ensayo de
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bioautografia® que se detalla en la Parte Experimental. El fraccionamiento de los
extractos se realizd mediante cromatografia “flash” en columna seca de fase
reversa utilizando H,O como primer eluyente y luego mezclas de H,O-MeOH, con
proporciones crecientes de MeOH, y finalmente MeOH.

Las fracciones fueron analizadas por CCD de silica gel (n-BuOH:AcOH:H,0
(12:3:5)) y reveladas con una solucidon de p-anisaldehido. Las fracciones que
eluyeron con MeOH (60 % y 70 %) de los ejemplares Ay con MeOH (40%, 50%
y 60 %) de los ejemplares B contenian los glicésidos triterpenoidales y
mostraron actividad antifangica.

En el caso de la fracciones obtenidas a partir de los ejemplares A, la
purificacion final se realiz6 por cromatografia liquida de alta resolucién, con una
columna Bondclone C18, utilizando como fase madvil MeOH:H,O (60:40),
obteniéndose el compuesto mayoritario Patagonicosido A y una mezcla de este
compuesto con glicésidos minoritarios, los cuales no pudieron ser aislados.

En el caso de las fracciones obtenidas a partir de los ejemplares B, para la
purificacion final por HPLC se utiliz6 CH3CN:H,0 (30:70) como fase movil con la
finalidad de separar los compuestos minoritarios.

Se obtuvo el compuesto mayoritario puro Patagonicésido A (1) y los

compuestos minoritarios novedosos Patagonicésidos B (2) y C (3).

En la figura 11-2 se observa el esquema de aislamiento y purificacién para los

ejemplares Ay B.
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Figura I1-2. Esquema de aislamiento y purificacion de los glicésidos triterpenoidales de Psolus

patagonicus (A'y B).

I1.3 ELUCIDACION ESTRUCTURAL DE LOS GLICOSIDOS
MINORITARIOS PATAGONICOSIDOS B Y C

La elucidacion estructural de los compuestos aislados se llevé a cabo mediante
el uso de técnicas espectroscopicas de RMN (1D y 2D), espectrometria de masa

y por analisis de sus derivados semisintéticos desulfatados.
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El compuesto 1 se identific6 como Patagonicésido A por comparacidén con los

datos de RMN y EM ya informados®.

Los espectros de RMN 'H y *3C del compuesto 2 sugirieron la presencia de una
aglicona triterpenoidal con dos dobles enlaces olefinicos, dos grupos hidroxilo y un
grupo lactona unida a una cadena de tetrasacarido, lo cual se pone en evidencia
por la sefial de C-3 desplazada a campos bajos debido al efecto producido por la

glicosidacion.

La aglicona de 2 corresponde al tipo holostano, presentando sefiales de *C a
177,5 ppm (C-18) y 87,3 ppm (C-20), caracteristicas de 18(20)-lactonas. Presenta
un doble enlace 7(8) determinado por las sefiales a & 120,7 ppm (C-7) y 148,2
ppm (C-8) y la sefial a & 5,79 ppm (1H, H-7) en el espectro de RMN *H (Tablas I1-
1 yI1l1-2).

La presencia de dos grupos hidroxilo unidos a C-12 y C-17 fue evidenciada por
dos sefiales en la region de campos bajos del espectro de RMN **C a & 72,5 ppm y
90,0 ppm, respectivamente junto con una sefal a & 4,74 ppm (H-12) en el

espectro de RMN *H, como se observa a continuacion.
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H-19

H-31

Espectro I1-1 A. Espectro de RMN-'H del compuesto 2 (piridina-ds/D,0 (4:1))

Las correlaciones de NOESY observadas para H-3 con H-1’, H-1a, H-5 e H-31
confirman la configuracion B del carbono 3. Por otro lado las correlaciones
observadas entre H-12/H-9 (& 4,75/3,26 ppm) e H-9/H-19 (& 3,26/1,09 ppm)
confirman la configuracion a del grupo hidroxilo unido a C-12. Asi mismo, las
correlaciones entre H-12/21-CH3 (0 4,75/1,71 ppm) demuestran la configuracién a

del grupo hidroxilo unido a C-17 y la consecuente configuracién S del C-20 (Figura
11-3).
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Figura I1-3. Correlaciones NOESY de Patagonicésido B (2)

La cadena lateral presenta un doble enlace 25(26) determinado por las sefiales
de RMN **C a 8 145,9 ppm (C-25) y 111,1 ppm (C-26) y un multiplete a & 4,73
(H-26) en el espectro de RMN 'H, ademaés del singulete a & 1,64 correspondiente
al 27-CHj3 (Espectro I1-1 Ay B).

(‘?-18 | 1 % cas { 1 / ]\ — t

180 175 170 165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 110

Espectro I1-1 B. Espectro de RMN-** C del compuesto 2 (piridina-ds/D,0 (4:1))

Capituloll-Psolus patagonicus 38



Todos los valores de desplazamiento quimico de los carbonos y protones de la
aglicona del compuesto 2 (Tabla I-1) se asignaron en base a los espectros de
COSY 'H-'H, HSQC, HMBC, TOCSY y NOESY.

Tabla II-1. Datos de RMN *H y *C de las agliconas de los glicésidos 2 y 3*°

2 3
posicion 8¢, mult. 3u (J en Hz) 8¢, mult. 8y (J en Hz)
1 36,5 CH, 1,28-1,36 (m) 36,8 CH, 1,49-1,53 (m)
2 27,7 CH, 1,73-1,77 (m), 27,7 CH, 1,90-1,94 (m), 2,07-2,12 (m)
1,87-1,94 (m)
3 89,5 CH 3,07-3,15 (m) 89,4 CH 3,23-3,30 (m)
4 39,8 qC 40,1 qC
5 493 CH 0,89-0,96 (m) 495 CH 0.97-1,14 (m)
6 23,5CH, 1,90-1,96 (m) 23,7 Ch 2,08-2,16 (m)
7 120,7 CH 5,75-5,82 (m) 120,7 CH 5,83-5,89 (m)
8 1482 qC 148.,6 C
9 45,6 CH 326, d.a (15,3) 459 CH 3,50-3,57 (m)
10 357 qC 36,1 C
1 35,7 CH, 1,90-1,95 (m), 2,43-2,53 (m) 36,4 CH, 2,07-2,16 (m), 2,51-2,60 (m)
12 72,5 CH 4,72-4.77 (m) 72,6 CH 4,85-4,92 (m)
13 59.4 qC 59,5 qC
14 51,5 qC 51,8 qC
15 352 CH, 1,50-1,57 (m), 1,98-2,02 (m) 35,2 CH, 1,73-1,77 (m), 2,05-2,08 (m)
16 35,9 CH, 2,24-2,30 (m), 2,43-2,53 (m) 36,5 CH, 2,34-2,40 (m), 2,62-2,70 (m)
17 90,0 C 90,2 qC
18 1775 C 177,1 C
19 24,4 CH; 1,09 s 24,7 CH; 1,27 s
20 873 qC 87,1 qC
21 23,1 CH; 1,71s 23,4 CH; 1,83 s
22 37,8 CH, 1,70-1,75 (m) 39,0 CH, 1,82-1,91 (m)
23 22,4 CH, 1,50-1,56 (m) 22,7 CH, 1,50-1,56 (m)
24 38,4 CH, 1,89-1,95 (m) 40,1 CH, 1,12-1,21 (m)
25 1459 qC 28,4 CH 1,49-1,54 (m)
26 111,1 CH, 4,70-4,75 (m) 23,1 CH, 0,87 d (6,6)
27 22,5 CH; 1,64 s 23,0 CH; 0,86 d (6,6)
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30

31

32

17,6 CH;
29,0 CH;

31,3 CH3

0,98s
1,15s

1,75s

17,7 CH;
29,1 CH;

31,6 CH;

1,10s
1,27 s

1,91s

? Datos a 500 MHz (*H) y 125 MHz (*C) en CsDsN/D,0 (4:1). ® Asignados por COSY *H-"H, HMBC, HSQC, TOCSY y NOESY.

La estructura de la aglicona del glicésido Patagonicésido B (2), holosta-7,25-

dieno-3B,12a,17a-triol, es informada por primera vez para glicosidos

triterpenoidales naturales.

La cadena glicosidica del compuesto 2 consiste en cuatro monosacaridos, tal
como se deduce a partir del espectro de RMN *C que mostré sefiales
caracteristicas de los cuatro carbonos anoméricos a 6 104,7, 104,8, 105,0 y 105,2
ppm, los cuales mostraron correlaciones en el espectro HSQC con las sefiales
correspondientes de los protones anoméricos a 0 4,66 (d, J=7,2 Hz), 4,79 (d,
J=8,1 Hz), 5,01 (d, J=7,8 Hz) y 5,25 (d, J=7,8 Hz) ppm) (Espectro 1I-2). Las
constantes de acoplamiento de los protones anoméricos indican la configuracién

B de los enlaces glicosidicos”.
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Espectro I1-2. Espectro HSQC del compuesto 2 (piridina-ds/ D,O (4:1))

T
0.0 ppm
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En el espectro de RMN 'H se observé la presencia de un doblete a & 1,62 ppm
(J=6,1 Hz) que correlaciona en el espectro HSQC con la sefial de carbono a & 18,2

ppm caracteristica de un grupo metilo de quinovosa.

Un singulete a & 3,84 ppm que correlaciona en el espectro HSQC con la sefial de
carbono a 0 61,2 ppm indica la presencia de un grupo metoxilo de 3-O-

metilglucosa (Tabla 11-2).

En el espectro COSY 'H-'H de Patagonicésido B (2) se observaron las
correlaciones entre las sefiales de los protones anoméricos con las de los H-2 de
cada mocosacéarido: H-1'/H-2'(d 4,66/4,02 ppm), H-1"/H-2” (& 5,01/3,87
ppm), H-1""/H-2"" (6 4,79/3,09 ppm) e H-1""/H-2"" (§ 5,25/3,89 ppm).

Las sefiales de los H-3 de cada monosacéarido se asignaron por COSY 'H-'H y
se confirmaron por NOESY en base a sus correlaciones con los protones
anomeéricos y los protones unidos a C-5.

El H-4" (0 4,97 ppm) que correlaciona en el espectro HSQC con la sefial a o
76,4 ppm, correlaciona en el COSY *H-'H con H-3"(d 4,27 ppm ) e H-5"(d 3,77
y 4,80 ppm) y en el espectro NOESY con la sefial correspondiente a H-2 (d 4,01
ppm), estableciéndose la asighacion completa de los protones para el primer
residuo de monosacarido.

El doblete a & 1,62 ppm (H-6") que integra para 3 protones correlaciona en el
espectro HSQC con la sefial a & 18,5 ppm y en el espectro COSY *H-'H con la
sefial a ® 3,69 ppm (H-5"), y esta ultima con la sefial a & 3,52 ppm (H-4").

La sefial de H-2" (& 3,87 ppm) correlaciona en el espectro NOESY con H-4" (&
3,52 ppm) y en el espectro COSY *H-'H con el protén anomérico (& 5,01 ppm) e
H-3" (0 3,97 ppm), completandose asi la asignacion de los protones de
quinovosa (Tabla I1-2).

La correlacion del proton anomérico H-1"" (& 4,79 ppm) con H-3"" (& 4,17
ppm) en el espectro NOESY permitié la asignacion de los protones del tercer
residuo de monosacarido, que se completa con las correlaciones observadas en
el espectro TOCSY.

La asignacion de H-1"", H-2"" e H-3"" del Ultimo residuo de monosacarido de
la cadena se basa en las correlaciones COSY 'H-'H entre los H-1""/H-2"" (&
5,25/3,89 ppm) e H-2""/H-3"" (& 3,89/3,72 ppm) Yy las correlaciones observadas
en el espectro NOESY de H-1"" con H-3"" e H-5"". Por otro lado, las
correlaciones de los protones unidos a C-2"" y C-4”” en los espectros COSY *H-'H
y HMBC permitieron la asignacion de los protones H-1""-H-5"" (& 5,25; 3,89;

3,72; 3,87; 3,94 ppm) la cual se completd con las correlaciones observadas en
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el espectro COSY 'H-'H entre H-5""/H-6A"" e H-5""/H-6B"" (& 3,94/4,38 y
3,94/4,03 ppm, respectivamente).

El grupo O-Me (& 3,84/0 61,2 ppm) se ubica en el C-3 (6 87,2 ppm) de la
unidad de glucosa terminal en base a la comparacion de los dc del monosacarido
con los del respectivo metilglicosido y por el analisis de los iones fragmentarios

observados en el espectro ARESIEM.

Una vez asignados todos los protones de la cadena glicosidica, se
correlacionaron estos valores con los correspondientes a los carbonos a los cuales

se encuentran unidos, mediante el analisis del espectro HSQC (Tabla I11-2).

Tabla II-2. Datos de RMN *H y **C de las cadenas glicosidicas de los compuestos 1, 2y 3P

2 3 1
posicion  §C, mult. SH (J en Hz) 8C, mult. 8H (J en Hz) 8C, mult. 8H (J en Hz)
" 1052CH 4,66,d(7.2) 105,6CH 4.66,d(7,3) 1056 4,79,d(7,3)
CH
2 825CH 3,99-4,04 (m) 83,6 CH 4,004,04 (m) 83,3 CH 4,01-4,08 (m)
3 753CH 427,1(8,9) 75,5 CH 427434 (m) 75,7 CH 426,432 (m)
4  764CH 4,96-4,99 (m) 76,4 CH 5,10-5,15 (m) 76,6 CH 5,18-5,24 (m)

5 64,3 CH, 3,75-3,79 (m), 4,77-4,84 64,6 CH,  3,64-3,67 (m),4,57-  64,7CH, 3,85-3,88 (m), 4,88-4,91

(m) 4,63 (m) (m)
1” 1050 CH 5,01,d(7.8) 1054 4,97,d(7,8) 1053 5,00,d(7.8)
CH CH
2” 76,1 CH 3,84-3,90 (m) 76,0 CH 3,87-3,93 (m) 76,2 CH 3,98-4,04 (m)
3»  75,1CH 3,94-4,01 (m) 75,6 CH 4,00-4,05 (m) 75,6 CH 4,03-4,10 (m)
47 86,0CH 3,52,1(9,1) 88,9 CH 3,46-3,52 (m) 88,1 CH 3,48-3,54 (m)
s 719CH 3,66-3,71 (m) 72,0 CH 3,72-3,76 (m) 72,2 CH 3,71-3,77 (m)
6" 18,2 CH; 1,62,d(6,1) 18,5CH; 1,64, d (6,0) 18,5 CH; 1,73, d(6,0)
1 1048 CH 4,79,d(8,1) 1054 4,83,d(7,5) 105,2 4.87,d(7,5)
CH CH
2 738CH 3,88-3,93 (m) 74,3 CH 4,01-4,06 (m) 74,2 CH 4,01-4,07 (m)
3 86,5CH 4,14-4,19 (m) 87,5 CH 4,24-4,29 (m) 86,9 CH 4,34-4,40 (m)
4 69,1 CH 3,92-4,00 (m) 70,9 CH 3,85-3,90 (m) 70,3 CH 3,89-3,95 (m)
5 662CH;  4,124,17 (m),3,62-3,67 78,6 CH 3,97-4,03 (m) 75,6 CH 436-4,41 (m)
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(m)

6’ - 623 CH, 4,46-4,51 (m),4,26- 68,5CH, 4,78-4,81 (m), 5,22-5,25

4,32 (m) (m)
1 104,7 CH 5,25,d(7,8) 106,1 5,39,d(8,0) 105,6 5,42,d(7,9)
CH CH
277 74,9 CH 3,86-3,92 (m) 75,4 CH 3,97-4,03 (m) 75,5 CH 4,03-4,09 (m)
37 87,2CH 3,69-3,74 (m) 88,4 CH 3,68-3,73 (m) 88,1 CH 3,80-3,87 (m)
4 70,8 CH 3,84-3,90 (m) 70,9 CH 4,09-4,14 (m) 71,2 CH 4,10-4,15 (m)
57 77,8 CH 3,92-3,96 (m) 75,3 CH 4,01-4,06 (m) 78,5 CH 4,05-4,12 (m)
6™ 62,2 CH, 4,02-4,06 (m), 4,38, d.a 68,2CH, 4,774,81 (m),5,15- 62,6CH2 4,27-4,33 (m), 4,55-4,60
(10,0) 5,21 (m) (m)
OCH; 61,2 CH; 3,84,s 61,2 CH; 3,86,s 61,2 CH; 3,86,s

? Datos a 500 MHz ('H) y 125 MHz ("*C) en CsDsN/D,O (4:1). ® Asignados por COSY 'H-"H, HMBC, HSQC, TOCSY y
NOESY.

La configuracion absoluta de los monosacaridos de la cadena glicosidica de
Patagonocoésido B se establecio mediante el analisis de los derivados obtenidos
por aminacién reductiva® y comparacién con los patrones de los monosacéaridos
derivatizados de la misma manera.

Para obtener los derivados diastereoméricos de cada enantiomero se hizo
reaccionar cada monosacarido patrén de la serie D (xilosa, glucosa, 3-O-Me-
glucosa y quinovosa) con 1-amino-2-propanol racémico para obtener las iminas
correspondientes, las cuales fueron reducidas a las aminas diastereoméricas.
Cada monosacarido origin6 ambos diasteredmeros en cantidades equivalentes,
los cuales fueron peracetilados y analizados por CG-EM.

El compuesto 2 fue hidrolizado con acido trifluoroacético 2 N a 120 °C durante
2 horas, los monosacaridos obtenidos y cada monosacarido patrén se hicieron
reaccionar con (S)-1-amino-2-propanol. Luego de ser reducidos a las respectivas
aminas, cada monosacarido (de la mezcla y patrones) dio lugar a un Unico
derivado que, luego de ser acetilado, fue analizado por CG-EM.

Comparando los resultados obtenidos con la amina quiral (S)-1-amino-2-
propanol y con la mezcla racémica, se asignaron los tiempos de retencion para
los azUcares de ambas series enantioméricas, siendo los derivados producidos
por la amina (R) equivalentes a aquellos producidos por el enantiémero del
azucar con la amina (S). En realidad sélo son cromatograficamente equivalentes

ya que son enantidmeros entre si.
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Salvo en el caso de los derivados diastereoméricos de la glucosa, cada
monosacarido mostré una buena resolucion. Los amino alditoles acetilados de
glucosa, preparados con el amino alcohol racémico, dan préacticamente una Unica
sefial en CG.

Por coinyeccion y andlisis por CG-EM de cada D-monosacarido patron con la
mezcla proveniente de la hidrélisis de 2, derivatizados ambos con el (S)-1-
amino-2-propanol, se establecid la correspondencia de todos los monosacaridos
de la cadena glicosidica con la serie D.

La posicion de los enlaces interglicosidicos se establecié a partir de las

correlaciones observadas en los espectros HMBC y en el espectro NOESY; las

correlaciones de este espectro se muestran en la figura 11-4 y en el espectro 11-3
A.

Figura I1-4. Algunas de las correlaciones NOESY de la cadena glicosidica del compuesto 2.

li

La sefial del H-1" (& 5,01 ppm) correlacion6 en el espectro NOESY con el H-2
(0 4,02 ppm), el H-1"" correlacioné con el H-4" (d 4,79/3,52 ppm) y el H-1""
correlacioné con el H-3"" (& 5,25/4,17 ppm). Los valores de desplazamiento
quimico de protén se correlacionaron en el espectro HSQC con los de carbono y
se asignaron como 6 82,5 ppm (C-2"), 86,0 ppm (C-4") y 86,5 ppm (C-3""), los
cuales difieren de los desplazamientos quimicos en los respectivos
metilglicosidos debido al desplazamiento a campos mas bajos por efecto de la

glicosidacién.
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Espectro I1-3 A. Espectro NOESY del compuesto 2 (piridina-ds/D,0(4:1))

La formula molecular de Patagonicésido B (2) se determiné

Cs3Hg3025SNa  (calc. 1151,4944) a partir del

como
ibn pseudomolecular a m/z
1151,4991 [My, — Na] en el espectro de ARESIEM (modo negativo), indicando la
presencia de un grupo sulfato.

El espectro de EM/EM (Espectro I1-3 B) de ese i6n mostré los iones
fragmentarios a m/z 805,2918 [M - 3-O-Me-Glc-O-Xil - 2H - Na] ", 665,1704 [M -
OAgl - Na], y 423,3297 [M - 3-0-Me-Glc-O-Xil-O-Qui-O-Xil-ONaS0O3-CO,]"
indicando la presencia de una 3-O-metilglucosa unida a una unidad de xilosa y
de un grupo sulfato unido a quinovosa o a la unidad de xilosa unida a la aglicona

triterpenoidal.
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Espectro I1-3 B. Espectro EM/EM del ién m/z 1151, 4991 del compuesto 2.

Con el propésito de confirmar las posiciones del grupo sulfato en la cadena
glicosidica, se realizo la solvoélisis del compuesto 2 para obtener el compuesto
desulfatado 2a.

Por comparacion de los espectros de RMN **C (Tabla 11-2) de 2 y del analogo
desulfatado 2a (Tabla I1-3) se observa el desplazamiento a campos mas bajos (0
4,0 ppm) de la sefial del C-4’ y el desplazamiento a campos mas altos de las
sefales del C-5" (6 3,8 ppm) y C-3’ (0 3,5 ppm) del residuo de xilosa, indicando
la presencia del grupo sulfato unido al C-4’ de la xilosa.

En base a lo expuesto se determind que la cadena glicosidica del compuesto 2
es idéntica a la del compuesto Neothyonidiésido, aislado de los holotureos
Stichopus mollis® 'y Neothyonidium magnum’, y a la del compuesto
Intercedensido A, aislado del holotureo Mensamaria intercedens®.

En base a los datos expuestos se establecid la estructura de Patagonicésido B
(2) como 3-0O-[3-0O-metill-B-D-glucopiranosil-(1—3)-B-D-xilopiranosil-(1—4)-B-D-
quinovopiranosil-(1—2)-4-0-sodio sulfato-p-D-xilopiranosil]-holosta-7,25-dieno-

3B,12a,17a-triol (Figura I11-5).
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Figura I1-5. Estructura de los compuestos 2y 2a

La férmula molecular del compuesto Patagonicésido C (3) fue establecida
como Cs4Hge0,9S:Na, en base al ion [M - Na]” de m/z 1285,4548 observado en
el espectro de ARESIEM (modo negativo), espectro I1-4 Ay en base al analisis
de datos de espectroscopia de RMN. Los datos de RMN 'H y '*C de
Patagonicésido C (3) (Tablas Il1-1 y I1-2) sugieren la presencia de la misma
aglicona de Patagonicésido A (1) unida a una cadena glicosidica compuesta por

cuatro monosacaridos unidos de la misma manera que en el compuesto 1.

rens., { - i MS, 0.2-0 Smin 9(11.30)

[M-2Na+H]
1263 47534
[M-Na]

1285 45487

s g A

PR e e = D P o
v
1200 1220 1240 1260

1280 1300avz

Espectro |1-4 A. Espectro ARESIEM del compuestos 3.
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La aglicona de este compuesto 3 se diferencia de la del compuesto 2
Unicamente en la ausencia del doble enlace en la cadena lateral. Esto se observa
claramente en el espectro de RMN 'H debido a la ausencia de la sefial a & 4,73
ppm del H-26 y por la presencia de dos dobletes a & 0,87 y 0,86 ppm

correspondientes a 26-CHzy 27-CHg;, respectivamente (Tabla 11-1).

Espectro |1-4 B. Espectro RMN-*H del compuesto 3 (piridina/ D,O (4:1))
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Espectro |1-4 C. Seccién del espectro RMN-'H del compuesto 3 (piridina/D,0 (4:1)).

En el espectro de RMN **C de 3 se observaron sefiales caracteristicas de los
cuatro carbonos anoméricos entre 0 105,4 y 106,1 ppm, (dos de los cuales se
observan como una Unica sefal, espectro I1-5 A). Estos mostraron correlaciones
en el espectro de HSQC con las correspondientes sefiales de los protones
anoméricos a 0 4,66 (d, J=7,3 Hz), 4,97 (d, J=7,8 Hz), 4,83 (d, J=7,5 Hz) y 5,39
(d, J=8,0 Hz) (Tabla I1-2 y espectro II-5 B). Las constantes de acoplamiento de los

protones anoméricos indican la configuracion B de los enlaces glicosidicos.
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Espectro 11-5 B. Seccién del espectro de RMN **C del compuesto 3.
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Espectro I1-5 B. Espectro HSQC del compuesto 3.
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Todos los valores de desplazamiento quimico de protén y carbono 13 de los
monosacaridos del compuesto 3 (Tabla 11-2) fueron asignados en base a los
espectros de COSY 'H-'H, HSQC, HMBC, TOCSY y NOESY.

Por comparacién del espectro de RMN '*C de la cadena glicosidica del
compuesto 3 con el de Patagonicésido A (1) (Tabla 11-2) se observa que las
sefiales correspondientes a la primera y segunda unidad de monosacéarido son
muy similares, sugiriendo que la primera unidad de monosacéarido es una xilosa
sulfatada en la posiciéon C-4" y que la segunda unidad corresponde a quinovosa.
Las diferencias entre ambos compuestos se observan en el tercer monosacarido
(glucosa) y en el cuarto (3-O-metilglucosa). En la unidad de glucosa del glicésido
3, la sefial del C-6"" estd desplazada en 6,2 ppm hacia campos mas altos y la
sefial correspondiente a C-5"' estd desplazada en 3,0 ppm hacia campos mas
bajos, indicando que la unidad de glucosa del compuesto 3 no se encuentra

sulfatada como en el caso del glicésido 1.

O
OH
OR)
CH, O
o © 1 Ry ,= SONa Ry=H
CH,OR, _ _
0 3 Ry 3= SONa R=H
CH,OR. @) OH 1,3
2 03 o
OCH3 OH la y 3a R1’2'3: H
OH OH

Figura I1-6. Estructura de los compuestos 1, 3y 1a

Por el contrario, en el caso de la unidad de 3-O-metilglucosa, la sefial
correspondiente a C-6"" esta desplazada en 5,6 ppm hacia campos mas bajos y

la sefial correspondiente a C-5"" esta desplazada en 3,2 ppm hacia campos mas
altos, correspondiendo este desplazamiento a los efectos oy 3 producidos por la

presencia de un grupo sulfato en el C-6""°. Por lo tanto, los glicésidos

Patagonicésidos A (1) y C (3) son isémeros que difieren en la posicion del
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segundo grupo sulfato en la cadena glicosidica. Para confirmar las posiciones de

ambos sulfatos se prepard el derivado desulfatado (3a) por solvolisis del

compuesto 3 en una mezcla de dioxano/piridina.

Por comparacion de los espectros de RMN **C de Patagonicésido C (3) (Tabla

I1-2) y de su anédlogo desulfatado 3a (Tabla I1-3) se confirmé la posicidon de los

dos grupos sulfato en la molécula. En el espectro del compuesto 3 se observa el

desplazamiento en 4,6 ppm de la sefial de C-4’ hacia campos mas bajos y los

desplazamientos de las sefiales de C-5" en 2,1 ppm y de C-3" en 2,3 ppm hacia

campos mas altos en la unidad de xilosa en comparaciéon con los datos de su

anéalogo desulfatado 3a, indicando la presencia de un grupo sulfato unido al C-4'

de la unidad de xilosa.

Tabla II-3. Datos de RMN *H y **C de las cadenas glicosidicas de los compuestos 2a y 3a®"

2a 3a

posicion 3¢, mult. Sy (J en Hz) 8¢, mult. Sy (J en Hz)
1 106,2 CH 4,88,d(7,2) 105,6 CH 4,78,d (7,3)
2’ 84,9 CH 4,13-4,18 (m) 83,6 CH 4,04-4,09 (m)
3’ 78,8 CH 4,26-4,30 (m) 77,8 CH 4,24-4,30 (m)
4 72,4 CH 3,82-3,88 (m) 71,8 CH 3,75-3,79 (m)
5’ 68,1 CH, 3,69-3,76 (m), 4,35-4,40 66,7 CH, 3,71-3,76 (m), 4,35-4,39

(m) (m)

1”7 106,4 CH 5,27,d (7,6) 105,4CH 5,15,d (7,5)
2” 77,1 CH 4,15-4,18 (m) 76,2 CH 4,03-4,07 (m)
3” 76,2 CH 4,16-4,18 (m) 75,1 CH 3,96-4,02 (m)
4" 86,6 CH 3,72-3,78 (m) 87,1 CH 3,66-3,71 (m)
5” 69,4 CH 3,81-3,86 (m) 71,8 CH 3,75-3,80 (m)
6” 18,6 CH; 1,84,d (6,1) 18,5 CH3 1,74,d (6,1)
1" 105,9 CH 4,93, (7,9) 104,7 CH 5,00,d (7,8)
2" 74,1 CH 4,03-4,08 (m) 73,9 CH 4,03-4,08 (m)
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4"

&

6"

17"

o

L

4"

[

6"”

OCH3

88,1 CH

69,7 CH

67,2 CH;

106,1 CH

75,7 CH

88,7 CH

71,3 CH

78,9 CH

62,8 CH,

61,4 CH3

4,20-4,25 (m)

4,09-4,15 (m)

4,26-4,31 (m), 3,70-3,76
(m)

5,39,d (7,8)

4,06-4,11(m)

3,73-3,78 (m)

4,22-4,27 (m)

4,01-4,06 (m)

4,52-4,57 (m), 4,33-4,39
(m)

3,94,s

87,5 CH 4,31-4,34 (m)

69,8 CH 3,97-4,02 (m)

77,8 CH 4,02-4,08 (m)

62,1 CH, 4,46-4,53 (m), 4,13-4,19
(m)

105,2 CH 5,34,d (7,8)

75,8 CH 4,08-4,11 (m)

87,6 CH 3,76-3,81 (m)

70,9 CH 4,00-4,05 (m)

78,2 CH 4,02-4,07 (m)

62,2 CH, 4,46-4,53 (m), 4,13-4,19
(m)

61,2 CH; 3,90, s

# Datos a 500 MHz ('H) y 125 MHz ("*C) en CsDsN/D,O (4:1). ® Asignados por COSY 'H-"H, HMBC, HSQC, TOCSY y

NOESY.

De la misma manera se observé un desplazamiento hacia campos mas bajos

(6,0 ppm) de la sefial de C-6"" y un desplazamiento hacia campos mas altos

(2,9 ppm) de la sefial de C-5"" de la unidad de 3-O-metilglucosa en el espectro

de RMN **C del compuesto 3 en comparacion con el del compuesto 3a, indicando

la presencia de una segunda unidad de sulfato unido al C-6"" de 3-0O-

metilglucosa.

La posicién de los enlaces interglicosidicos se confirmd mediante el espectro

NOESY del compuesto 3, observandose las correlaciones entre el H-1" de la

xilosa y el H-3 de la aglicona, entre el H-2' de la xilosa y el H-1" de la

guinovosa, entre el H-4" de la quinovosa y el H-1"" de la glucosa y entre el H-

1" de la 3-O-metilglucosa terminal y el H-3"" del residuo de glucosa.

La configuraciéon absoluta de los monosacaridos de la cadena glicosidica de

Patagonicésido B (3) se establecio mediante el andlisis de los derivados

obtenidos por aminacion reductiva de los monosacéaridos, de la misma manera

gue se realizé para el compuesto 2.

En base a todos los datos expuestos se establecio la estructura del compuesto

Patagonicésido C (3) como 3-0-[6-0-S0O;3; Na,-3-0-metil-B-D-glucopiranosil-
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(1—>3)-p-D-glucopiranosil-(1—4)-B-D-quinovopiranosil-(1—2)-4- 0-SOz;Na,- B-D-

xilopiranosil]-holost-7-eno-3B,12a,17a-triol.

Los glicésidos Patagonicosidos A (1), B (2) y C (3) son los Unicos ejemplos
informados hasta el momento de holoturinas con una aglicona A’, 3p,12a,17a-

trihidroxiholostano.

I1.4 ACTIVIDAD BIOLOGICA

11.4.1 ACTIVIDAD CITOTOXICA FRENTE A Artemia salina

El bioensayo de citotoxicidad que utiliza Artemia salina era hasta hace algunos
afios el mas empleado en la busqueda de compuestos citot6xicos™®.

Artemia salina es un crustaceo que vive en ecosistemas hipersalinos con un
periodo de generacién relativamente corto (20 dias). Los embriones
encapsulados pueden mantenerse viables, en estado desecado, durante décadas.
En su desarrollo atraviesan diversos estadios naupliares o larvarios hasta llegar a
adultos. Se los utiliza generalmente a las 48-72 horas de la incubacién de los
huevos cuando se encuentran en el periodo de metanauplio I.

Este test ha sido utilizado como primer paso para detectar actividad
antitumoral y pesticida potencial y a pesar de que puede dar falsos positivos
tiene la ventaja de no utilizar suero animal y de poseer excelente correlaciéon con
el ensayo de citotoxicidad en células KB.

El extracto metandlico de los ejemplares A mostré toxicidad para larvas de

Artemia salina con una DLsp=54,3 ppm.

I1.4.2 ACTIVIDAD ANTIFUNGICA

Los compuestos Patagonicésidos A (1), B (2) y C (3) y sus anélogos
desulfatados fueron evaluados frente al hongo fitopatégeno Cladosporium
cladosporoides mediante una técnica de bioautografia®. Se utilizé6 como
compuesto de referencia Benomil (C14H18N4O3), un fungicida comercial. Como se
puede observar en la Figura I1-7, los glicésidos 1-3 y sus analogos desulfatados

muestran marcadas diferencias en sus actividades antifungicas. Patagonicésido A
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(1) resulta considerablemente mas activo, de manera dependiente de la
concentracion, mostrando zonas de inhibicion de 10-22 mm en las
concentraciones probadas (5-20 pg/punto). Los glicésidos 2 y 3 resultaron
menos activos que 1, pero mas activos que sus analogos desulfatados 2ay 3a,
los cuales fueron inactivos a la concentracion mas baja (5 pg/punto) y
débilmente activos (halos de inhibicion de 6 y 7 mm, respectivamente) a la
mayor concentracién probada (20 pg/punto). Teniendo en cuenta que los
compuestos 1y 3 son isémeros que difieren Gnicamente en la posicion de uno
de grupos sulfato, los resultados obtenidos sugieren que, no sélo la presencia
sino también la posicion de los grupos sulfato en la cadena de oligosacarido,
juega un papel importante en la actividad antifungica de estos glicosidos

triterpenoidales.

Claah sporium ol dhspo ridas
30 —#—Beromil

- a5 =& Patagdnicosido A
c
E —ir— P atagdnicosido B
é 204 ——Patagdnicosidoa C
% 15 | B Ds-pata AL
= Ds-pata b
TR
£
g n—70

5 - E3

1] ﬂ T T T |

0 5 10 13 20 25

PSS A (o pro)

Figura I1-7. Actvidad antifungica frente a Cladosporium cladosporoides.

El compuesto mayoritario Patagonicésido A (1) y su analogo desulfatado (1a)
fueron evaluados ademas frente a los hongos Cladosporium fulvum, Fusarium
oxysporum 'y Monilla sp. (Figura 11-8).

Como se puede observar, el compuesto 1 resulté mas activo que su anélogo
desulfatado frente a los tres hongos; frente a Cladosporium fulvum y Monilla sp.

mostré actividad comparable al compuesto de referencia, al igual que frente a
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Cladosporium cladosporoides (Figura 11-7). En cambio frente al hongo Fusarium
oxysporum resulté menos activo que benomil y con una actividad comparable a
1a.
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Figura I1-8. Actividad antifungica de 1 (Patagonicdsido A) y 1la (DS-Patagonicésido A) frente a
Cladosporium fulvum, Monilla sp y Fusarium oxisporum. B = benomil
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I1.4.3 ACTIVIDAD FRENTE A LINEAS CELULARES
TUMORALES

Teniendo en cuenta que algunos glicosidos triterpenoidales aislados de
holotureos inducen apoptosis en células tumorales in vitro** e in vivo*? y que
inyecciones de soluciones de algunos de estos compuestos producen regresion
de tumores en modelos animales®®, se decidi6 llevar a cabo el estudio de la
actividad citotéxica y antiproliferativa de los Patagonicésidos A (1), B (2) y C (3)

frente a lineas celulares tumorales.

II-4.3.1 ACTIVIDAD ANTIPROLIFERATIVA Y CITOTOXICA
DEL GLICOSIDO 1 Y SU ANALOGO DESULFATADO 1a

Se determind la actividad antiproliferativa de los compuestos 1y 1a frente a
las lineas celulares Hep3B (hepatocarcinoma humano), MDA-MB231 (carcinoma
mamario humano) y A549 (carcinoma de pulmoén humano), seguin la
metodologia descripta en la Parte experimental. Se observéd que luego de 24
horas de incubacién el porcentaje de células que sobrevivian disminuia
gradualmente con el incremento de la concentracién de ambos glicésidos. Los
valores de ICso del compuesto 1 en las lineas Hep3B, MDA-MB231 y A549 fueron
similares (15,89, 19,62 y 15,04 uM, respectivamente). El analogo desulfatado
1a mostré un efecto ligeramente mayor frente a las lineas Hep3B y MDA-MB231,
con ICso de 5,09 y 5,39 uM, respectivamente. Sin embargo frente a la linea
A549, la ICso fue de 16,53 uM. Estos resultados (Figuras 11-9 a-c) indicaron que
los compuestos 1y 1a son capaces de inhibir el crecimiento de diferentes lineas
celulares tumorales. Teniendo en cuenta que ambos glicésidos mostraron valores
de I1Csq similares frente a la linea A549, se eligié esa linea para estudiar la accion
biol6gica de ambos compuestos a niveles intracelulares. Por esta razén se
determiné en primer lugar la actividad citotéxica de los compuestos en esta
linea, encontrandose que los valores de CCs, fueron de 44,0 pM para el

compuesto 1y 14,6 uM para el compuesto 1a (Figura 11-10).
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Figura I1-9 a-cCurva dosis-respuesta de actividad antiproliferativa de los compuestos 1y 1a frente

a la linea celular A549.
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Figura I1-9 b-cCurva dosis-respuesta de actividad antiproliferativa de los compuestos 1y 1a frente

a la linea celular Hep3B.
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Figura |1-9 c-cCurva dosis-respuesta de actividad antiproliferativa de los compuestos 1y 1a frente

a la linea celular MDA-MB231.
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Figura I1-10.Curva dosis-respuesta de actividad citotéxica de los compuestos 1y 1a frente a la linea

celular A549.
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Por otro lado, se evalu6 la actividad antiproliferativa de los compuestos 2, 3y
sus analogos desulfatados 2a y 3a frente a las lineas celulares A549 y Hela. Se
observé que luego de 24 horas de incubacion el porcentaje de células que
sobrevivian disminuia gradualmente con el incremento de la concentracién de los
glicosidos, al igual que para los compuestos 1y 1a. Los valores de ICsq del
compuesto 2 en las lineas A549 y Hela fueron similares (9,73 y 7,94 uM,
respectivamente). El compuesto disulfatado 3 mostré un efecto ligeramente
mayor frente a las lineas A549 y Hela, con ICsg de 5,56 y 3,57 uM,
respectivamente. Estos resultados mostraron que los glicésidos 2y 3 son
capaces de inhibir el crecimiento de la linea celular tumoral A549 en
concentraciones menores que los compuestos 1y 1a. Al realizar los ensayos de
actividad citotoxica de los compuestos en esta linea, se encontré que el valor de
CCsp fue 8,87 uM para el compuesto 2y 4,04 uM para el compuesto 3. En la
linea celular Hela los valores de |Cso fueron 8,58 uM para el compuesto 2y 7,94
UM para el compuesto 3.

El compuesto 1a es el mismo analogo desulfatado de los compuestos 1y 3.
Los valores de ICso del compuesto 2a en las lineas A549 y Hela fueron similares
(37,97 y 32,63 uM, respectivamente). En el caso de la linea A549 el valor de
CCso fue 65,64 pMy en lalinea HeLa 31,95 uM.

En las tablas I1-4 y 5 se muestran los valores de 1Cso (UM) de los glicésidos

naturales 1-3 y sus analogos desulfatados 1a y 2a frente a la linea celular A549.

Tabla I1-4. Actividad citotéxica (1Cso) de los compuestos 1, 1a, 2, 2ay 3 frente a la linea celular
A549.

Linea Pata. A (1) Pata. B (2) Pata. C (3) Desulf.(1a) | Desulf. (2a)

celular

A549 | 44 (uM) 8,87 (UM) 4,04 (M) 14,6 (uM) | 65,64
(HM)

Tabla 11-5. Actividad antiproliferativa (1Cso) de los compuestos 1, 1a, 2, 2ay 3 frente a la linea

celular A549.

Linea Pata. A (1) Pata. B (2) Pata. C (3) | Desulf.(1a) | Desulf. (2a)

celular

A549 | 15,04 (uM) 9,73 (LM) 5,56 (LM) 16,53 (uM) | 37,97
(HM)
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Como puede observarse en las tablas, los compuestos 1 y 2a resultaron
antiproliferativos a concentraciones menores a aquellas a las que fueron
citotoxicos. Para los otros dos compuestos estudiados los valores de 1Csq para la
actividad citotéxica fueron menores que los correspondientes para la actividad

antiproliferativa.

Numerosos glicésidos triterpenoidales que contienen una cadena de
tetrasacarido lineal han sido estudiados en cuanto a su actividad citotéxica frente
a lineas celulares in vitro. En particular, los glicésidos Intercedensidos A, B, C, D,

E, F, Gy H aislados de Mensemaria intercedens®*

y Philinopsidos A y B aislados
de Pentacta quadrangularis®® resultaron mucho mas citotéxicos que nuestros
compuestos frente a la linea celular A549, con valores de EDs, entre 0,7-1,8

ug/ mil.

Lo expuesto anteriormente indica que tanto la linea celular empleada como la
estructura quimica de los glicosidos son determinantes en las actividades

citotoxicas y antiproliferativas de los mismos.

I1-4.3.2 EFECTO DE LOS GLICOSIDOS TRITERPENOIDALES 1
Y 1a SOBRE LA ACTIVACION DE NF-kB

El factor nuclear kappa B (NF-kB) es uno de los factores celulares
transcripcionales vitales. Es una pieza clave en sistemas de respuesta rapida a
sefiales extracelulares desde el exterior hacia el nucleo celular y controla y
regula la expresion de distintos genes. NF-kB tiene importancia en la respuesta
inflamatoria e inmune, en el proceso de proliferacion y muerte celular, en la
replicacion viral, en la produccion de oxido nitrico y en la interacciéon entre

células?®.

La activacion o la sobreexpresion del factor NF-kB fue asociada con cancer y
metastasis por el papel de este factor de transcripcion en la regulacién de la
progresion del ciclo celular. NF-kB es importante en el desarrollo normal del ciclo
celular e interviene en la regulacion de la muerte celular. Algunos tumores

expresan de forma constitutiva la activacion de NF- kB''.

NF-kB responde a una gran cantidad de sefiales y activa también una
importante cantidad de genes. Es importante tener en cuenta que NF-kB forma

parte de la familia de proteinas NF-kB/Rel que se fijan a las proteinas kB del
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ADN. Se presenta como forma inactiva ligado a su inhibidor I kappa B (IkB)
dentro del citoplasma o como forma activa dentro del nacleo. La actividad del
NF-kB depende de su localizacion celular. Si esta en el citoplasma se encuentra
formando un complejo trimérico con alguno de sus inhibidores (IkB) que oculta
sus secuencias de destino nuclear y es por tanto, transcripcionalmente inactivo.
Cuando el IkB se fosforila, éste es ubiquitinilado, lo que permite su
reconocimiento por el proteosoma que lo degrada, liberando al dimero del NF-kB
(por ejemplo: p50/p65) que se transloca al nucleo, donde activa a sus genes

blanco.

La activacion constitutiva de NF-xB es probable que participe en el crecimiento
acelerado de una variedad de canceres. La habilidad de NF-«B para inhibir la
apoptosis, asi como la capacidad para promover la proliferacion celular, hacen
que sea un blanco atractivo para la terapia del cancer'®*°,

Para investigar el efecto de los compuestos 1y 1a sobre la activacion de NF-
kB, se agregaron soluciones de concentraciones correspondientes a las 1Csq
(15,04 y 16,53 pM) a las células A549 y se incubaron a 37 °C por periodos de 30
min o 2 horas. Luego del periodo de incubacion se realizé una tincidon de
inmunofluorescencia indirecta para observar el estado de NF-kB. En las imagenes
obtenidas (Figura I1-11) se observé que la subunidad p65 de NF-xB aparecia en
el ndcleo de las células tratadas. Se llevg a cabo un andlisis semicuantitativo del
ensayo para corroborar los resultados observados, contando 20 células por
campo (por duplicado) y calculando el porcentaje de translocacion como el
namero de células con fluorescencia en el nucleo, relativo al nUmero de células
totales.

Ambos compuestos indujeron la activacion de NF-xB. El 100 % de las células
tratadas con el compuesto 1a mostré la subunidad p65 en el nacleo,
independientemente del tiempo de tratamiento, mientras que las células
tratadas con el compuesto 1 mostraron 100 % de translocacién al ser tratadas

durante 2 horasy 78 % cuando fueron tratadas durante 30 min.
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Figura 11-11. Efecto de los compuestos 1 y 1a sobre la translocacién nuclear de NF-kB en células
A549. A. Células control sin tratar. By C. Células tratadas con el compuesto 1 por 30 min y 1 hora,
respectivamente. D y E. Células tratadas con el compuesto 1a por 30 min y 1 hora, respectivamente.

Considerando que la actividad de NF-kB se puede inducir en la mayoria de las
lineas celulares por tratamiento con diferentes estimulos, como por ejemplo con
TNF-a, se decidié provocar la translocacion de NF-kB en la linea celular A549
usando esta citoquina. Para ello se agregé la misma al cultivo celular y se lo
incub6 a 37°C. Se determiné que la incubacién con 10 ng/ml de TNF-a durante
30 minutos suscit6 la translocacién de NF-xB en el 100 % de las células tratadas.
Resultados similares se obtuvieron cuando las células fueron incubadas
simultaneamente con TNF-a y el compuesto 1 6 1a. (Figura I1-12)

Estos resultados indicaron que ambos compuestos activan la via NF-xkB y que

ninguno de ellos inhibe la activacion de NF-«B inducida por TNF-a.
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Figura I11-12. Efecto de los compuestos 1 y 1a sobre la translocacion de NF-«B inducida por TNF-a
células A549. Las células fueron tratadas con TNF-a por 30 min y tratadas simultaneamente o pre
tratadas con los compuestos.. A. Células control tratadas s6lo con TNF-a. B. TNF-a + compuesto 1.
C. Compuesto 1 (2hs)+ TNF-a. D. TNF-a + compuesto 1a . E. Compuesto 1a (2hs) + TNF-a.

II-4.3.3 ACTIVIDAD DE LOS COMPUESTOS 1y 1a SOBRE LA
DEGRADACION DE IKBa

Debido a que la translocacion de NF-kB al nucleo es precedida por la
degradacion proteolitica de su inhibidor, IkBa, en el citoplasma, se decidid
analizar si la activacion de NF-kB por los compuestos estudiados era
concomitante con la degradacion de IkBa.

En primer lugar las células A549 fueron tratadas con los compuestos 1y 1laen
las concentraciones ICsq, con o sin 10 ng/ml de TNF-a, durante 30 minutos y
posteriormente se examinaron los extractos celulares obtenidos por Western blot
(Figura 11-13 A).

TNF-a indujo la degradacién de IkBa en las células control luego de 30 min, en
concordancia con la translocacion de NF-«xB observada a través de
inmunofluorescencia indirecta. Asi mismo, como se esperaba, los compuestos
estudiados provocaron la degradacion de IkBa, tanto en presencia como en

ausencia de 10 ng/ml de TNF-a.
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Cuando las células fueron pretratadas durante 2 horas con cualquiera de los

dos compuestos, en ausencia o presencia de TNF-a, se obtuvieron los mismos

resultados (Figura 11-13 B).

cc TNF (1)30min (12)30min (1)30min +TNF  (12)30min +TNF

CALNEXINA

KB

cC THF 30 (1)2hs  (1)2hs+TNF (1a)zhs (1a)zhs +TNF

CALNEXINA

IxB

Figura 11-13. Efecto de los los compuestos 1 y 1la sobre degradacion de IkBa inducida por
tratamiento con TNF-a en células A549. A. Células tratadas con los compuestos con o sin 10 ng/ml
de TNF-a durante 30 min. B. Células pre tratadas con los compuestos 1y 1ay posterior tratamiento
en los casos especificados con 10 ng/ml de TNF-a durante 30 min.

Analizando los resultados obtenidos se puede observar que los compuestos 1y

1a no inhibian la translocacién de NF-kB al nucleo de las células A549, sino que
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por el contrario lo promovian y por consiguiente se inducia la degradacion de
IkBa.

Los resultados obtenidos indican que la actividad las actividades citotoxica y
antiproliferativa de los glicdsidos triterpenoidales 1y 1a no involucran un
mecanismo de accidn relacionado con la inhibicién de la translocacién al nucleo

de NF-kB.

II-4.4 ACTIVIDAD HEMOLITICA

Existen numerosos informes sobre la actividad hemolitica de glicésidos
triterpenoidales provenientes del orden Dendrochirotida?®, observandose que
esta actividad se debe a su interaccién con las membranas celulares.

Los resultados de la actividad hemolitica de los compuestos 1 y 1a mostraron
que estos compuestos comenzaban a presentar actividad a concentraciones de
1-3 uM y que los valores de ICso eran de 82 uM para el compuesto 1y 87 uM
para el compuesto 1a.

Estos valores resultan inferiores a los informados para glicésidos
triterpenoidales aislados de holotureos. Esto probablemente esté relacionado con
la presencia poco comun de 2 grupos OH unidos en las posiciones 12 y 17 junto
con un doble enlace en posicion A’.

Estos valores resultan de importancia, ya que nuevamente se observa que
estos compuestos no presentan actividad hemolitica a las concentraciones que

presentan actividad antiproliferativa.
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CAPITULO III-Psolus squamatus

III.1 INTRODUCCION.

El holotureo Psolus squamatus var. segregatus (Perrier, 1905)* pertenece a la
familia Psolidae y al orden Dendrochirotida. Presenta las mismas caracteristicas
morfolégicas que Psolus patagonicus, salvo el tipo de escleritas, el tamafio y su
coloracién anaranjada-rojiza, a diferencia de P. patagonicus el cual es de color

crema palido a blanco. Estas diferencias pueden observarse en la Figura I11-1.

Figura Il11-1. En el centro se observa un ejemplar de Psolus squamatus var. segregatus, las flechas

indican los ejemplares de Psolus patagonicus. Foto: H. Monsalve.

Se recolectaron los ejemplares por buceo a una profundidad de 4-10 m en los
sustratos rocosos de las lIslas Bridges, Ushuaia (Tierra del Fuego). Los

ejemplares fueron identificados por la Dra. Claudia Muniain.
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II1.2 AISLAMIENTO DE METABOLITOS

Los ejemplares (15) fueron extraidos con EtOH, el extracto obtenido fue
concentrado a presion reducida y particionado entre MeOH: H,O
(9:1)/ciclohexano para separar los lipidos polares de los no polares.

El extracto metandlico mostré actividad antifungica frente al hongo
fitopatégeno Aspergillus niger mediante el ensayo de bioautografia?, tal como se
detalla en la Parte Experimental. El fraccionamiento del extracto se realiz6
mediante cromatografia “flash” en columna seca de fase reversa utilizando H,O
como primer eluyente y luego mezclas de H,O-MeOH, con proporciones
crecientes de MeOH y finalmente MeOH. Las fracciones que eluyeron con MeOH
60 % y 70 % contenian los glicosidos triterpenoidales. Las fracciones fueron
analizadas por CCD de silica gel con n-BuOH: AcOH:H,O (solvente A) como
solvente de desarrollo y reveladas con una solucién de p-anisaldehido. Se
observaron 3 manchas con R coincidentes con los de los glicésidos
triterpenoidales aislados de Psolus patagonicus: Patagonic6sidos A (1), B(2)y C
(3).

La purificacién final de las fracciones que contenian los glicosidos se realiz6 por
cromatografia liquida de alta resolucién con una columna Bondclone C18. Se
utilizé como fase moévil CH;CN:H,O (30:70).

En la figura I11-2 se muestra el esquema de aislamiento y purificacién.

Capitulolll-Psolus squamatus 70



Fsalus squamatis
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Figura I11-2. Aislamiento y purificacion de glicosidos triterpenoidales de Psolus squamatus.

I11.3 ELUCIDACION ESTRUCTURAL DE LOS GLICOSIDOS
AISLADOS

El compuesto mayoritario 1 que en CCD presentd el mismo R; que
Patagonicésido A (1) fue analizado por RMN *H en piridina-ds/ D,0 (4:1),
observandose las sefiales correspondientes a Patagonicésido A (1) detalladas a

continuacion:
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A campos altos, las sefales de los grupos metilo de la agliconaa & 1,91 (s),
1,27 (s), 1,10 (s), 1,83 (s), 1,27 (s), 0,87 (d, J=6,6 Hz), 3 0,86 (d, J=6,6 Hz)
ppm correspondientes a 32-CHj3, 31-CH3, 30-CH3, 21-CH3;, 19-CH3, 26-CH3 27-
CHs, respectivamente.

Las sefiales poco resueltas a & 1,40-2,70 ppm corresponden a la montafia
metilénica caracteristica de las estructuras esteroidales y triterpenoidales.

A 0 4,86 ppm se observa un multiplete caracteristico del H-12 de aquellas
agliconas triterpenoidales con un anillo lactéonico 18(20) que poseen un
sustituyente OH unido a C-12.

Entre 8 3,50 y 5,50 ppm se observan las sefiales de los protones de la cadena
glicosidica. Las sefiales a 6 4,79 (d, J=7,3), 5,00 (d, J=7,8), 4,87 (d, J=7,5) y
5,42 (d, J=7,9) corresponden a los 4 protones anémericos.

Un multiplete a & 5,85 ppm es caracteristico del H-7 en glicésidos con un doble
enlace A,

Un doblete a 1,73 (d, J=6,0) corresponde al grupo metilo de quinovosa y un
singulete a 6 3,86 indica la presencia de un grupo metoxilo perteneciente a 3-0O-
Me-glucosa.

El analisis del compuesto 1 por ARESIEM mostré el i6n m/z 1167,5309 [ M-
NaSO,+ H-Na] ", espectro Il1-1. Este dato, junto con los resultados del andlisis
por CCD y RMN 'H, confirma que la estructura del compuesto es la de

Patagonicésido A (1) (Figura I11-3).

!menssf ~ a7 = - O R = T -MS, 0.4-0.4min #(21-23))
x10~1
i 116753087 [M-NaSO,+H-Na]
51 |
o]
] 1168.53372
3 I
1 [
24 | |
1 [\ 1169.53514
1 \ f\
1 1168.02015 | | A
N\
] ’ /\ | |  1169.03074 |\ 1170.53633
ol =z, G wof _f J \ 117002872 117153969
1167 1168 1169 1170 1171 1172 miz

Espectro I11-1. Espectro ARESIEM del compuesto 1.
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1 R.]_::= 5[:'3-_\-3. R.3=E

3 R1:3= 503-.\-3. R.:=I‘:

Figura Il11-3. Estructuras de Patagonicésidos A (1) y C (3).

En cuanto a los dos compuestos minoritarios (2 y 3) aislados, el analisis de los
espectros de RMN *H no fue tan claro debido a la escasa masa obtenida. Si bien
se identificaron algunas sefiales correspondientes a los glicésidos
Patagonicésidos B (2) y C (3), el analisis no permitio asignar todas las sefiales,
en particular las correspondientes a la cadena glicosidica.

El analisis por ARESIEM del compuesto de menor polaridad (2) mostré el i6n
m/z 1151,4991 [M - Na] correspondiente al ion pseudomolecular de
Patagonicésido B (2) (Figura I11-4) cuya férmula molecular es Cs3Hgz0,5SNa.

Este resultado coincide con lo observado por CCD.
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Figura Il1-4. Estructura de Patagonicésido B (2).

El analisis del compuesto 3 por ARESIEM mostré el ibn m/z 1285,4599 [M-Na]~
Este dato junto con los valores de R; en CCD y tiempo de retencién en HPLC
sugieren que la estructura de 3 coincidiria con la de Patagonicosido C (3) de

formula molecular CsgHgsO29S,Na, (figura 111-3).

Los resultados obtenidos muestran que, ademas de presentar las mismas
caracteristicas morfolégicas, Psolus patagonicus 'y P. squamatus presentaria la
misma composicién en glicésidos triterpenoidales. Al compartir ambos holotureos
el mismo habitat, es probable que la biosintesis de los glicésidos Patagonicdsidos
A, By C esté relacionada con una dieta comin a ambos organismos.

Este dato debera relacionarse con estudios de la dieta de estos organismos, ya
que ambos holotureos fueron recolectados en el mismo lugar, para comprender

mas acerca de la sintesis de estos compuestos.
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CAPITULO IV-Pseudocnus dubiosus leoninus

IV.1 INTRODUCCION

El holotureo Pseudocnus dubiosus leoninus (Semper, 1867)* pertenece a la
familia Cucumariidae y al orden Dendrochirotida y no ha sido estudiado desde el
punto de vista quimico antes de este trabajo de tesis doctoral. Los ejemplares
fueron recolectados por buceo en mayo de 2007 y octubre de 2009 a una
profundidad de 5-12 m en las cercanias de las Islas Bridges, Ushuaia, Tierra del

Fuego, Argentina. Presentaban un largo promedio de 3,1 cm y 1 cm de ancho.

La identificacion de los organismos fue realizada por la Dra. Claudia Muniain.

IV.2 AISLAMIENTO DE GLICOSIDOS TRITERPENOIDALES

Cuarenta y ocho ejemplares (38,95 g) de P. dubiosus leoninus fueron
homogeneizados en EtOH y extraidos a temperatura ambiente. El extracto
etandlico, una vez filtrado y evaporado hasta residuo seco, se particion6 entre

MeOH:H,0 (9:1) y ciclohexano para separar los lipidos polares de los no polares.

El extracto metandlico mostr6 actividad antifungica frente al hongo
Asperguillus niger mediante el ensayo de bioautografia®. El fraccionamiento del
extracto se realiz6 mediante cromatografia “flash” en columna seca de fase
reversa utilizando H,O como primer eluyente, luego mezclas de H,O-MeOH, con

proporciones crecientes de MeOH y finalmente MeOH.

Las fracciones obtenidas fueron analizadas por CCD de silica gel en el solvente
A. Las fracciones eluidas con MeOH 60 % y 70 % mostraron dos manchas de Ry
= 0,34 y 0,26 coincidentes con glicésidos triterpenoidales. Estas fracciones se
analizaron por RMN 'H observandose sefiales a campos altos (& 0,9-1,7 ppm)
caracteristicas de los metilos del esqueleto triterpenoidal y un grupo de sefiales a

0 3-5 ppm correspondientes a los azlcares de la cadena glicosidica.

La purificacion de ambas fracciones se realizé por HPLC con una columna C18

utilizando como fase mavil MeOH: H,O (55:45), obteniéndose 2 glicésidos
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triterpenoidales, denominados compuestos 4 y 5. El proceso de aislamiento y

purificacion se muestra en la figura 1V-1.

tseudonus dubiosus :

leoninus !
i ‘

DEtOH, T ambiente

2)Concentracidn
Preducida

1

[
‘ Extracto acneso

Particion MeOH:H20 (9:1)/ Ciclohexano

i > ‘/ \ = e
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H,0, MeOH:H,0, MeOH

Actividad antifingicafrente a Aspergilius niger

| Fracciones MeOH H;O (MeOH 60,70%)

HPLC QeOH-H,0 , 55:45)

______ T Ry

‘{ Compuesto{d) J‘ f

ot

|
|

Compuesto(S) |
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Figura IV-1. Esquema de aislamiento y purificacion de glicésidos triterpenoidales de Pseudonus

dubiosus leoninus.

IV.3 ELUCIDACION ESTRUCTURAL DE LOS GLICOSIDOS
AISLADOS

De la misma manera que para los glicosidos aislados de los holotureos
descriptos anteriormente, las estructuras de los compuestos fueron

determinadas a partir de la interpretacion de los datos obtenidos por métodos
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espectroscépicos (RMN-'H y RMN-*3C, mono y bidimensional y ARESIEM) y
reacciones de hidrélisis acida y derivatizacion de los monosacéaridos de la cadena

glicosidica.

El espectro de RMN 'H del compuesto 4 realizado en piridina-ds/ D,0 (4:1)
mostro las sefiales caracteristicas de un esqueleto triterpenoidal del tipo

holostano.

En el espectro de RMN 'H se observaron las sefiales a campos altos de los
grupos metilo del esqueleto triterpenoidal: & 0,90 (d, J=6,6), 0,92 (d, J=6,6),
1,14 (s), 1,25 (s), 1,32 (s), 1,34 (s) y 1,50 (s) ppm correspondientes a 27-CHjs,
26-CHg3, 30-CHg3, 32-CH3, 19-CHj;, 31-CHzy 21-CHg, respectivamente (Espectro
IV-1).

It H-26 H-27
|

|
‘ H-17 {
[ 2.90ppm & K\

| o | J l

] 5,76 ppm . J A " ‘\ ’ \' |

| Ly W/ "»“l‘* e YV WL
s S5 | = S ) VU > \.‘\_,&___’.\__,'\JL/ o "V‘L

Espectro 1V-1. Espectro RMN *H del compuesto 4 (piridina-ds/ D,0).

Las sefiales a 6 1,50-2,50 ppm, poco resueltas, corresponden a la montafia

metilénica caracteristica del esqueleto triterpenoidal.
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A d 2,90 ppm se observé un singulete que integra para un protén. Esta sefial
es caracteristica del H-17 en agliconas que poseen un grupo ceto en C-16 y un

anillo lacténico 18(20).

A 0 3,00- 4,40 ppm se observaron las sefiales de los protones de la cadena de

oligosacarido, la cual sera detallada mas adelante.

A 0 5,76 ppm se observé una sefial caracteristica del H-7 en agliconas con un

enlace olefinico 7(8).

El espectro de RMN *3C present6 sefiales para un enlace olefinico 7(8) a &
122,7 ppm (C-7) y 145,1 ppm (C-8) y un anillo lacténico 18(20) a & 179,7 ppm
(C-18) y 84,4 ppm (C-20). El C-3 se observé a 6 89,7 ppm, valor caracteristico
en glicésidos triterpenoidales de holotureos debido a la glicosidacion en esta

posicion.

A campos altos se observaron las sefiales de los metilos 26-CH3, 27-CH3, 30-
CHs, 32-CH3, 19-CH3, 31-CH3, 21-CH3 a 6 23,6, 23,4, 18,1, 32,9, 23,5, 29,4y

26,9 ppm, respectivamente.

La sefal de un grupo carbonilo adicional a 6 213,6 ppm junto con la sefial de
un grupo metino a d 64,5 ppm (C-17) que correlacionaba con el singulete a
2,90 ppm (H-17) en el espectro HSQC indic6 la presencia de un grupo carbonilo
en C-16.

Las sefiales a ® 60-106 ppm corresponden casi exclusivamente a los carbonos de
los monosacaridos presentes en la cadena glicosidica, la cual serd descripta mas

adelante.

Para asignar los protones y carbonos del esqueleto triterpenoidal (Tabla IV-1) se
analizaron los datos aportados por los espectros de RMN bidimensionales COSY
'H-'H, HMBC, NOESY y TOCSY.
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Tabla IV-1. Datos de RMN *H y **C de la aglicona del glicésido 4*°

posicion S¢, mult. du (J en Hz)
1 36,7 CH, 1,50 (m)
2 27,9 CH 1,99 (m), 2,19 (m)
3 89,7 CH 3,34 (m)
4 40,3 qC
5 49,2 CH 1,11 (m)
6 24,1CH, 2,11 (m)
7 122,7 CH 5,76 (m)
8 145,1 qC
9 47,7 CH 3,79 (m)
10 36,4 qC
11 23,2 CH, 1,95 (m), 1,71 (m)
12 30,4 CH, 2,14,2,34 (m)
13 57,7qC
14 46,5 qC
15 52,8 CH, 2,74 (d, 15.8), 2,57 (m)
16 213,6 qC
17 64,5 CH 2,90
18 179,7 qC
19 23,5 CH; 1,32s
20 84,4 qC
21 26,9 CH; 1,50's
22 39,9 CH, 1,72 (m), 1,87 (m)
23 23,7 CH, 1,50 (m)
24 40,1 CH, 1,22 (m)
25 28,4 CH 1,57 (m)
26 23,6 CH; 0,92s
27 23,4 CH; 0,90 s
30 18,1 CH; 1,14s
31 29,4 CH; 1,34s
32 32,9 CH; 1,25s

? Datos a 500 MHz ('H) y 125 MHz (*C) en CsDsN/DO (4:1). ® Asignados por COSY 'H-'"H, HMBC, HSQC, TOCSY y

NOESY.
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La estereoquimica de los centros quirales de la aglicona fue determinada a partir

del anédlisis del espectro NOESY (Figura IV-2).

3 26

27

Figura IV-2. Correlaciones NOESY del compuesto 4.

La sefal del H-3 (& 3,34 ppm) mostré correlaciones en el espectro NOESY con
las sefiales correspondientes a 31-CH; (6 1,34 ppm) e H-5 (0 1,11 ppm),

indicando que H-3, H-5 y 31-CH; se encuentran en la misma cara de la molécula

(o).

En el espectro COSY *H-'H se observa la correlacién entre los metilos 30-CH3 (8

1,14 ppm) y 31-CH3 (0 1,34 ppm) debido a un acoplamiento tipo W.

El metilo 19-CH5 (8 1,32 ppm) que correlaciona con la sefial a & 23,5 ppm en el
espectro HSQC, correlaciona en el espectro NOESY con las sefiales de 30-CH; (0
1,14 ppm) e H-9 (0 3,79 ppm). Estas correlaciones permiten la asignacion de los

metilos 19-CH3zy 30-CHj; e indican que el H-9 presenta configuracién .

Con los datos obtenidos fue posible determinar la estructura de la aglicona del

compuesto 4 como 16-ceto-holost-7-en-3B-ol (Figura IV-3).
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Figura IV-3. Aglicona del compuesto 4.

Antes de analizar los datos espectroscépicos referidos a la cadena glicosidica de
4 se determiné la identidad y proporcion de los monosacaridos que la componen.
Para ello, el glicosido 4 fue hidrolizado con acido trifluoroacético 2N a 120 °C
durante 2 horas y los monosacaridos libres fueron convertidos en los respectivos
alditoles peracetilados y analizados por CG-EM junto con patrones derivatizados en
las mismas condiciones. Se determiné la presencia de quinovosa, xilosa, 3-O-Me-

glucosa y glucosa en una relacién 1:1:1:1.

En el espectro de RMN '*C del glicésido 4 se observaron cuatro sefiales
correspondientes a carbonos anoméricos a 6 105,7, 105,6, 106,0 y 106,1 ppm, los
cuales mostraron correlaciones en el espectro HSQC con las sefiales de los
protones anoméricos a 0 4,78 ppm (d, J=7,2 Hz), 5,03 ppm (d, J=7,8 Hz), 4,88
ppm (d, J=8,1 Hz), y 5,41 ppm (d, J=7,8 Hz) (Tabla IV-2 y espectro IV-2). Las
constantes de acoplamiento de los protones anoméricos corresponden a la
configuracion B de los enlaces glicésidicos®. Los valores de desplazamiento quimico
de los carbonos anoméricos indican que los monosacaridos se encuentran en su

forma pirandsica.
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Espectro 1V-2. Seccion espectro HSQC del compuesto 4.

Los valores de desplazamiento quimico de los carbonos y protones de la cadena
glicosidica del compuesto 4 (Tabla IV-2) se asignaron en base a los espectros de
RMN bidimensionales COSY *H-'H, HSQC, HMBC, TOCSY y NOESY.

En el espectro de RMN 'H se observé la presencia de un doblete a 81,62

(J=6,1 Hz) que correlaciona en el espectro HSQC con la sefial a & 18,8 ppm

correspondiente al grupo metilo de quinovosa.

El singulete a 0 3,93 ppm que integra para tres protones y la sefial a d 61,5

ppm indican la presencia de un grupo metoxilo perteneciente a 3-O-Me-glucosa.

En el espectro TOCSY del compuesto 4 se correlacionaron las sefiales de los
protones anoméricos con las de los protones correspondientes a cada

monosacarido, identificAndose los siguientes sistemas de protones:
H-1"(3 4,78 ppm) con las sefiales a & 5,25, 4,08, 4,07, 3,77 y 4,70 ppm.
H-1" (& 5,03 ppm) con las sefales a 6 3,99, 3,52, 3,97, 3,81, 1,62 ppm.
H-1"" (d 4,88 ppm) con las sefiales a 6 3,81, 4,30, 3,88, 4,36 ppm.

H-1"" (& 5,41 ppm) con las sefales a & 3,92, 4,22, 3,78, 4,04, 4,35 y 4,54
ppm.

Las sefiales de los protones de cada monosacarido se asignaron a partir de la
sefial del proton anomérico de cada azucar, la cual correlacioné en el espectro
COSY 'H-'H con la correspondiente a H-2: H-1/H-2' (3 4,78/ 4,08 ppm), H-
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1"/H-2" (8 5,03/ 3,97 ppm), H-1""/H-2"" (b 4,88/ 3,81 ppm) e H-1""/H-2"" (&
5,41/ 3,92 ppm). Por otra parte, la sefial de H-3 de cada monosacarido
correlacion6 en el espectro COSY *H-'H con sus protones vecinos (H-2 e H-4),
permitiendo asignar la posicién de estos protones en cada uno de los sistemas
identificados a partir del espectro TOCSY. En el espectro NOESY se observaron
las correlaciones entre los H-3 de cada monosacarido con los protones
anoméricos y los protones unidos a C-5. De esta manera se asigno el H-5 de
cada monosacarido: H-5" (6 3,77, 4,70 ppm), H-5" (4 3,81 ppm), H-5"" (& 4,30
ppm) e H-5"" (& 4,04 ppm).

La sefial a 6 1,62 ppm (H-6"), correspondiente al metilo de quinovosa,
correlacion6 en el espectro COSY *H-'H con la sefial a 3,81 ppm (H-5"). Por
otro lado, la sefial de C-6" (0 18,8 ppm) asignada por HSQC, correlaciond con el
H-5" en el espectro HMBC. A partir de estos datos se completo la asignacion de
las sefiales de la quinovosa.

Las correlaciones observadas en el espectro COSY *H-'H entre H-5""/H-6a"" (&
4,30/ 4,87 ppm) e H-5""/H-6b"" (& 4,30/5,29 ppm) completaron la asignacion de
las sefiales de la glucosa.

La asignacién de las sefiales de los protones de C-6 del monosacéarido terminal
de la cadena glicosidica se basd, al igual que en el caso de la glucosa, en las
correlaciones observadas en el espectro COSY 'H-'H entre H-5""/H-6"" (&
4,04/4,35y 4,54 ppm). El grupo O-Me (0 3,93/61,5 ppm) se ubicd en el C-3 (0
88,7 ppm) de la glucosa terminal a partir del andlisis de los datos de RMN 2D
(TOCSY y HMBC).

Tabla IV-2. Datos de RMN *H y **C de la cadena glicosidica del compuesto 4*°

posicion OC, mult. SH (J en Hz)
I 105,7 CH 4,78d(7,2)
2 83,8 CH 4,08 (m)
3’ 75,6 CH 4,07t(8,9)
& 76,6 CH 5,25 (m)
5 65,0 CH, 3,77 (m), 4,70 (m)
1” 105,6 CH 5,03d(7,8)
27 76,7 CH 3,97 (m)
3” 74,4 CH 3,94-4,01 (m)
4 89,1 CH 3,52,t(9,1)
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5” 72,3 CH 3,66-3,71 (m)

6” 18,8 CH; 1,62,d(6,1)

1 106,0 CH 4,88d(8,1)

2 72,3 CH 3,81 (m)

3 87,8 CH 4,36 (m)

4 71,2 CH 3,88 (m)

5 75,8 CH, 4,30 (m)

6 68,6 CH, 5,29 (m), 4,87 (m)

[N 106,1 CH 5,41,d(7,8)

2 74,9 CH 3,92 (m)

3™ 88,7 CH 3,78 (m)

4 71,1 CH 4,22 (m)

5 79,1 CH 4,04 (m)

6™ 62,6 CH, 4,35 (m), 4,54 d.a (10,5)
OCH; 61,5 CH; 393s

# Datos a 500 MHz ('H) y 125 MHz (*C) en CsDsN/D,O (4:1). © Asignados por COSY 'H-'H, HMBC, HSQC, TOCSY y
NOESY.

La configuracién absoluta de los monosacéaridos de la cadena glicosidica del
compuesto 4 se estableci6 mediante el analisis por CG-EM de los derivados
obtenidos por aminacién reductiva del producto de hidrélisis acida del compuesto
y comparacién con los patrones de los monosacaridos derivatizados de la misma
manera.

Para obtener los derivados diastereoméricos de cada enantibmero, se hizo
reaccionar cada monosacarido patréon de la serie D (xilosa, glucosa, 3-0O-Me-
glucosa y quinovosa) con la mezcla racémica de 1-amino-2-propanol para
obtener las iminas correspondientes, las cuales fueron reducidas a las aminas
diastereoméricas. Cada monosacarido originé ambos diasterémeros en
cantidades equivalentes, los cuales fueron peracetilados y analizados por CG-EM.

El compuesto 4 fue hidrolizado con acido trifluoroacético 2 N a 120 °C durante
2 horas, los monosacéaridos obtenidos de la hidrélisis y cada monosacérido
patrén se hicieron reaccionar con (S)-1-amino-2-propanol. Luego de ser
reducidos a las respectivas aminas, cada monosacarido (de la mezcla y
patrones) dio lugar a un unico derivado que, luego de su peracetilacion, fue

analizado por CG-EM.
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Comparando los resultados obtenidos con la amina quiral (S)-1-amino-2-
propanol y con la mezcla racémica, se asignaron los tiempos de retencidn para
los azlcares de ambas series enantioméricas, siendo los derivados producidos
por la amina (R) equivalentes a aquellos producidos por el enantiomero del
azucar con la amina (S). En realidad s6lo son cromatogréficamente equivalentes,
ya que son enantiémeros entre si.

Salvo la glucosa, el resto de los monosacaridos mostraron buena resolucion.
Los amino alditoles acetilados de glucosa, preparados con el amino alcohol
racémico dieron practicamente una Unica sefial en CG.

Por coinyeccién y analisis por CG-EM de cada D-monosacarido con la mezcla
de hidrdlisis, derivatizados ambos con el (S)-1-amino-2-propanol, se establecié
la correspondencia de todos los monosacaridos presentes con la serie D.

Las posiciones de los carbonos que participan de los enlaces interglicosidicos
se establecieron a partir de correlaciones observadas en el espectro NOESY entre
las sefiales de los protones anoméricos y las sefiales correspondientes a

protones de otras unidades glicosidicas, tal como se observa en la Figura 1V-4.

Figura IV-4. Algunas correlaciones NOESY observadas para la cadena glicosidica del compuesto 4.

El H-1" correlaciona con el H-2" (6 5,03/4,08 ppm), el H-1"" correlaciona con
H-4" (5 4,88/3,52 ppm) y el H-1"" correlaciona con el H-3"" (& 5,41/ 4,36 ppm).
Los valores de 8y se correlacionaron en el espectro HSQC con los valores de 6c y
se asignaron como o 83,8 ppm (C-2"), 87,8 ppm (C-3"") y 89,1 ppm (C-4"), los
cuales difieren de los desplazamientos quimicos en los respectivos
metilglicosidos debido al desplazamiento a campos mas bajos por efecto de la

glicosidacién en dichas posiciones.
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El espectro de masa de 4 obtenido por ARESIEM (modo negativo) mostré los
iones a m/z 1267,5248 [M-NaJ, y el espectro EM/EM de este i6bn presento los
siguientes picos: m/z 1147,5565 [M-NaSO,-Na-H] y m/z 827,3620 [M-3-0O-
MeGlc-Glc-NaSO;T, espectro 1V-3 Ay B.
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Espectro IV-3 A. Espectro ARESIEM del compuesto 4.
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Espectro I1V-3 B. Espectro ARESIEM del ion m/z 1267,5248 del compuesto 4.

En base a estos datos y los de RMN se determind la féormula molecular del
compuesto 4 como Cs4Hgs0,3S,Na,. Este glicosido disulfatado no ha sido

informado en la literatura y su estructura quimica se muestra en la Figura IV-5.

En base a lo expuesto se establece que la cadena glicosidica de 4 corresponde
a [3-O-metil-p-D-glucopiranosil-(1-3)-6""-0O-S0Os;Na-p-D-glucopiranosil-(1-4)-B-D-
quinovopiranosil-(1-2)-4 '-O-SOs;Na-B-D-xilosa] identificada previamente en los

glicésidos  Patagonicésido A (1), aislado de Psolus patagonicus,
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Cucumechinésidos A y C, aislados del holotureo Cucumaria echinata*, y en

Hemoiedemésido A, aislado del holotureo Hemioedema spectabilis®.

o
OH
OR
CH, O
© 4 R =SQNa
OH
CH,OR
CH,OH PN OH
o o
OCH,8 on
on OH

OH

Figura IV-5. Estructura del compuesto 4.

Respecto de la estructura quimica del compuesto 5, su espectro ESIEM de alta
resolucién mostré los iones a m/z 1267,5210 [M-Na] y 1147, 5566 [M-NaSO;,-
Na-HT, los cuales coinciden con los del compuesto 4 y corresponden a la férmula
molecular Cs;Hg4028S,Na,. Por otra parte, el analisis por CG-EM de los alditoles
peracetilados de los monosacaridos obtenidos por hidrélisis acida del glicésido 5
indico la presencia de los mismos azlcares que para el compuesto 4. Debido a la
escasa masa obtenida luego de la purificacién del compuesto 5, no fue posible

realizar la asignacién completa de las sefiales de RMN *H y *3C.

El analisis por CCD y HPLC de los compuestos 4y 5 mostré que 5 es méas
polar que 4. Dado que ambos compuestos presentan la misma formula
molecular y sus cadenas glicosidicas estan constituidas por los mismos
monosacéaridos, ambos glicésidos son isbmeros que podrian diferenciarse en la
posicién de los grupos sulfato (al igual que los Patagonicésidos Ay C) o en la

secuencia de los monosacaridos.
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CAPITULO V-Hemioedema spectabilis

V.1 INTRODUCCION

Este holotureo perteneciente a la familia Cucumariidae (Ludwig 1882)* y al
orden Dendrochirotida, fue estudiado previamente en nuestro laboratorio,
aislandose del mismo los glicdsidos triterpenoidales sulfatados Hemoiedemdsidos
A (6) y B (7)% Estos compuestos presentaron actividad antifangica frente al
hongo fitopatégeno Cladosporium cucumerinum y actividad citotéxica frente a

Artemia salina.

Estos mismos compuestos fueron aislados del holotureo Staurocucumis

liouvillei® recolectado en las cercanias de la Isla subantartica Buovet.

Con el propo6sito de aislar nuevamente los glicésidos triterpenoidales para
llevar a cabo estudios de relacidn estructura — actividad bioldgica y caracterizar
otros lipidos polares presentes en el organismo, se realiz6 una nueva recoleccién

de ejemplares de H. spectabilis.

La recoleccién e identificacion de los organismos fue realizada en agosto de
2008 en el Golfo de San Jorge (Chubut) por la Dra. Claudia Muniain del Instituto
de Investigaciéon e Ingenieria Ambiental de la Universidad Nacional de San
Martin. Un ejemplar fue preservado en el Museo de Ciencias Naturales

Bernardino Rivadavia (Buenos Aires).
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V.2 AISLAMIENTO DE GLICOSIDOS TRITERPENOIDALES

Cuatro ejemplares de Hemioedema spectabilis (111 g) fueron diseccionados en
su epidermis, tubulos y parte interna. La epidermis es la piel de todo el cuerpo,
la cual presenta espiculas u osiculos calcareos en toda su superficie interna a
modo de un “endoesqueleto”. La parte que denominamos interna comprendio6 los
organos digestivo y respiratorio y las génadas de reproduccién. Con respecto a
los tubulos, llamados drganos de Cuvier, generalmente son liberados cuando el

animal es molestado o para inmovilizar a una presa o depredador.

Se extrajeron las tres partes con etanol y cada extracto se concentrd a presion
reducida y se particiond entre ciclohexano y MeOH:H,O (9:1). Los extractos
metandlicos se evaporaron hasta obtener residuos acuosos, los cuales se

particionaron entre n-BuOH y H,0.

Los extractos n-butanolicos de cada una de las fracciones mostraron por CCD
de silica gel dos manchas de Rf=0,28 y 0,36. En los espectros de RMN *H de
dichas fracciones se observaron sefiales a campos altos (8 0,9-1,7 ppm)
caracteristicas de los metilos del esqueleto triterpenoidal y a 6 3-5 ppm
correspondientes a los azlicares de los glicdsidos triterpenoidales. Se continué
trabajando con cada fraccion por separado con el objeto de realizar un analisis
de las concentraciones de los glicésidos triterpenoidales en cada una de las
partes del organismo.

Se realiz6 el fraccionamiento de los extractos n-butandlicos mediante
cromatografia en columna seca de fase reversa, eluyendo con un gradiente de
H,O: MeOH, desde 100 % de H,O hasta 100 % MeOH.

Se analizaron las fracciones obtenidas por CCD de silica gel y se observé que
las fracciones eluidas con MeOH 50 % y 60 % contenian los glicésidos
triterpenoidales.

El procedimiento de aislamiento y purificacion se muestra en la figura V-1.
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Extracto etandlico de
Hemoiedema spectabillis

Particion MeOH:H20 (9:1)/ Ciclohexano

T

Extracto Ciclohexano 1{ Extracto MeOH:H,O f

|| =l sl BT al S U nd N e TS

Particién n-BuOH/H,0

T

Extracto »-BuOH : Fase acuosa
CC seca-Cl18
H.0; mezclasMeOH:H,0;
MeOH
Hemotedemoésidos Ay B
Fraccion 50 y 60% MeOH

Figura V-1. Esquema de aislamiento y purificacién de glicdsidos triterpenoidales de Hemioedema

spectabilis.

Cada fraccién conteniendo los glicésidos triterpenoidales se analiz6é por HPLC
analitico con el propdsito de determinar la pureza de cada mezcla. En aquellos
casos en que se observo la presencia de otros compuestos distintos de los
Hemoiedemdsido A y B, se repurificaron las fracciones por una cartucho de fase
reversa (SPE) eluyendo con un gradiente H,O: MeOH, desde 100 % de H,O hasta
100 % MeOH.

En la tabla V-1 se observa la masa total de extracto de cada una de las partes
obtenidas por diseccién del organismo y la masa de la mezcla de glicosidos que

se aisl6é de cada una de ellas.
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Tabla V-1.

Epidermis Parte interna Tubulos

Masa extracto 165 mg 450 mg 90 mg

Mezcla de 6,1 mg 10 mg 3,5 mg
Hemoiedemdésidos Ay B

Como se observa en la tabla, los extractos correspondientes a la epidermisy a
los tubulos contienen porcentajes similares de glicésidos triterpenoidales (3,7 y
3,9%, respectivamente) mientras que su concentracion en la parte interna fue
menor (0,2%).

Dado que a partir de la parte interna se aisl6 la mayor cantidad de glicésidos,
se continu6 con la purificacion de esta fraccidon con el prop6sito de obtener los
compuestos puros para realizar los ensayos de actividad bioldgica.

La purificacién final de esta fraccion se realizdé por cromatografia liquida de alta
resolucién con una columna Bondclone C18 utilizando como fase moévil MeOH

50%, aislAndose los compuestos Hemoidemdsidos A y B. Figura V-2.

0]
OH
OR)
CH;, O
O
6 R ,=SONa Re=H
oH 12=SONa Ry
CH,OR,
7 Rp3= SONa
CH,OR, J—0 OH 123
(@) O
OCH, OH 6aRy 3= H
OH OH
OH

Figura V-2. Hemoiedemésidos A (6), B (7) y 6a
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Estos compuestos fueron analizados por ARESIEM (modo negativo)
observadndose en el caso del compuesto Hemoiedemdsido A (6), cuya formula
molecular es Cs4Hgy023S:Na,, el i6n pseudomolecular a m/z 1265,4281
correspondiente a [Myana-Na] ™ y los iones a m/z 1163,4878 [M-NaSO;-Na]" y m/z
807,2711 [M-3-0-MeGlc-GlcNaSOs-Na]". En la figura V-3 se observa el espectro
RMN 'H correspondiente a este compuesto.

En el caso del compuesto Hemoiedemdésido B (7) cuya formula molecular es
Cs4Hg1031S3Na;  se  observéd el i6n  pseudomolecular m/z 1367,3665

correspondiente a [Msn,-Naj ™.

CH3(19)  CHs(21)

CH3(27) CHs3(31)  CHs(30)

CH3(32)

| -y s Iw||",4 kq{_g

f"\| | ‘ ‘J‘
__ _,Jj | WL J\JL\..JLJJL_L__ _JJUU“*'H.JU‘UJWw' v u'Ul

L L B L B B I L
5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 ppm

Figura V-3. Espectro de RMN'H Hemoidemésido A (6).

Los Hemoiedemdsidos A y B presentan la misma aglicona triterpenoidal y la
misma cadena glicosidica y difieren Unicamente en la cantidad de grupos sulfato
unidos a los monosacéaridos. El compuesto Hemoiedemdésido A presenta dos
grupos sulfato unidos a las unidades de xilosa y glucosa, mientras que el

Hemoiedemdsido B presenta un tercer grupo sulfato unido a la 3-metoxiglucosa.
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Teniendo en cuenta esto la porcién de la cadena lateral de la glicona para
ambos compuestos presenta los mismas sefiales en el espectro de RMN *H (
figura V-3) donde se muestra ampliada la zona de los metilos de la aglicona.

Con el objeto de obtener el andlogo desulfatado (6a) de ambos compuestos,
se realizd una reaccion de solvolisis sobre el compuesto mayoritario 6 en una

mezcla de dioxano/piridina a 120 °C.

V.3 ACTIVIDAD ANTIPROLIFERATIVA Y CITOTOXICA DE LOS
GLICOSIDOS TRITERPENOIDALES Y DE SU ANALOGO
DESULFATADO

Considerando que los glicésidos tritepenoidales Patagonicosidos A, By C
aislados del holotureo Psolus patagonicus presentaron actividad antiproliferativa
y citotoxica frente a lineas celulares tumorales, se decidio evaluar las actividades
de los compuestos Hemoiedemdsidos Ay B con el objeto de continuar los
estudios de relacidon estructura-actividad de esta clase de compuestos.

Se determiné la actividad antiproliferativa de los compuestos 6, 7 y 6a frente
a las lineas celulares A549 y Hela. Se observé que luego de 24 horas de
incubacién el porcentaje de células que sobrevivian disminuia gradualmente con
el incremento de la concentracion de los glicésidos. En la Tabla V-2 se muestran

los valores de ICso para cada uno de los compuestos:

Tabla V-2.

Linea celular ICs0(uM) Hemo A (6) ICs0(uUM) Hemo B (7) ICs0(uM) Desulfatado 6a
A549 7,43 3,16 22,78

Hela 9,95 2,15 13,63

Los valores de |Cso obtenidos mostraron que el compuesto trisulfatado 7 fue el
mas activo frente a ambas lineas celulares. El glicésido disulfatado (6) fue més
activo que el anélogo desulfatado 6a, el cual mostré una mayor actividad

antiproliferativa frente a las lineas Hela. Estos resultados indicaron que los
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glicésidos fueron capaces de inhibir el crecimiento de diferentes lineas celulares

tumorales. La actividad citotdxica de los compuestos se muestra a continuacion:

Tabla V-3.

Linea celular ICs50(uM) Hemo A (6) ICso(uM) Hemo B (7) ICso(uM)Desulfatado 6a
A549 29.71 5.96 32.93

Hela 21.96 2.80 30.53

Cabe resaltar que la relacion entre actividad citotéxica y actividad
antiproliferativa en la linea celular A549 y Hela para los tres compuestos
presenta resultados interesantes, ya que los compuestos inhiben la proliferacién

celular a concentraciones en las cuales aun no presentan actividad citoto6xica.

Es necesario sefialar que tanto la linea celular empleada, como la cadena
glicosidica y la aglicona son determinantes de la actividad de los compuestos

evaluados.

V.4 GLICOESFINGOLIPIDOS

Son moléculas anfipaticas que contribuyen a la integridad estructural celular y
actian como mediadores en eventos biolégicos como reconocimiento,
comunicacion intracelular y desarrollo celular®. Se caracterizan por contener tres
unidades estructurales béasicas: una molécula de &acido graso, una molécula de
esfingosina o uno de sus derivados y una o mas unidades de monosacaridos

constituyendo la parte polar.

La base de tipo esfingosina o fitoesfingosina se encuentra unida mediante su
grupo amino por un enlace amida a un acido graso, el cual puede ser saturado o
insaturado. La estructura resultante formada por la base y el acido graso recibe
el nombre de ceramida, unidad estructural que caracteriza a los esfingolipidos y
gue constituye la porcién lipofilica de los glicoesfingolipidos. La unidn glicosidica
se presenta entre el C anomérico del azicar y el grupo hidroxilo del C-1 de la

base, como se observa en la figura V-4.
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Ceramida

Figura V-4. Estructura de un glicoesfingolipido.

El caracter anfipatico de estos metabolitos se debe a la unién a la ceramida
mediante un enlace B-glicésidico de una cadena de carbohidratos formada por

una o mas unidades de monosacaridos.

Los glicoesfingolipidos se clasifican en base a sus caracteristicas estructurales

en dos grupos:
-Glicoesfingolipidos neutros vy,
-Glicoesfingolipidos acidicos (gangliosidos).

Los glicoesfingolipidos mas sencillos son las monohexosilceramidas neutras o
cerebrésidos, los cuales se denominan glucocerebrésidos o galactocebrdésidos,
segln presenten glucosa o galactosa como el monosacarido unido a la ceramida,
respectivamente. Los gangliésidos constituyen el grupo de glicoesfingolipidos
mas complejos. A la porcidn lipofilica se une una cadena glicosidica que contiene
al menos un residuo de &cido sialico (4cido N-acetilneuraminico y sus derivados),

el cual le confiere carga negativa a la molécula a pH fisiolégico.

Estos compuestos se encuentran ampliamente distribuidos en los organismos
marinos y dentro del phylum Echinodermata se han aislado glicosilceramidas de

las clases Asteroidea®’, Echinoidea® y Holoturoidea®'°.

Las glicosilceramidas se encuentran en los organismos marinos formando
mezclas extremadamente complejas. La complejidad de estas mezclas ha
requerido la combinacién de métodos extractivos y cromatograficos para lograr

el aislamiento de especies moleculares.

Existe una diversidad de métodos utilizados en la actualidad, desde el clasico

método de Folch!' que utiliza mezclas de CHCl;:MeOH (1:2) y el método de Bligh
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y Dyer'?, hasta extracciones con alcoholes (MeOH y EtOH), seguidas de
particiones del extracto evaporado, entre H,O y CHCI;*>*3 o reextraccién con

tolueno*.

La aplicacibn de HPLC permiti6 el estudio de mezclas complejas de
cerebrosidos y la purificacion de los distintos componentes. Se observé'® que
utilizando una columna de fase reversa C-18, de alto contenido de carbono, para
cerebrosidos conteniendo la misma base, el numero de atomos de carbono del
acido graso de la hexosilceramida es determinante en el orden de elucién. La
presencia de insaturaciones o de un grupo hidroxilo en el acido graso disminuye

el tiempo de retencion.

Los glucésidos eluyen antes que los galactésidos, respetando el orden de
elucion determinado por las cadenas hidrocarbonadas del acido y la base.
Respecto a esta Ultima, si ésta es la Unica variante, los derivados de la

fitoesfingosina poseen menor tiempo de retenciéon que lo de esfingosina.

En lo que respecta a las actividades biologicas de estos compuestos podemos
citar numerosos ejemplos: el cerebrésido agelasphins, aislado de la esponja
Agelas mauritiana presenta potente actividad antitumoral®®, la actividad
citotéxica frente a lineas celulares de céancer de colon de bases esfingoides
provenientes de cerebrésidos de holotureos'’, actividad antirpoliferativa de
cerebrésidos aislados de plantas'® y actividad citotoxica de cerebrésidos aislados

de estrellas !°, entre otras.

V.4.1 CEREBROSIDOS AISLADOS DE HOLOTUREOS

Los holotureos son, junto con las estrellas de mar, las dos clases del phylum
Echinodermata en las cuales el numero de glucosilceramidas y gangliésidos

aislados es mas abundante.

Dentro de los holotureos las especies estudiadas hasta el afio 2003 en cuanto
a la presencia especifica de glicosilceramidas eran Cucumaria echinata'®*?,

Pentacta australis® , Holothuria pervicox’° y Holothuria coronopertusa®’.

Desde esa fecha en adelante se incrementé el nidmero de holotureos

estudiados con respecto a esta clase de metabolitos. Las especies estudiadas
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fueron Stichopus japonicus®?, Holothuria leucospilota®> y Bohadschia argus®*,

aislandose de ellos cerebrésidos con estructuras novedosas.

Las bases encontradas en glicosilceramidas aisladas de holotureos derivan de

esfingosina y fitoesfingosina.

Las bases de cadena larga (“esfingoideos” segin IUPAC) son 2-amino
alcoholes alifaticos de cadena larga (14 a 22 C) que pueden considerarse
derivados de una estructura basica, la esfinganina o (2S,3R)-2-

aminooctadeno-1,3-diol .

El derivado mas comUn en la naturaleza es la esfingosina (2S,3R,4E)-2-
amino-4--octadeno-1,3-diol o (4E)-esfing-4-enina. Las bases tipo
esfingosina presentan el mismo patrén de sustitucion que ésta hasta el C-5 y

diferente longitud de cadena hidrocarbonada (17,18 y 22 C) (Figura V-5).
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Esfingosina Fitoesfingosina

1R= S XA 5R= \MJ\/
8 8
2R= — 6R= \(\/)J\/
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3R= \t/)J\/
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4R= \(\/)J\/
8

Figura V-5. Algunos Cerebrésidos aisaldos de holotureos.
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La cadena hidrocarbonada de estas bases puede ser saturada tipo anteiso, iso

, monoinsaturada o diinsaturada, como se observa en la figura V-5.

Las glicosilceramidas aisladas de holotureos poseen acidos grasos saturados de
18 a 24 atomos de carbono y acidos 2-hidroxi sustituidos, saturados o
monoinsaturados, con cadenas de 15 a 24 atomos de carbono. Como se observa

en la figura V-6.

x=10,11 y=7
m=14, 16, 17,18, 19, 20

N

OH :
: n=9, 10, 11

> h
OH x+y=10
OH
Las bases pueden ser

X A

Figura V-6. SJC-1 Glucocerebrdsidos aislados de Stichopus japonicus

Hasta el afio 2009 todas las glicosilceramidas aisladas de holotureos eran
glucosilcerebrésidos. Recientemente, se informd6 por primera vez el aislamiento

de galactosilceramidas del holotureo Bohadschia argus®*.

X+y=18
m=19, 20, 21

oz

n=6,7,8

Figura V-7. Galactocerebrésidos aislados de Bohadschia argus
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V.5 AISLAMIENTO DE CEREBROSIDOS

3 ejemplares de Hemioedema spectabilis (103 g) fueron diseccionados en su
epidermis, tubulos y parte interna y cada fraccién se extrajo con CH,Cl,: MeOH
(1:2), mezcla utilizada previamente en nuestro laboratorio para el aislamiento de

cerebroésidos de la estrella de mar Anasterias minuta®>.

El extracto lipidico obtenido se fraccion6 siguiendo la metodologia utilizada
para la purificaciéon de cerebrésidos del holotureo Bohadschia argus®*. El extracto
se concentr6 a presion reducida y se extrajo con hexano. La fase metandlico
acuosa obtenida se extrajo con n-BuOH y la fase de n-BuOH se concentro y se
particion6 entre H,O y AcOEt/n-BuOH (3:1).

La fraccién organica se concentr6 y purific6 mediante cromatografia en
columna de silica gel 60 G (0,063-0,200 mm) utilizando mezclas de
CH,Cl,: MeOH:H,O con proporciones crecientes de MeOH y H,O y finalmente
MeOH como eluyente. Se obtuvieron mezclas complejas (CCD fase reversa) de

cerebrésidos (77,1 mg parte interna, 19,7 mg tabulos, 97,3 mg epidermis).
1 7ffemokgde}7;& @e&té5f[fs (epx;em;ts parte fﬁterrha;ﬁbru}és)‘ ;

1)CH,Cl;:MeOH (1:2), T ambiente

2)Concentracion a P. reducida

— :
‘ Extracto acuoso

Extraccion con hexano

L
Extractohexano § Extractoacuoso

Extraccion con n-BuOH

‘ Extiactoacuoso| & s/ Extractor-BuOH !

1)Concentraciona P. reducida

I"Glucocerebrogidos | 2)Particion H,0 y AcOEt/n-BuOH (3:1)
CCsilica gel \ v - 77‘/ ™ -
CH,ClyMeOH:H,0 Cerebrosidos | «—— | Extracto organico | | Extractoacuoso

" - ! ~ Q . - - - - -

| Galactocerebrosidos | ‘/ CCsilica gel

CH,Cl,:MeOH:H,0O

Figura V-8. Aislamiento y purificaciéon de cerebrésidos de H. spectabilis.
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El andlisis de las mezclas por CCD (silica gel) mostr6 dos manchas
coincidentes con patrones comerciales de gluco- y galactocerebrésidos. Un
andlisis preliminar por RMN 2D (HSQC) permitié confirmar la presencia de

galacto- y glucosilceramidas.

Se guardaron de las fracciones de parte interna y epidermis (25 mg) de la
mezcla de cerebrésidos y de la fraccion de tibulos (15 mg) para su anédlisis como

tal.

Por otro lado la masa restante se purific6 mediante separacion en
cromatografia en columna de silica gel utilizando como eluyente mezclas de
CH,Cl,: MeOH: H,O con proporciones crecientes de MeOH y H,O y finalmente
MeOH como eluyente, obteniedno de esta manera gluco y galacto cerebrdsidos

por separado como se observa en la Figura V-8.

El analisis posterior tuvo dos objetivos: determinar la composicion en acidos
grasos, bases y monosacaridos presentes en la mezcla de cerebrdsidos, en las
fracciones de glucocerebrésidos y en las de galactocerebrdsidos y por otro lado
aislar los cerebrésidos mayoritarios presentes en cada fraccién. Se observé en el
andlisis de las diferentes fracciones que existia en todas ellas un porcentaje

mayor de glucocerebrésidos que de galactocerebrésidos.

La purificacién de las mezclas se realiz6 por cromatografia liquida de alta
resolucién de fase reversa utilizando como fase mévil MeOH:H,0 (99:1) y (98:2)

(Ver parte experimental) para obtener los cerebrdsidos puros.

V.6 ELUCIDACION ESTRUCTURAL DE CEREBROSIDOS

Como se detall6 anteriormente la elucidacion estructural de los componentes
presentes en las diferentes fracciones se llevé a cabo por un lado a partir del
analisis por RMN y espectrometria de masa y por otro lado a partir de los

resultados obtenidos luego de la metandlisis.

La espectroscopia de RMN *H, *C y HSQC nos permiti6 corroborar la presencia
de las glicosilceramidas detectadas por CCD y reconocer sus caracteristicas

estructurales.
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En primer lugar se observa la naturaleza lipidica de estos compuestos a partir
de la sefial intensa a o4 1,25 ppm, caracteristica de los protones metilénicos de
las cadenas hidrocarbonadas del acido y de la base que componen la ceramida.

Esta sefial correlaciona en el espectro HSQC con carbonos a dc22,9-33,5 ppm.

Se pudo reconocer facilmente la presencia de metilos terminales (dy 0,85-0,90
ppm), que segln su desplazamiento quimico y multiplicidad permiten
diagnosticar los tipos de cadenas hidrocarbonadas del acido o de la base. Las
cadenas de tipo normal presentan un triplete, con J=6,6-7,5 Hz, mientras que
las cadenas de tipo iso presentan un doblete con J=6 Hz y las de tipo anteiso se
observan como un multiplete. En cuanto a los desplazamientos de *3C de estos
metilos también presentan valores caracteristicos, las cadenas de tipo normal
presentan sefiales a dc 14,0-14,5 ppm, en tanto que las cadenas iso muestran
seflales a d¢c 22,5-22,8 ppm y las cadenas anteiso presentan sefiales a 6c 11,5

ppm (metilo terminal) y 19,5 ppm (metilo de la ramificacién).

La presencia de acidos grasos hidroxilados se observa como una sefial a dy
3,95-4,00 ppm correspondiente al H-2 de acidos a-hidroxilados, que correlaciona
en el espectro HSQC con un carbono a 6c 77 ppm aproximadamente. Si los
acidos grasos son no hidroxilados, las sefiales de proton de los metilenos

adyacentes al grupo carbonilo de la amida se observan a 64 2,10-2,20 ppm.

En las glicosilceramidas aisladas se observaron las sefiales correspondientes a
los tres tipos de cadenas hidrocarbonadas y las correspondientes tanto a acidos

grasos hidroxilados como no hidroxilados.
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Figura V-9. RMN *H de la mezcla de cerebrésidos de tabulos.

Las sefiales correspondientes a los protones anoméricos de las unidades de
monosacaridos se presentan como dobletes a 6 4,2-4,8 ppm, con valores de J
gue permiten determinar el tipo de unién (a o B) y que correlacionan en el
espectro HSQC con sefiales de carbono a $6103-106 ppm. La cantidad de sefales
observadas en esta zona permite inferir el ndimero de unidades de
monosacaridos de la cadena glicosidica unida a la ceramida. En el espectro HSQC
de la mezcal de glicosilceramidas de H. spectabilis se pudo observa la presencia

de dos sefiales correspondientes a monosacaridos (Figura V-10).
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Figura V-10. HSQC de la mezcla de cerebrésidos de tubulos.

Los protones olefinicos de los dobles enlaces presentes en las glicosilceramidas
se observan a 8 5,33-6,00 ppm. La multiplicidad de la sefial de los protones
unidos a un doble enlace aislado permite inferir la geometria del doble enlace. La
presencia de un triplete indica una configuracion Z mientras que un multiplete
indica una configuracion E?®. El espectro de RMN '3C aporta datos sobre la
geometria de los dobles enlaces aislados, ya que los valores de los metilenos
vecinos a carbonos olefinicos se encuentran a campos més bajos cuando el doble

enlace tiene configuraciéon E (8 32,0-34,0 ppm) y a campos méas altos cuando

tiene configuracion Z (§27,5-29,0 ppm)?’. En los espectros de RMN de nuestras
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mezclas de esfingolipidos se observaron varias sefiales correspondientes a
dobles enlaces, los cuales pueden pertenecer tanto a la base como a los acidos
grasos. A partir del analisis de los espectros HSQC y COSY podemos postular que
existen bases con 3 dobles enlaces y acidos grasos monoinsaturados, pero
tratandose de una mezcla de esfingolipidos no fue posible asignar las estructuras
de los mismos. Estos datos se corroboran por el analisis de los productos de la

metanolisis.

La sefial que se observa a campos mas bajos, un doblete a 67,0-8,5 ppm (J=9

Hz) intercambiable con D,O, corresponde al H amidico.

El perfil de los espectros de RMN 'H de la mezcla de gluco- vy
galactocerebrésidos de todas las fracciones (epidermis, parte interna y tubulos),
no presentaron diferencias claras, los espectros obtenidos fueron muy similares,

por ellos se realizo la descripcion del mismo para la mezcla de cerebrdsidos.

Una vez establecidas las caracteristicas generales de las glicosilceramidas sin
derivatizar, se procedio a la elucidacién estructural de los diferentes unidades: la

o las unidades de monosacéaridos, las bases y los 4cidos grasos.

Para la obtencién de cada uno de estos componentes se utiliza el método de
Gaver y Sweeley?®, el cual consiste en la metandlisis del cerebrésido en medio
acido para dar los ésteres metilicos de los acidos grasos, el metilglicésido del

monosacéarido y la mezcla de las bases libres (figura V-11).
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: OH > 2
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Figura V-11.
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La mezcla de ésteres metilicos de los acidos grasos se separd de la mezcla de
reaccion mediante particiéon entre ciclohexano y agua para el posterior anlisis
de la fase organica por CG-EM. Previo a ésto, se determiné su poder rotatorio y
el signo negativo del mismo sugirié la configuracién R para los a-hidroxiacidos

presentes por comparacion con el valor reportado en la literatura®.

La fase acuosa residual se particion6 con AcOEt, quedando la base da cadena

larga en la fase orgénica y el metilglicésido en la fase acusosa.

La fase organica (AcOEt), conteniendo las bases libres, se concentré a presion
reducida y el residuo fue acetilado con anhidrido acético en piridina. Las bases
acetiladas se purificaron mediante cromatografia en columna de silica gel y se

analizaron por CG-EM.

El metilglicésido fue hidrolizado, reducido y peracetilado para su andlisis por
CG-EM por coinyeccién con patrones de glucosa y galactosa tratados en las

mismas condiciones.

V-6.1 ANALISIS DE LOS ACIDOS GRASOS

El andlisis por CG-EM de las mezclas de ésteres metilicos de los &cidos grasos
de los cerebrésidos de las fracciones de epidermis, tubulos y parte interna

mostraron la presencia de acidos grasos saturados, insaturados y 2-hidroxilados.

Es posible diferenciar por EM los acidos grasos no sustituidos, los cuales
producen el ibn m/z 74, tipo Mc Lafferty, de los 2-OH &cidos, que no dan este

on.

La posicibn del doble enlace en los &cidos grasos monoinsaturados se
determiné mediante andlisis por CG-EM de los derivados obtenidos por adicién
de dimetildisulfuro (DMDS)>°.

En la tabla V-2 se indican los &4cidos grasos identificados en las mezclas de

cerebrésidos aisladas de las diferentes fracciones de H. spectabilis.

Los &cidos grasos presentes en las fracciones de epidermis, tubulos y parte

interna fueron los mismos, la diferencia se encontr6 en los porcentajes de cada
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acido en las distintas fracciones; estos datos no se analizaron con profundidad ya

gue se consider6 que no eran relevantes para este trabajo de tesis.

Tabla V-4.Esteres metilicos de acidos grasos de cerebrésidos.

ACIDOS Mezcla de gluco- y | Glucocerebrosidos | Galactocerebrdsidos
GRASOS galactocerebrésidos
14:0 X X X
15:0 X X -
16:0 X X X
17:0 X X X
18:1 X X -
18:0 X X X
19:0 X X X
20:0 X X -
18:0-2-0OH X X -
19:0-2-OH X X -
22:0 X X X
23:0 X X -
22:0-2-OH X X -
22:1 X X -
23:1-2-0OH X X -
24:1 X X -
24:0 X X -
23:0-2-0OH X X -
24:1-2-OH X X -
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24:0-2-OH X X -
25:0-2-0OH X X -
26:0-2-0OH X X X
X= se observaron, -= no se observaron.

Hasta la fecha como se mencioné anteriormente los Unicos galactocerebrosidos
aislados de holotureos fueron los aislados de B.argus, en estos se encontraron
los siguientes acidos grasos:C21:0 (heneicosanoico) C22:0 (docosanoico) Yy

C23:0 (tricosanoico) y el acido 2-hidroxitetracosenoico de metilo C24:1-2-0OH.

Teniendo en cuenta estos datos es la primera vez que se reporta la presencia
de los acidos grasos Cl14:0, C16:0, C17:0, <C18:0, C19:0 para
galactocerebrésidos y el acido graso 2-hidroxi sustituido C26:0-2-OH para gluco-

y galactocerebrdésidos aislados de un holotureo.

V.6.2 BASES

Las bases acetiladas se analizaron por CG-EM. Las bases acetiladas de las
galactosilceramidas no pudieron ser identificadas ya que luego de la metandlisis
y la purificacién se obtuvo muy poca masa, la cual al ser analizada por CG-EM
mostré algunos picos de muy baja intensidad que no se distinguian bien del
ruido del espectro.

En cuanto al analisis por CG-EM de las bases de las fracciones de las mezclas
de cerebrosidos y las de glucosilceramidas, en todos los casos los iones
moleculares mostraron muy baja abundancia y fue posible asignar las
estructuras en base a los iones provenientes de las sucesivas pérdidas de los
grupos acetilo. Las bases identificadas en las mezclas fueron las mismas que se

encontraron en la fraccién de glucocerebrésidos.

Se lograron identificar las siguientes bases:
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— 335 )—>223 153 9
9= 2564—/ 326<—‘ e
144 <—" s
380 <—
[M]*=479

[M-99-60-60]"=260
[M-153-144-59]*=123

El ion a m/z 256 corresponde a la ruptura entre C-6/C-7, en posicion B con

respecto al doble enlace a A*.

43

e
AC g H 321
ST —>139 .85

ACO \/\ \/\/\/
59— 326<—“

1444—’

380 «<——’

[M]*=465
[M-60]"=405

[M-153-144-59]*=123
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<‘$ﬁ\/\( o normal.
“z_,l)\/
-
[M]*=397 [M]*=411 [M]*=439
[M-59]"=338 [M-256]"=155 [M-256]"=183

[M-43-59]*=295

[M-43-60-60]"=248

[M-43-59]*=337

[M]*=397
[M-59]*=338

[M-43-59]*=295

V.6.3 MONOSACARIDOS

Para determinar la identidad de los metilglicésidos que se encontraban en la

fraccion acuosa, se llevo a cabo la hidrélisis de los mismos y su conversion en

alditoles para su posterior acetilacién y analisis por CG-EM junto a los testigos de

D-glucosa y D-galactosa preparados en las mismas condiciones. Se observoé la

presencia de ambos monosacéaridos en los cerebrosidos de este holotureo.

La configuracion absoluta de la glucosa de la muestra se determiné utilizando

el método de Hara®' que consiste en la reaccion de glucosa con el clorhidrato del

éster metilico de la L-cisteina para formar el derivado de tiazolidina figura V-12.
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Figura V-12.

Si bien el clorhidrato del éster metilico de la L-cisteina es un producto

comercial, al momento de realizar estos estudios no se encontraba disponible en

el mercado, por lo cual se sintetizé en el laboratorio (Ver parte Experimental)
seguln la siguiente reaccion:

H5

OH HS OCH;
1)MeOH ': g
 —
HS0CH; *
HgN D } 2 H3N 'D
cr

Figura V-13. Sintesis del clorhidrato del éster metilico de L-cisteina

Por otro lado, se obtuvieron los derivados de tiazolidina de patrones de D- y L-

glucosa. Los derivados acetilados se analizaron por CG, siendo el tiempo de
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retencion del derivado de tiazolidina de la muestra el mismo que el

correspondiente a la D-glucosa.

En cuanto a la configuracion absoluta de la galactosa, teniendo en cuenta que
el conformero L es de costo muy elevado y que existe otra técnica para
determinar la configuracién de la galactosa, se establecié la misma mediante el
analisis del derivado obtenido por aminacién reductiva del monosacarido (Ver
Parte Experimental). Determinando por esta técnica la presencia de D-galactosa

en los cerebrésidos aislados.

V.7 PURIFICACION DE MEZCLAS DE CEREBROSIDOS

Teniendo en cuenta la experiencia de nuestro laboratorio en el aislamiento de

3233 mediante HPLC utilizando una columna C-18 con alto contenido

cerebrosidos
de carbono (Ver parte experimental), se utilizd6 ésta para obtener los
componentes mayoritarios puros. La fases méviles empleadas fueron MeOH:H,0

(99:1) y (98:2).

Lamentablemente, no se logré obtener ningun cerebrésido puro, ya que cuando
se analizaron mediante RMN las distintas fracciones obtenidas por HPLC se

observd que todas ellas presentaban mas de un componente.

Las mezclas menos complejas fueron analizadas por RMN y espectrometria de
masa y fueron finalmente sometidas a metandlisis con el préposito de analizar la

composicién de bases, acidos grasos y monosacéaridos presentes en las mismas.

V.7.1 CARACTERIZACION ESTRUCTURAL DE LAS
FRACCIONES PURIFICADAS POR HPLC

Se detalla a continuacion el andlisis de las fracciones mas puras obtenidas
luego de la purificacion por HPLC con MeOH:H,0 (98:2) de la mezcla de
glucocerebrésidos de la fraccion de epidermis. No fue posible repurificar estas
fracciones debido a la escasa masa obtenida (0,7-1,8 mg).

Se llevé a cabo el anédlisis de las fracciones H14 (1,2 mg) y H16 (1,5 mg), ya

que fueron las que mostraron espectros de RMN *H mas claros, aunque se
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notaba que no tenian un solo componente. A continuaciéon se detallan en la tabla

V-5, los iones observados al analizar estas muestras por ARESIEM.

Tabla V-5. Datos ARESIEM (modo positivo y negativo) de las fracciones H14 y H16.

Fraccion H14 Fraccion H16
MODO (-) MODO (+) MODO (-) MODO (+)
784,6266 786,6373 798,6491 800,6580
810,6447 812,6564 810,6502 -
824,6260 826,6354 824,6649 826,6703
846,6186 848,6175 844,6550 -
856,6495 - - 848,6541
860,6095 862,6115 856,6744 -
870,6293 - - 860,6573
- 882,6485 870,6695 -
- - - 880,6785
- - 882,6683 -
- - 902,6899 -

Se realizé la metandlisis de las fracciones H14 y H16 para identificar los
componentes de los cerebrésidos mediante el mismo procedimiento descripto

anteriormente.

Las mezclas de los ésteres metilicos de los acidos grasos se analizaron por CG-

EM, identificAndose los acidos grasos que se indican en la tabla V-6.
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Tabla V-6.Esteres metilicos de acidos grasos de las fracciones H14 y H16.

ACIDOS H14 H16

GRASOS
22:0 X -
23:0 X X
22:0-2-0OH X X
22:1 X -
23:1-2-0OH X X
24:1 X X
24:0 X X
23:0-2-0OH - X
24:1-2-OH X X
24:0-2-OH X X
25:0-2-0OH - X
26:0-2-0OH - X

El monosacarido fue identificado como glucosa a partir del andlisis por CG-EM
del alditol peracetilado junto con los correspondientes derivados de glucosa y

galactosa.

No fue posible proponer estructuras para estas fracciones debido a que el
andlisis de las bases presentes en las mismas no se pudo realizar por que fue
muy escasa la masa obtenida. Sin embargo si es interesante destacar que es la
primera vez que se informa para un holotureo la presencia de un

glucocerebrésido que presenta el acido graso 26:0 —-2-OH.
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V.8 ACTIVIDAD ANTIPROLIFERATIVAY CITOTOXICA DE
LOS GLICOESFINGOLIPIDOS.

Considerando los datos bibliograficos sobre la actividad de estos compuestos

frente a lineas celulares!”*®

se realizaron ensayos de actividad citotéxica y
antiproliferativa de lo mismos frente a la linea A549 (carcinoma de pulmén

humano).

Se llevaron a cabo los ensayos de actividad citotdxica y antiproliferativa con
las mezclas de gluco- y galactocerebrosidos y ademas se realizaron los ensayos
con las fracciones correspondientes a glucocerebrésidos y por otro lado

galactocerebrosidos de la fraccion de epidermis.

Debido a que se trabajé con mezclas de compuestos no se puede expresar en
cantidades cuantitativas los resultados obtenidos, si podemos mencionar que las
mezclas resultaron activas en el orden de 30 uMy por otro lado cabe remarcar

gue los galactocerebrésidos resultaron mas activos que los glucocerebrésidos.

En cuanto a estos resultados no se encontraron datos en la bibliografia que
hicieran referencia a la relacion estructura actividad entre gluco vy
galactocerebrosidos, sin embargo en este punto es importante tener en cuenta
que estas mezclas no sélo se diferencian en los monosacaridos que las
componen, sino que también existen diferencias en cuanto a las bases y acidos

grasos presentes en las mismas.

En la bibliografia existen reportes sobre la selectividad de glucosilceramidas,
mostrando que esta clase de compuestos no muestran citotoxicidad frente a
lineas celulares normales, este es un dato que los postula como posibles agentes
antitumorales, por ello se considera que debe continuarse con el estudio de la
relacion estructura actividad de esta clase de compuestos, ya que hasta la fecha

no existen datos especificos sobre en cuanto a la relacién estructura actividad.
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CAPITULO VI-Athyonidium chilensis

VI.1 INTRODUCCION

Athyonidium chilensis pertenece al orden Dendrochirotida y a la familia
Cucumariidae. Es la especie de holotureo de mayor tamafio de Chile' y una de
las mas abundantes dentro de las 74 especies de holotureos existentes a lo largo
de la costa chilena®. Tiene gran importancia comercial, ya que es exportado por
Chile como especie comestible®. Para evitar la sobreexplotacién de A. chilensis
de los bancos naturales, se encuentra en desarrollo un proyecto de cultivo en el

sur de Chile*.

Este holotureo se encuentra generalmente enterrado en el substrato arenoso-
rocoso del intermareal y del submareal somero. Posee un cuerpo blanquecino-
grisaceo y cilindrico, con pies ambulacrales presentes en la pared del cuerpo. Su
tamafio puede alcanzar hasta 20 cm de longitud total. Presenta 5 pares de
tentaculos ramificados de color negro, la corona de tentaculos se encuentra
expuesta y con ella se alimenta de restos de macroalgas e invertebrados del
fondo marino®. La forma y el color de los tentaculos semejan algas. El resto del

cuerpo se encuentra enterrado en el sustrato y tiene forma de saco alargado.

Athyonidium chilensis es un filtrador no selectivo y su accién es de gran
importancia debido a la depredacion de larvas, el pastoreo de algas, la filtracion

del plancton y el reciclaje de particulas organicas.

Existe un informe® en la literatura sobre la presencia en A. chilensis de una
toxina, denominada holoturina, a la cual se le asigna la funcién de inhibir el
establecimiento de otros organismos marinos en su cercania, aunque se propone
que también podria ser utilizada como una sefial de alerta. Pero hasta el
momento no se encontré en la literatura ninguna publicaciéon donde se describa

el aislamiento y la caracterizacidon quimica de esta toxina.

A pesar de su importancia comercial, A. chilensis no ha sido estudiado desde el
punto de vista quimico. En este trabajo se informa por primera vez el

aislamiento y la caracterizacion de compuestos polares de este holotureo.

Los ejemplares fueron recolectados en abril de 2001 en el sedimento
intermareal de Las Cruces, Chile (33 29 44 S, 71 37 30 W), e identificados por la
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Dra. Claudia Muniain del Instituto de Investigacion e Ingenieria Ambiental de la
Universidad Nacional de San Martin. Un ejemplar se encuentra depositado en el
Museo de Ciencias Naturales “Bernardino Rivadavia”, Buenos Aires. (MACN N°
37461)

VI.2 AISLAMIENTO DE METABOLITOS

Los ejemplares de A. chilensis fueron diseccionados en su epidermis, parte
interna y tubulos. Con el objetivo de aislar los glicésidos triterpenoidales de este
organismo, se extrajeron las tres partes con etanol y éste se evaporé a presién
reducida. Luego, los extractos acuosos remanentes fueron percolados a través
de una columna de Amberlite XAD-2, lavando con agua destilada hasta
eliminacién de las sales, indicada por la reaccién negativa de cloruros al ensayar
el eluido con solucion de AgNO; 0,1 N. Los compuestos organicos se recuperaron

por elucion con MeOH.

El eluido metandlico se concentr6 y se particiond entre ciclohexano vy
MeOH:H,0 (9:1), para separar los lipidos polares (LP) en la fase metandlica de
los no polares (LNP) en la fase de ciclohexano. Luego el extracto metandlico se
evapord y el residuo obtenido se particion6 entre n-BuOH-H,O, para eliminar
restos de sales. En la tabla VI-1 se indican las masas obtenidas de cada tipo de

lipidos.

Tabla VI-1. Masas de lipidos no polares y polares de Athyonidium chilensis.

Parte del organismo LNP LP

Parte Interna 0,39¢ 2,59
Epidermis 1,59 2,15 ¢
Tabulos 1,86 g 10 g

Los lipidos polares (LP) fueron los componentes mayoritarios de los extractos
etandlicos de las tres partes del organismo. Los contenidos de LP de la parte

interna y de tubulos fueron 6,4 y 5,6 veces superiores, respectivamente, a los
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lipidos no polares (LNP). En la epidermis, el contenido de LP resulté ser 1,4

veces superior al contenido de LNP.

A continuacion, se evaludé la actividad antifingica mediante técnica de
autobiografia’ frente al hongo Aspergillus niger de las fracciones de lipidos
polares, observandose actividad antifungica en los extractos butandlicos de las
tres partes. En la figura VI-1 se observan los resultados obtenidos, los mismos
muestran que las tres fracciones resultaron activas frente al hongo estudiado,
siendo la fraccion correspondiente a parte interna la que presento mayor

actividad en las concetraciones de 20 y 25 ug/pto.

35 -

30 -

25 -

20 - =¢=Tubulos
—ili—Epidermis

~—Parte Interna

=== Benomil

10 -

Zona de inhibicion (mm)}

5 10 15 20 25

Masa pg/pto

Figura VI-1. Actividad antigingica de LP frente a Aspergillus niger.

Se purifico cada extracto butandlico mediante cromatografia en columna de
silica gel 60 G (0,063-0,200 mm) utilizando como solventes de elucién mezclas
de CH,Cl,: MeOH:H,0O con proporciones crecientes de MeOH y H,O y finalmente
MeOH como eluyente. Las fracciones eluidas con CH,Cl,: MeOH: H,0O (6,5:3,5:4)
resultaron ser las de mayor masa y fueron evaluadas en su actividad antifungica
frente a los hongos Aspergillus niger, A. parasiticus y A. flavus. Se seleccionaron
las fracciones activas de las tres partes del organismo para continuar con su
estudio. El analisis por RMN *H y '3C de estas fracciones mostré que las sefiales

caracteristicas de glicosidos triterpenoidales eran minoritarias y que
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predominaban las correspondientes a lipidos como componentes mayoritarios de

las mezclas.

El andlisis de las fracciones por CCD frente a patrones comerciales de
fosfolipidos (fosfatidilcolina, fosfatidilserina, fosfatidiletanolamina y
lisofosfatidilcolina) junto con los datos de RMN, en particular de 3!P, confirmé la

presencia de fosfolipidos.

Las mezclas fueron repurificadas por Sephadex LH 60 y LH 20 utilizando
MeOH:H,0 (2:1) y MeOH, respectivamente como eluyentes, con el propésito de
aislar los glicosidos triterpenoidales minoritarios y los fosfolipidos mayoritarios.
Las primeras fracciones en eluir contenian fosfolipidos mientras que en las
Gltimas se encontraban los glicosidos triterpenoidales. Se realizaron ensayos de
actividad antifingica de las diferentes fracciones frente al hongo Aspergillus
niger, resultando activas aquellas fracciones que contenian los glicésidos
triterpenoidales, en cambio las que tenian mezclas de fosfolipidos no mostraron

halos de inhibicién.

Tal como se habia observado en el andlisis por RMN, las fracciones
correspondientes a fosfolipidos resultaron ser las mayoritarias, observandose en
este holotureo una muy baja proporcién de glicésidos triterpenoidales. Teniendo
en cuenta que estos Ultimos suelen caracterizarse por su toxicidad®, se considera
que esta composicion estaria de acuerdo con el consumo humano de este

organismo marino.

La purificacién de las fracciones de fosfolipidos se realiz6 por cromatografia en
capa preparativa (CHCl3: MeOH: AcOH:H,O (25:15:4:2)); para la extraccion de
los compuestos de la silica se utiliz6é MeOH:CHCl; (99:1). Se aislaron los

fosfolipidos fosfatidilcolina, fosfatidilserina y lisofosfatidilcolina.

Para purificar las fracciones conteniendo glicésidos triterpenoidales vy
fosfolipidos se realizd una cromatografia “flash” en columna seca de fase
reversa, utilizando H,O como primer eluyente y luego mezclas de MeOH-H,O,
con proporciones crecientes de MeOH y finalmente MeOH. Los fosfolipidos
guedaban retenidos en la fase reversa mientras que los (glicésidos
triterpenoidales eran eluidos con mezclas de H,0: MeOH (40:60, 50:50 y 60:40).
El analisis de las fracciones conteniendo glicosidos triterpenoidales por CCD de
fase normal utilizando n-BuOH:AcOH:H,0O (12:3:5) como solvente de desarrollo

mostré que se trataba de mezclas complejas. Se realizaron sucesivas
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purificaciones por HPLC preparativo con una columna Bondclone C18 utilizando
como fases moéviles MeOH:H,O (50:50; 60:40) y CH3CN:H,O (30:70). Se
analizaron por RMN aquellas fracciones que se obtuvieron como un Gnico pico
por HPLC, pero debido a la escasa masa obtenida no fue posible determinar la
estructura de los glicosidos triterpenoidales; otras fracciones presentaban

mezclas de glicésidos.

Se selecciond una de las fracciones que presentaba un UGnico pico por HPLC y
cuyo espectro de RMN 'H presentaba sefiales caracteristicas de glicésidos
triterpenoidales para realizar ensayos de actividad citotoxica y antiproliferativa
frente a la linea celular tumoral A549. La fraccién resulté citotéxica a una

concentracion de (1Cso) 9,97 pg/ml y mostré actividad antiproliferativa a 10,13

pg/mil.

Dado que no fue posible obtener ningln glicosido triterpenoidal puro con masa
suficiente para su elucidacién estructural, se juntaron todas aquellas fracciones
provenientes de las purificaciones por HPLC para realizar una nueva purificaccion
por cromatogafia en capa preparativa de fase reversa, utilizando como solvente
de desarrollo CH3;CN:H,O (75:25). Se obtuvieron 5 fracciones (P1 a P5). Las
fracciones P2 y P3 mostraron una sola mancha al ser analizadas por CCD en
fase normal (n-BuOH: AcOH:H,0). Los espectros de RMN 'H de estas fracciones
presentaron sefiales a campos altos (8 0,9-1,7 ppm) caracteristicas de los
metilos del esqueleto triterpenoidal y sefiales entre 3 y 5 ppm correspondientes
a los azlcares de la cadena glicosidica. Solo la fraccibn P2 mostré un espectro
que sugeria la presencia de un compuesto puro. Sin embargo debido a la escasa
masa obtenida no fue posible elucidar las estructuras de estos compuestos por
RMN.

A continuacion se seleccion6 la fraccibn P2 para realizar estudios de
espectrometria de masa. En el espectro de masa ARESIEM en modo negativo se
observaron los iones m/z 1349,6775, 1327,6956, 1259,5405, 1213,5412,
1113,4830, entre otros de menor intensidad. El analisis por EM/EM del i6n de
m/z 1327,6956 rindi6 los iones m/z 1157,4328, 997,3923 y 783,2797. Por otro
lado el espectro EM/EM del ion m/z 997 mostré6 el ibn m/z 937,8177 y el i6n m/z
835,3405.

El analisis por EM/EM del i6n m/z 1113 di6 el ion 951,4212 el cual podria
corresponer a la pérdida de una unidad de glucosa [1113 - Glc]" y el i6n

851,3338 el cual podria corresponer a la pérdida de una glucosa y un grupo
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sulfato [1113- Glc-NaSOz;+ 2H-Na]’, ademas de los iones de m/z 997,3933 y
1159,4403. Si bien estas asignaciones corroboran la presencia de glicésidos
triterpenoidales en las fracciones purificadas, no son suficientes para elucidar la

estructura quimica de los glicésidos.

VI.2.1 FOSFOLIPIDOS

Estos compuestos pertenecen a la familia de lipidos complejos junto con
glicolipidos y esfingolipidos, tomando como referencia la clasificacién descripta
por Chirstie®. En los fosfolipidos uno de los hidroxilos primarios del glicerol, en
lugar de estar sustituido por un acido graso (como en el caso de los
triglicéridos), se encuentra esterificado por el acido fosférico, el cual constituye
la cabeza polar de la molécula y puede a su vez ser esterificado por distintos
alcoholes. Los acidos grasos que esterifican los otros dos hidroxilos del glicerol
constituyen la cola no polar y se caracterizan por tener un numero par de
carbonos comprendido entre 16 y 24. Los acidos grasos tienen una distribucién
caracteristica en los fosfolipidos, generalmente se encuentra en la posicién sn-1

un acido graso saturado y en la posicén sn-2 un acido graso insaturado.

El fosfolipido méas sencillo es el &cido fosfatidico (AP), el cual no contiene

ningun grupo esterificando al acido fosférico.

Acido fosfatidico RCDD—TH
|
HyC—F—OH
D-

En cuanto a los fosfolipidos mas abundantes en la naturaleza, éstos son la
fosfatidiletanolamina (PE) y la fosfatidilcolina (PC), en los cuales los grupos que
esterifican al &cido fosférico son los aminoalcoholes etanolamina y colina,
respectivamente. A continuacion se muestran las estructuras de estos
fosfolipidos, junto con fosfatidilserina (PS), en la cual el grupo que esterifica al
acido fosférico es la serina y lisofosfatidilcolina (LPC) la cual corresponde a la

fosfatidilcolina que no se encuentra esterificada en la posicion 2.
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rRCOO—CH o HO—CH
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H,C —Fl‘ — O —CH;CH{NH;")COC H.C ——Fl' — 0O ——CH;CH;N(CH3)3
o o
Fosfatidilserina (PS) Lisofosfatidilcolina

Los plasmalbégenos son fosfoglicéridos en los que el glicerol fosfato tiene unido
en el C-1, mediante un enlace tipo éter, un alcohol de cadena larga.
Comunmente, la parte polar de los plasmalégenos es etanolamina, colina o

serina.

CapituloVI-Athyonidium chilensis 127



H,C—0—CH=CH—R

RCOO—CH

O
I +

O

Plasmalégeno de Fosfatidilcolina

Los fosfolipidos son los principales componentes de las membranas y proveen
una fuente de derivados de lipidos que actiian como segundos mensajeros, como
por ejemplo los inositolfosfatos y diacilgliceroles, los cuales estan implicados en
la regulacién de diferentes funciones celulares incluida entre ellas la
proliferacion’®. Ademas, esta clase de lipidos constituye una fuente importante
de acidos grasos n-3 poliinsaturados (PUFA), que son beneficiosos para la
salud'**?, Asi mismo los fosfolipidos tienen aplicaciones industriales en

alimentos, cosmética, productos de agricultura y farmacéuticos*®.

Si bien los fosfolipidos son los componentes lipidicos mayoritarios en algunas
especies de holotureos, constituyendo entre el 69-95 % de los lipidos totales*,
existen pocas publicaciones sobre el estudio de fosfolipidos en estos

equinodermos®® 8,

VI.2.1.1 CARACTERIZACION DE FOSFOLIPIDOS

Se realiz6 el andlisis por CCD en 1 y 2 dimensiones de las fracciones de
fosfolipidos y de los fosfolipidos purificados por placa preparativa. Por
comparacion con estdndares comerciales de PC, PE, PS, PI, esfingomielina, liso
PC y cardiolipina se determiné la presencia de PC, PS y liso PC en las fracciones

de Parte interna, epidermis y tubulos analizadas.
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Con el propésito de corroborar los datos obtenidos mediante CCD se realizé un
analisis por RMN *C y 'H de la mezcla de fosfolipidos sin purificar de cada parte

del organismo.

El espectro de RMN **C de las mezclas de fosfolipidos mostré sefiales
caracteristicas de PC'°, presentando una sefial a 6c 54,21 ppm, caracteristica del
grupo metilo unido a nitrégeno (-N(CHj3)3), una sefial a &c 59,40 ppm
correspondiente al metileno unido a nitrégeno (-CH;N-) y otra a 6¢c 66,22 ppm
correspondiente a un metileno unido a oxigeno (-CH,0O-). Estas sefiales son
caracteristicas para PC y permiten diferenciarla de otros fosfolipidos, por ejemplo
el carbono del grupo -CH;N- de PE presenta un 6c entre 40,39 y 40,44 ppm, el
cual no fue observado en los espectros de RMN *3C de las mezclas de fosfolipidos
aisladas de A. chilensis. En el espectro de RMN 'H se observé la sefial

correspondiente a los grupos metilo de -N(CH3); como un singulete a 6y 3,49

ppm.

Se analizaron y compararon los espectros de RMN 'H y de *3C de las fracciones
de fosfolipidos aisladas de Parte interna, tibulos y epidermis, observandose en

todos ellos las sefales correspodientes a fosfatidilcolina, figura. VI-2.
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Figura VI-2. Espectro de RMN *°C de mezcla de fosfolipidos de la fraccién de tubulos.

VI.2.2 ACIDOS GRASOS

Dentro de los acidos grasos, el estudio de los acidos poliinsaturados (PUFA) es
el que ha despertado mayor interés en los Ultimos afios, ya que las enzimas
humanas involucradas en la sintesis de acidos grasos no pueden introducir sitios
insaturados mas alld de C-9 y por lo tanto no pueden sintetizar los acidos
linoleico (18:2 A®'?) o linolénico (18:3 A%*?*!®), entre otros. Estos acidos grasos
deben obtenerse a partir de la dieta y por este motivo se los llama acidos
grasos esenciales. El acido linoleico es especialmente importante porque es
necesario para la sintesis del &cido araquiddnico (20:4 A*>®'11%) el cual es el
precursor de los eicosanoides (prostaglandinas, tromboxanos y leucotrienos) %2,
Por consiguiente, las personas que no consumen grasas en su dieta presentan

problemas de crecimiento, mala cicatrizacion y dermatitis. El acido linoleico es

CapituloVI-Athyonidium chilensis 130


http://themedicalbiochemistrypage.org/spanish/eicosanoids-sp.html

ademas un constituyente de los esfingolipidos de las células epidérmicas, las

cuales funcionan como una barrera impermeable al agua en la piel.

Dentro de los n-3 PUFA existen 3 acidos de marcada importancia: acido a-
linolénico (ALA), acido eicosapentaenoico (EPA) y acido docosahexaenoico (DHA).

ALA es transformado, una vez ingerido, en EPA'y DHA como se muestra en la

figura VI-3.
15 12 9 .~
3 6 9
Acido linoleico AS-desaturasa
ALA 18:3

O
W—A—M&—OH

Acido 18:4

| elongasa

Acido araquiddnico 20:4

l A°-desaturasa

g st M A _Bas Ba N o
3 6 i

9
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Acido eicosapentaenoico
EPA 20:5
Acido docosapentaenoico
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| Acido 24:5
| AS-desaturasa
Acido 24:6
l Oxidacion Peroxisomal 9
1 7 4 -
w/gg/\—16/\——13/\—0/\—/\—/\/& OH
3 6 9 a
Acido docosahexenoico
DHA 22:6

Figura VI-3. Ruta metabdlica del acido linoleico.
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Los fosfolipidos de la mayoria de los organismos marinos, incluidos crustaceos,
moluscos, holotureos y peces, entre otros, son ricos en PUFA, especialmente los

pertenecientes a la famila de acidos grasos n-3%*"%,

En cuanto a la composicion de acidos grasos de holotureos, éstos ademas de
presentar altas proporciones de PUFA, en algunas especies contienen acidos
grasos de cadena impar, tales como acidos ramificados de C15:0 y C17:0.
Teniendo en cuenta que estos acidos grasos impares son marcadores

bacterianos??23

que se encuentran en los sedimentos del lecho marino como
derivados de microorganismos? y que el detritus es el mayor componente de la
dieta de los holotureos?®®, se ha propuesto que este tipo de &acidos grasos

proviene de la dieta®®y de una buena asimilacién en los tejidos™.

VI.2.2.1 CARACTERIZACION DE ACIDOS GRASOS

Considerando la relevancia que tienen las funciones biolégicas de los acidos
grasos y teniendo en cuenta que Athyonidium chilensis es una especie de
importancia comercial, se llevé a cabo la caracterizacion de los &acidos grasos

presentes en los lipidos del invertebrado.

Se prepararon los ésteres metilicos de los acidos grasos (FAMES) de la fraccion
de lipidos no polares, de lipidos polares totales y de fosfolipidos mediante el
tratamiento de las muestras con cloruro de acetilo en metanol durante 2 horas a
70 °C (Ver Parte Experimental). Se eligi6 este procedimiento en medio acido, ya
que los enlaces amida presentes en esfingolipidos no son transesterificados en
medio basico®. Por otro lado, los aldehidos derivados de plasmalégenos no son

liberados en condiciones basicas.

Los FAMEs asi obtenidos se purificaron por cromatografia en columna de
silicagel, utilizando como eluyente un gradiente se solventes comenzando con
ciclohexano 100 % hasta una mezcla de ciclohexano:acetona 50 %. Las
fracciones eluidas se analizaron por CCD de silicagel con ciclohexano:acetona
(70:30), revelando con H,SO, 10% en EtOH. Los ésteres metilicos purificados (Rs

=0.86) se eluyeron con ciclohexano: acetona (95:5, 90:10).

Las mezclas de FAMES se analizaron por CG-EM. El factor que gobierna la

separacion por cromatografia gaseosa de los derivados de acidos grasos es el
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nimero de atomos de carbono de la cadena, eluyendo en primera instancia los

de menor tamaiio.

La presencia de insaturaciones disminuye el tiempo de retencion,
observandose que un mayor nimero de ellas incrementara la diferencia en el
tiempo de retencion respecto del derivado del acido saturado, mientras que la
presencia de grupos hidroxilo aumenta el tiempo de retenciéon respecto del acido
no sustituido. Es importante tener en cuenta que la descripcién respecto a los
tiempos de elucion depende del relleno de la columna; los datos detallados en el
parrafo anterior estan referidos a la columna empleada en este trabajo de tesis

doctoral para el andlisis de los ésteres metilicos de los &cidos grasos.

El espectro de masa de los FAMEs muestra pérdidas de 31 uma, caracteristica
de la pérdida del grupo metoxilo y que origina el ion [M-31]" (ion acilio), un
segundo ion diagnéstico es la pérdida de la fraccion alquilica a partir de la
porcion acilo, produciendo el fragmento [CH3;-O-C=0]" (m/z 59) que, aunque de

menor intensidad, es caracteristico de los ésteres metilicos.

Es posible diferenciar los acidos grasos no sustituidos, los cuales producen el

ion m/z 74, tipo Mc Lafferty, de los 2-OH acidos, que no dan ese ion.

Cuando el &cido graso se encuentra insaturado, es posible determinar la
posicién de la insaturacion a partir del andlisis del espectro de masa del derivado
dimetil disufuro?® del éster metilico del &cido graso. Se trata de un método
sencillo y rapido que permite detectar los compuestos insaturados en cantidades
del orden de ng. Los espectros de masa presentan fragmentos originados por la
ruptura del doble enlace derivatizado. Generalmente el fragmento terminal da un
ibn de alta abundancia relativa, siendo en muchos casos el pico base del
espectro. El ibn molecular es poco abundante. En la figura VI-4 se observa el
espectro de masa del derivado dimetil disulfuro del acido 18:1 (n-9). Si bien esta
metodologia permite determinar la posicion del doble enlace, no permite

diferenciar los isbmeros Ey Z, ya que sus espectros de masa son similares.
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Figura VI-4. Espectro de masa del derivado dimetil disulfuro del éster metilico del &cido 18:1 (n-9).

Si bien las mezclas de acidos grasos obtenidos de todas las fracciones de
lipidos de este holotureo presentaron una composicion compleja, se logré una
buena resolucién de los diferentes FAMES (figura VI-5)y la identificacion de cada
uno de ellos a través de su espectro de masa. En el caso de los acidos linoleico,
araquidénico y DHA, la identificacion se confirmd por comparacién con patrones

comerciales.
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Figura VI-5. A. Cromatograma de los FAMEs de fosfolipidos de epidermis. B detalle de la regiéon

recuadrada en el cromatograma.
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El anélisis de los FAMEs por CG-EM permitié identificar la presencia de
aldehidos de cadena larga, los cuales no se encuentran generalmente en forma
libre sino que estan incluidos en lipidos complejos en la forma de vinil-éteres
formando plasmalégenos (p.ej. plasmalégenos de fosfatidilcolina vy
fosfatidiletanolamina). En estos lipidos, el C-1 del glicerol esta unido a la cadena
carbonada a través de un enlace vinil-éter [-C-O-C=C-], el cual es sensible al
tratamiento acido y genera aldehidos de cadena larga que en presencia de

metanol forman dimetilacetales (DMA) figura VI-6.

H,C—O—CH=— CH—R

H*/MeOH _~ OCHg
RCOO—CH — > CH,(CH,): HC + RCOOCH,
\
| ) OCH,

H2C_?_O_CH20H2N(CH3)3 75
O_

Figura VI-6. Hidrdlisis de plasmalégenos.

Uno de los picos del espectro de masa que permiten la identificacion de los
DMA provenientes de aldehidos es el i6n correspondiente a [M- 31]7,
caracteristico de la pérdida de un grupo metoxilo. Asi mismo resulta
caracteristico para estos compuestos el i6n de m/z 75 que corresponde a
[CH(OCH3),] .

VI.2.2.1.1 ACIDOS GRASOS DE LIPIDOS NO POLARES

En la tabla VI-2 se observan los acidos grasos identificados en las fracciones

de lipidos no polares de tubulos, parte interna y epidermis.
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Tabla VI-2. Esteres metilicos de acidos grasos de lipidos no polares.

Acidos grasos Tubulos Parte Interna Epidermis
14:0 15.50 + 0.8 8.72 + 0.5 1.44 + 0.1
15:0 3.33 + 0.3 1.98 + 0.6 0.49 + 0.07
15:0 br® 3.77 + 0.2 9.45 + 0.2 3.63 + 0.3
16:0 22.40 + 0.1 11.23 + 0.07 1.97 + 0.06
16:0 br° 1.43 + 0.1 3.48 + 0.02 0.68 +0.1
16:1(n-7) 11.32 + 0.4 4.34 + 0.4 2.05 + 0.08
16:1(n-5) 2.08 + 0.4 0.16 + 0.4 -
17:0 2.08 + 0.1 4.34 + 0.1 1.07 £ 0.1
17:0 br® 2.26 + 0.01 3.04 + 0.5 2.61 + 0.1
17:2 - - 1.09 + 0.1
18:0 7.49 + 0.2 14.25 £ 0.5 10.69 + 0.07
18:0 br® - 1.38 + 0.3 0.98 + 0.1
18:1(n-9) 10.30 + 0.2 - 2.37 £ 0.08
18:1(n-7) 0.69 + 0.2 8.11 + 0.08 6.26 = 0.08
18:1(n-5) 0.34 £ 0.2 0.20 + 0.08 -
18:2 (n-6) - 0.98 + 0.1 0.77 + 0.04
19:0 - 2.39 £ 0.3 1.63 £ 0.06
19:0 br® - 1.65 + 0.2 2.53 + 0.25
19:1(n-7) - 1.35 £ 0.1 0.65 + 0.12
20:0 - 2.15 + 0.4 1.82 + 0.07
20:1(n-9) 7.55 £ 0.1 4.52 + 0.3 5.97 + 0.09
20:1(n-7) 1.45 £ 0.1 0.45 + 0.3 1.47 £ 0.09
20:2 (n-6) 3.93 £ 0.08 - 2.00 + 0.06
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20:4 (n-6) 1.12 + 0.02 2.73 £ 0.2 0.85 + 0.09
20:5 (n-3) 2.92 + 0.1 2.71 £ 0.1 0.68 + 0.09
21:0 - 1.24 + 0.2 1.41 + 0.06
21:1(n-7) - - 0.61 + 0.05
22:0 - 2.11 + 0.5 4.23 + 0.05
22:1(n-9) - 0.68 £ 0.10 1.22 + 0.1
22:1(n-7) - 0.46 + 0.10 1.63 + 0.1
23:0 - 1.98 + 0.03 1.90 + 0.07
23:1(n-9) - 1.85 + 0.20 7.19 + 0.15
24:0 - - 2.25 + 0.04
24:1(n-9) - 1.85 + 0.1 7.72 + 0.4
25:1(n-9) - - 1.16 + 0.01
o OH 22:0 - - 4.51 £ 0.4
o OH 23:0 - - 3.20 £ 0.4
o OH 24:1 - - 8.60 t 0.3
SAFA® 58.26 69.39 47.04

MUFA® 33.73 23.97 46.90

PUFA® 7.97 6.42 5.39

a) ramificados, b) acidos grasos saturados, c) acidos grasos monoinsaturados, d) acidos grasos

poliinsaturados.

Se identificaron 18 acidos grasos en los lipidos no polares de tubulos, 29 en la
fraccion de la parte internay 36 en la epidermis. Los acidos mayoritarios fueron
los 4cidos grasos saturados (SFAs), los cuales corresponden al 58,26% del total
de acidos grasos en tubulos y al 69,39% en la parte interna. En la epidermis el
porcentaje de SFAs fue de 47,04%, valor muy cercano a la proporciéon de &acidos
grasos monoinsaturados (MUFAs) (46.9%). Dentro de los acidos saturados el
acido palmitico (16:0) resulté ser el mayoritario en la fraccion de tubulos,

correspondiendo al 22,40% del total de &cidos grasos, seguido por los acidos
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miristico (14:0) (15,50%) y estearico (18:0) (7,49%). El acido estearico fue el
mayoritario en la parte interna (14,25%) y en la epidermis (10,69%). Los acidos
palmitico y miristico se encontraron en 11,23% y 8,72%, respectivamente en la
fraccion de LNP de la parte interna.

Los principales MUFAs en la fraccidon de tibulos fueron los acidos palmitoleico
(16:1 n-7) (11,32%), oleico (18:1 n-9) (10,30%) y C-20:1 n-9 (7,55%). Las
proporciones de acido palmitoleico presentes en las fracciones de parte interna
(4,34%) y epidermis (2,05%) fueron menores que en tubulos. El acido C18:1 n-
7 resulté ser el mayoritario de los acidos monoinsaturados (8,11%) en la
fraccion de parte interna. Los MUFAs en la epidermis corresponden al 46,9% del
total de acidos grasos identificados y dentro de ellos los acidos principales fueron
los siguientes: C24:1 n-9 (7,72%), C23:1 n-9 (7,19%), C18:1 n-7 (6,26%) y C-
20:1 n-7 (5,97%).

Acidos grasos de lipidos no polares

O Tabulos
30 - B P.interna
O Epidermis

25 -
20 -
15
10 4
5 |

N Llhe dif
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Los acidos grasos insaturados (PUFAs) comprendieron el 7,97%, 6,42% vy
5,39% del total de los acidos grasos de tubulos, parte interna y epidermis,
respectivamente. El acido C20:2 n-6 correspondié al 3,93% en la fraccién de
tuabulos, seguido en porcentaje por los acidos araquidénico(AA) (C20:4 n-6)
(1,12%) y eicosapentanoico (EPA) (C20:5 n-3) (2,92%). En la parte interna y la
epidermis sélo se identificaron los acidos AA (2,73 y 0,85%) y EPA (2,71 y
0,68%).
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Los &cidos grasos ramificados representaron el 7,46%, 19% y 10,43% en

tubulos, parte interna y epidermis, respectivamente, junto con los acidos grasos

de cadena impar

saturados SFAs (15:0,

17:0 y 19:0),

caracteristicos de

bacterias?®. Considerando que el detrito es parte de la dieta de A. chilensis®, es

factible que los acidos grasos ramificados y de cadena impar tengan un origen

dietario.

VI.2.2.1,2 ACIDOS GRASOS DE LIPIDOS POLARES Y
FOSFOLIPIDOS

En la tabla VI-3 se observa la composicion de los acidos grasos de lipidos

polares y fosfolipidos de tubulos, parte interna y epidermis de A. chilensis.

Tabla VI-3. Esteres metilicos de acidos grasos de lipidos polares y fosfolipidos.

Lipidos Polares Fosfolipidos
Acidos ) . . .

Tuabulos Parte Interna | Epidermis Tubulos Parte Interna | Epidermis
grasos
14:0 2.55 + 0.03 |[5.35 + 0.3 1.94 + 0.07 1.02 + 0.04 1.88 + 0.1 0.98 + 0.01
15:0 1.47 £ 0.02 | 1.26 * 0.03 2.09 £ 0.2 1.14 + 0.01 3.32 + 0.08 1.04 + 0.04
15:0 br® 2.53 + 0.02 |[8.73 + 0.01 3.97 £ 0.2 1.02 + 0.1 1.03 + 0.1 2.47 + 0.01
16:0 11.01 + 0.03 | 11.08 + 0.1 2.91 + 0.01 8.67 + 0.2 3.06 + 0.1 0.38 + 0.01
16:0 br® 0.86 * 0.05 | 1.59 + 0.01 1.03 £+ 0.3 1.03 + 0.3 1.30 + 0.1 0.73 + 0.03
16:1(n-7) 2.93+ 0.03 | 3.56 * 0.04 2.54 + 0.01 1.21 + 0.01 2.52 + 0.1 4.33 + 0.1
16:1(n-5) - 0.27 + 0.04 |- - - -
17:0 0.66 £ 0.01 | 3.42 + 0.03 1.83 £+ 0.1 3.03 + 0.1 2.25 + 0.1 2.20 £ 0.1
17:0 br® 0.85 + 0.01 [1.34 + 0.1 2.60 £ 0.1 2.07 + 0.03 2.31 + 0.2 4.29 + 0.08
17:1(n-9) 0.30 £ 0.01 |0.54 + 0.01 |- - - -
18:0 11.53 + 0.2 | 14.17 + 0.3 13.69 + 0.1 15.56 + 0.12 | 14.18 £ 0.3 15.43 £ 0.1
18:0 br® 2.02 + 0.04 [0.80 % 0.2 1.42 £+ 0.1 2.21 + 0.08 2.03 + 0.2 [2.78 £ 0.03
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18:1(n-11) | 2.61 + 0.1 .01 + 0.09 [4.81 £ 0.05 |2.17 + 0.1 10.78 £ 0.3 |6.13 £ 0.1
18:1(n-9) 8.38 + 0.1 .77 + 0.1 8.08 + 0.05 |10.22 + 0.1 | 7.42 + 0.3 15.38 + 0.1
18:1(n-7) - .37 £ 0.03 |- - - -

18:2(n-6) 0.69 + 0.04 .06 + 0.1 1.80 + 0.04 |- 1.79 + 0.1 2.49 + 0.1
19:0 0.70 + 0.2 .06 + 0.01 |[1.97 £ 0.06 |1.61 + 0.08 |4.74 £ 0.3 1.03 + 0.03
19:0 br® - .04 + 0.05 |[1.29 + 0.05 |- 3.66 £ 0.2 0.88+ 0.01
19:1(n-9) 0.98 + 0.01 .14 + 0.01 [1.26 £ 0.02 |1.51 + 0.06 |1.91 + 0.1 -

20:0 1.61 + 0.04 .53 + 0.06 |2.44 + 0.3 1.00 + 0.02 | 2.58 + 0.2 1.36 + 0.01
20:1(n-9) 13.49 + 0.2 .59 + 0.09 |[3.88 £ 0.3 |12.16 + 0.05 |4.94 + 0.13 | 2.66 + 0.01
20:1(n-7) 1.59 + 0.2 .22 + 0.09 [0.77 £+ 0.3 |1.67 + 0.05 |1.86 * 0.13 | 1.66 + 0.01
20:2(n-6) 6.4 £ 0.08 1.66 + 0.2 6.72 + 0.1 - 1.00 + 0.01
20:3(n-6) 0.49 + 0.08 .56 + 0.2 |[1.36 +0.03 |- - 1.07 + 0.03
20:4(n-6) 6.27 £ 0.1 .02 + 0.08 |10.24 + 0.04 |5.79 + 0.1 1.84 + 0.1 8.70 + 0.02
20:5(n-3) 5.93 + 0.3 .85 + 0.15 | 6.1 + 0.03 2.01 + 0.03 [1.55 + 0.05 |5.92  0.05
21:0 0.74 + 0.1 .82 + 0.1 0.90 £ 0.08 | 1.0 + 0.2 1.37 + 0.2 1.19 + 0.1
21:1(n-14) | 0.44 + 0.2 .76 £ 0.1 0.55 + 0.08 | 0.82 + 0.07 | 0.91 + 0.1 1.02 + 0.1
22:0 0.38 + 0.06 .34 £ 0.08 |2.16 £+ 0.02 |[1.07 + 0.1 2.02 + 0.02 |0.61 + 0.02
22:1(n-9) 1.08 £ 0.03 .12 £ 0.04 | 0.33 £ 0.02 |[0.96 + 0.01 |2.15 + 0.06 |2.30 + 0.05
22:1(n-7) 0.74 + 0.03 .62 £ 0.04 |0.60 £ 0.02 |- 2.69 + 0.06 |0.73 + 0.05
22:2 (n-6) 1.84 + 0.04 .69 + 0.1 - 1.01 + 0.06 |- -

22:6 (n-3) 1.55 + 0.2 .65 + 0.02 |- - 0.75 + 0.1 |-

23:0 0.71 + 0.1 .39 + 0.1 1.3 + 0.03 1.02 + 0.07 |3.02 + 0.36 |-

23:1(n-9) 0.83 + 0.01 .26 £ 0.2 2.08 + 0.05 |0.56 + 0.05 |3.91 + 0.1 |2.54+ 0.04
23:1(n-7) - .27 £ 0.2 - - -

24:0 0.38 + 0.08 .57 + 0.1 0.47 + 0.06 | 1.48 + 0.06 |- -

24:1(n-9) 1.37 £ 0.02 .68 + 0.1 2.44 + 0.1 1.01 £ 0.02 [ 2.9 £ 0.09 1.19+ 0.07
25:0 - - 0.71 + 0.04 |- -
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26:0 - - - 0.97 £ 0.01 |- -

QOH150 | 0.27 + 0.01 |- - 0.98 £ 0.05 |- -

@OH160 | 0.32 + 0.1 - - 0.78 + 0.01 |- -

QOH18:0 | 0.37 + 0.2 - - . - -

QOH22:0 | 0.1 + 0. - - 0.65 + 0.02 |- -

SAFA? 39.06 57.49 42.01 47.02 48.75 35.37

MUFA® 34.74 32.18 27.34 32.29 41.99 37.94

PUFA’ 23.17 8.83 21.16 15.53 5.93 19.18
::Iptadeca" 0.70 £ 0.08 | 0.81 + 0.1 0.75 + 0.1 |1.07 + 0.06 |0.90 £ 0.12 |0 .01
::ltadeca"' 2.02 £ 0.04 |0.71+ 0.1 6.51 + 0.1 |3.00 %+ 0.05 |2.10 + 0.12 |5 .01
::lnadeca"' 2.01 + 0.03 |0.94 %+ 0.01 1 .1

a) ramificados, b) acidos grasos saturados, c¢) acidos grasos monoinsaturados, d) acidos grasos
poliinsaturados.

El perfil de acidos grasos de la fraccion de lipidos polares es similar al de los
fosfolipidos. Al igual que para los lipidos no polares los SAFAs son predominantes
en tubulos (47,02%) y en la parte interna (48,75%), mientras que en la fraccion
de fosfolipidos de epidermis los MUFAs se encontraron en un porcentaje algo
superior (37,94%) a los SFAs (35,37%). EL acido esteérico fue el predominate
en las tres fracciones (14,18%-15,56%-15,43%), seguido por el acido palmitico

en la fraccion de tubulos (8,67%).

En los fosfolipidos de tubulos el mayor porcentaje de MUFAs corresponde a
C18:1 n-9 (10,22%) y C20:1 n-9 (12,16%), seguidos por un porcentaje menor
de los acidos C18:1 n-11 (2,17%) y palmitoleico (1,21%). El acido C18:1 n-11
(10,78%) fue el acido insaturado mayoritario en la parte interna, seguido por
C18:1 n-9 (7,42%), C20:1 n-9 (4,94%) y acido palmitoleico (2,52%). La
epidermis mostré un alto contenido de acido C18:1 n-9 (15,38%) junto con los
acidos C18:1 n-11 (6,13%), palmitoleico (4,33%), C20:1 n-9 (2,66%) y linoleico
(18:2 n-6) (2,49%).
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Los lipidos polares y fosfolipidos de tubulos y epidermis mostraron mayor
porcentaje de PUFAs (15,53-19,18%) comparando con el porcentaje de estos en
los lipidos no polares (7,97-5,39%). Los principales PUFAs en LP y fosfolipidos de
tubulos fueron C20:2 n-6 (6,72%) y AA (5,79%), seguidos por EPA (2,01%). AA
(8, 7%) y EPA (5,92%) fueron los PUFAs mayoritarios en epidermis, como se

observa en las figuras.

Acidos grasos de fosfolipidos
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En la fraccién de lipidos polares de tubulos se encontraron 4 acidos grasos 2-
hydroxilados (C15h:0, C16h:0, C18h:0 and C22h:0). Estos acidos grasos son
componentes comunes en esfingolipidos aislados de equinodermos como se
detall6 en el capitulo V. Por otro lado, &acidos grasos 2-hidroxilados fueron

previamente informados en los fosfolipidos del holotureo Holothuria mexicana*®

En las fracciones de lipidos polares y fosfolipidos, se identificaron tres
aldehidos. Heptadecanal (17:0) fue identificado en bajas proporciones en las
fracciones de tubulos (0,7-1,07%), parte interna (0,81-0,9%) y epidermis (0,75-
0,61%). Octadecanal (18:0) resulté méas abundante en LP (6,51%) y fosfolipidos
(5,09%) de epidermis. Nonadecanal (19:0) se identific6 en fosfolipidos de

tabulos (0,94%) y epidermis (1,61) y en LP de epidermis (2,01%).

Los perfiles de los &cidos grasos de cadena ramificada en LP y fosfolipidos

fueron similares a los encontrados en los lipidos no polares, excepto en el caso
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de los acidos grasos ramificados de la parte interna que se encontraron en

porcentajes inferiores (10,31-11,15%) en comparacion con los de LNP (19.0%).

Acidos grasos de lipidos polares
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Finalmente analizando la composicion general de acidos grasos de lipidos de
Athyonidium chilensis, se observa que la proporcion de PUFA es inferior a la de
MUFA y SAFA. Esta misma caracteristica se observé en el holotureo
Onierophanta mutabilis*®>. Sin embargo, en otros holotureos estudiados la

proporcién de PUFA fue mayor que las de SAFA y MUFA3%-32,

Considerando que este holotureo es comestible es importante el aporte
realizado en este trabajo de tesis respecto de su composiciéon quimica. El alto
contenido en fosfolipidos de A. chilensis muestra el valor nutritivo de este
holotureo comestible. Por otra parte, el conocimiento de la composicién en
acidos grasos de estos lipidos polares es importante desde el punto de vista
nutricional y un factor a tener en cuenta en la conservacién del organismo previo

a Su consumo.
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CAPITULO VII-PARTE EXPERIMENTAL

VII. INSTRUMENTAL, MATERIALES Y METODOLOGIAS
UTILIZADAS

VII.1. INSTRUMENTAL UTILIZADO EN LA IDENTIFICACION Y
ELUCIDACION ESTRUCTURAL.

Los poderes rotatorios de los compuestos se determinaron en un polarimetro
Perkin Elmer 343 utilizando una ldmpara de sodio ((A= 589 nm), en microceldas
de 1 dm de longitud a temperatura ambiente, con el solvente y concentracion

especificada en cada caso.
Patagonicésido B [a]*°,= -40,6 (c= 0,16, piridina)
Patagonicésido C [a]*°p= -16,9 (c= 0,36, MeOH)
DS-Patagonicosido B [a]*°p= -26,74 (c= 0,1)

Los espectros de RMN *H y RMN '°C fueron realizados a 500 y 125 MHz,
respectivamente en un espectrOmetro Bruker AM-500, empleando como

solventes deuterados los especificados en cada caso.

Los desplazamientos quimicos se expresan en la escala 6, en ppm respecto de
la resonancia del tetrametilsilano (TMS) utilizado como referencia interna (0,00
ppm) o en su defecto la sefial correpondiente al solvente utilizado, como el pico
central del multiplete del metanol a 3,30 ppm y 49,0 ppm (RMN-'H y RMN *3C,
respectivamente) o el pico central del triplete de la piridina a 7,65 ppm y 136
ppm (RMN-'H y RMN *3C, respectivamente). Las constantes de acoplamiento (J)
se expresan en Hz. Los experimentos de RMN-2D fueron adquiridos utilizando

secuencias de pulsos estandar.

Los espectros de masa de alta resolucién con ionizaciéon por electrospray
(ARESIEM/EM) fueron realizados en un equipo Bruker MicroOTOF QIl, (Billerica,
USA), (UMYMFOR, FCEN, UBA).

Para el analisis cualitativo de las mezclas de cerebrosidos y Hemoiedemsidos
A y B se utiliz6 un cromatografo liguido de alta resoluciéon que consta de un

sistema Gilson 506C, con una bomba cuaternaria modelo 322 Gilson, un detector
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de arreglo de diodos modelo 170 HP (200-400 nm) operado en serie con un
software de sistema unipoint, con inyector manual del tipo Rheodyne. Para las
separaciones y purificaciones de compuestos se utiliz6 un cromatégrafo Spectra
Physics equipado con una bomba Spectra Series P100 y un inyector manual
Rheodyne. Los compuestos fueron detectados mediante un detector de indice de
refraccion Shodex RI-71 y un detector U.V. Micromeritics modelo 787. Las

columnas utilizadas fueron:

e Bondclone C-18 (Phenomenex) tamafio de particula 10 um (longitud 30
cm x 21,2 mm d.i.) con precolumna Bondclone C-18 (Phenomenex)

tamafio de particula 10 pm (longitud 10 cm x 21,2 mm d.i.).

e Bondclone C-18 (Phenomenex) tamafio de particula 10 um (longuitud 30
cm x 7,8 mm d.i.) con precolumna Bondclone C-18 (Phenomenex)

tamafio de particula 10 um (longitud 5 cm x 7,8 mm d.i.).

e Bondclone C-18 (Phenomenex) tamafio de particula 10 um (longuitud 30

cm x 3,9 mm d.i.).

e Ultracarb ODS-20 5 um, (Phenomenex) longitud 25 cm x 10 mm d.i.

Ultracarb ODS-20 5 um, (Phenomenex) longitud 25 cm x 4,6 mm d.i.

Los solventes utilizados en todos los casos fueron calidad HPLC, filtrados al
vacio antes de su utilizacién y desgasificados. Se utilizaron soluciones acuosas

con distintos porcentajes de MeOH y CH3;CN segln se especific6 en cada caso.

Los cromatégrafos gaseosos utilizados en esta tesis fueron: un
cromatografo gaseoso Hewlett Packard 5890A, un cromatégrafo Hewlett Packard
5890 acoplado a un espectrOmetro de masa TRIO-2 VG y un cromatdgrafo
Shimazdu acoplado a un espectrémetro de masa QP5050. Las columnas

capilares utilizadas fueron:

e Utra-2 (longitud 50 m, 0,25 mm d.i. y 0,2 5 um de espesor de fase
liqguida) para el analisis de los ésteres metilicos de los acidos grasos y los

derivados DMDS de los ésteres metilicos de los 4cidos grasos.

Condiciones:
T inicial: 100 °C.

T final: 280 °C
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Rampa: 5 °C/minuto.

Luego is6termica a 280 °C, 10 minutos.
T inyector: 280 °C.

T detector: 280 °C.

e Utra-2 (longitud 50 m, 0,25 mm d.i. y 0,2 5 um de espesor de fase
liquida) para el andlisis de los monosacaridoss peracetilados y los 1-

desoxi-1-(2-hidroxipropilamino) alditoles.

Condiciones:

T inicial: 180 °C.

T final: 250 °C

Rampa: 4 °C/minuto, hasta 220 °C (2 min)

Luego rampa 1 °C/minuto hasta 250 °C, 10 minutos.
T inyector: 280 °C.

T detector: 280 °C.

e CP-SIL 5 CB (long. 50 m ) para el andlisis de las bases acetiladas de las

glicosilceramidas.

Condiciones:

T inicial: 100 °C- Tiempo= 1 minuto.
T final: 290 °C.

Rampa: 10 °C/minuto.

Tiempo: 10 minutos.

T inyector: 280 °C.

T detector: 280 °C.
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VII.2. METODOS Y MATERIALES UTILIZADOS EN LOS
PROCESOS EXTRACTIVOS Y DE PURIFICACION.

En todos los casos se realizé la extraccibn con EtOH, tres veces a
temperatura ambiente y durante 24 hs cada vez, salvo en la extraccion de las

glicoesfingolipidos en la que se utilizo la mezcla MeOH-CH,Cl, (2:1).

Los extractos fueron concentrados hasta residuo seco 0 siruposo vy

fraccionados mediante procesos separativos.

Durante los procesos de separacion y purificacion se utilizaron diversas
técnicas cromatograficas como: Cromatografia en capa delgada (CCD),
Cromatografia en columna (CC), Cromatografia “flash” en columna seca,

Cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC), Cromatografia gas-liquido (CG).

a) Cromatografia en capa delgada

Se emplearon las siguientes placas cromatograficas:

Silicagel 60 F,s4 sobre hojas de aluminio (Merck), espesor: 0,2 mm, con

indicador de fluorescencia a 254 nm.

Silicagel de fase reversa C18 sobre hojas de aluminio (Merck), espesor:

0,2 mm, con indicador de fluorescencia a 254 nm.

b) Cromatografia en CCD preparativa
Se emplearon las mismas cromatoplacas que en el caso de CCD y ademas se
utilizaron cromatoplacas con zona de concentracién de Silicagel 60 Fjs4
(Merck).

Los sistemas de solventes utilizados en CCD y CCD preparativa en fase normal

fueron:

A. n-BuOH: AcOH:H,0 (12:3:5)
B. Ciclohexano: acetona (70:30)
C. MeOH: AcOH:H,0 (15:4:2)

D. CHCl3: MeOH: NH,OH (65:35:5)
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E. CHCl;: MeOH:H,0 (25:10:1)

F. CHCIl;: MeOH: AcOH (65:25:8)

G. CHCI3: MeOH: AcOH: H,0 (25:15:4:2)

H. CHCl;: MeOH: NH,OH (13:5:1)

I. CHCI3: Acetona: MeOH: AcOH:H,0 (6:8:2:2:1)

Los solventes C a | fueron utilizados para el analisis de las mezclas de

fosfolipidos frente a patrones comerciales.

Los sistemas de solventes utilizados en CCD en fase reversa fueron:
J. MeOH: H,0 (50:50),(60:40).

K. CH3CN: H,O (70:30)

Los agentes reveladores utilizados fueron:

e Solucién de H,SO4 10 % en agua.

e Solucién de p-anisaldehido. (2 ml p-anisaldehido, 36 ml EtOH, 2ml de
H,SO4, 0,4 ml AcOH glacial).

e Solucién de acido fosfomolibdico 2,5 % en 80 ml de EtOH y 20 ml de iso-

propanol. Este revelador fue utilizado para fosfolipidos.

e Solucién de ninhidrina 0,2 % en acetona. Este revelador fue utilizado para

identificar fosfatidiletanolamina y fosfatidilserina.

c) 1-Cromatografia en columna

Las CC fueron realizadas en columnas de vidrio, long 80 cm x 5 cm d.i.; long.

50cm x 3 cm d.i.; olong. 40 cm x 1,5 cm d.i.

La seleccion de columnas dependié de la cantidad de sustancia a separar y de

la cantidad de fase adsorbente requerida.
Se utilizaron como adsorbentes:

.Silica gel H (Merck), Silica gel 60 (Merck, 230-400 mesh) para cromatografia
“flash”. En los casos especificados las cromatografias fueron realizadas con

presion utilizando aire comprimido.

.Filtracién por geles utilizando Sephadex lipofilico LH-20 y LH-60 (Sigma) y

como solvente MeOH y MeOH-H,0 (2:1), respectivamente.
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.Resina de intercambio Amberlite XAD-2 (Sigma). Se eluy6 con agua hasta
ausencia de sales indicada por la reaccion negativa de cloruros al ensayar el
eluido con solucién acuosa de AgNO; 0,1 N y posteriormente se recuperaron los

compuestos organicos por elucion con MeOH.

2-Cromatografia “flash” en columna seca

Fueron realizadas en embudos de vidrio con placa de vidrio sinterizado con

un tamafio de poro de 10-20 um.

Las dimensiones de los embudos fueron: long 10 cm, 15 cm d.i.; long 8 cm,
7 cm d.i.; long 6cm, 4cm d.i., los cuales fueron seleccionados segun la masa de

la muestra y la cantidad de fase adsorbente necesaria.
El adsorbente utilizado fue:

.Silicagel de fase reversa (Davisil C;3, 35-75 W) y como solventes de
desarrollo, H,O, mezclas de MeOH-H,O con cantidades crecientes de MeOH vy

finalmente MeOH.

VII.3. METODOLOGIAS UTILIZADAS

Hidrdlisis de los glicésidos triterpenoidales.

Se utilizé acido trifluoroacético dado que los rendimientos en todos los casos
fueron al menos iguales a los obtenidos con &cidos minerales y el acido TFA

puede ser removido por evaporacion®.

Existen estudios® sobre la influencia del tiempo de hidrélisis. En esos trabajos
se informa que trabajando con &cido trifluoroacético 2N a 121 °C, en un lapso de
una hora, la hidrdlisis es completa. El aumento de los tiempos de hidrélisis
puede llevar a la degradacion de los monosacaridos, como es el caso de la

xilosa.

Los glicosidos triterpenoidales (entre 3 y 5 mg) se disolvieron en 1 ml de TFA

2N en un vial de reaccion. La solucion se calenté en estufa a 121 °C durante 1
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hora. Luego se dejé enfriar a temperatura ambiente y se evaporé a presion
reducida hasta sequedad. El residuo obtenido se particiondé entre agua y CH,Cl,
(1:1, 1 ml). En la fase acuosa se obtuvieron los mondsacaridos y en la fase

organica la aglicona.

Preparacion de los alditoles peracetilados de los monosacaridos libres
provenientes de la reaccion de hidroélisis de los glicdsidos.

Los monosacaridos libres (1-3 mg) provenientes de la hidrélisis de los
glicésidos triterpenoidales se disolvieron en un vial con 0,5-1 ml de NH,OH 0,5 M
y se hicieron reaccionar con 3-6 mg de NaBH,; a temperatura ambiente durante
18 horas, luego se acidific6 con AcOH 1M, se agregé MeOH (3 x 0,5 ml) y se

evaporo a presion reducida hasta residuo seco.

La mezcla de alditoles se peracetil6 con Ac,O (0,2-0,5 ml) y piridina (0,2-0,5
ml) a 100 °C durante 45 minutos. Se enfrié la mezcla de reaccién y se particioné
entre CHCI;-H,O (1:1, 1ml) y la fase acuosa se extrajo con CHCI; (2 x 0,5 ml).
Las fases cloroférmicas se juntaron y lavaron con agua (3 x 1 ml), solucién
saturada de NaHCO; (3 x 1 ml) y nuevamente H,O (3 x 1 ml). La fase orgénica

se sec6 con Na,SO4 anhidro y se analiz6é por CG-EM.

Preparacion de 1-desoxi-1-(2-hidroxipropilamino) alditoles.

A la mezcla de monosacéaridos libres (1-3 mg) obtenida por hidrélisis de los
glicésidos triterpenoidales se le agregaron las siguientes soluciones: (a) (S)-1-
amino-2-propanol en MeOH (1:8) (20 ul/ mg de azucar), (b) AcOH glacial en
MeOH (1:4) (20 ul/ mg de azucar) y (c¢) 3% Na[BH3CN] en MeOH (13 ul/ mg de

azlcar). La mezcla se dejo6 reaccionar a 65 °C durante 1,5 horas.

Posteriormente, se enfridé la mezclay se le agregd una solucién acuosa de
CF;CO;H 3 M gota a gota, bajo campana (se liberan muy pequefias cantidades
de HCN) hasta pH 1-2. La mezcla se evapord y posteriormente se coevaporé con

H,O (3 x 0,5 ml)y MeOH (3 x 0,5 ml). El residuo fue luego tratado con Ac,O (0,5
ml) y piridina (0,5 ml) a 100 °C durante 0,75 horas. Luego de enfriar, los

derivados se extrajeron con CHCI3;-H,0 (1:1), se lavé con H,O (3 x 1 ml), con
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solucién saturada de NaHCO; (3 x 1 ml) y finalmente con H,O (1 x 1 ml). La

fase organica se secd con Na,SO,4 anhidro.

La mezcla de los 1-[(S)-N-acetil-(2-hidroxipropilamino)]-1-desoxialditol
derivados de los monosacaridos fue analizada por CG-EM junto con los patrones
de 1-desoxi-1-(2-hidroxipropilamino) alditoles de D-quinovosa, D-xilosa, D-
glucosa y D-3-0O-Me-glucosa preparados siguiendo la metodologia descripta

anteriormente.

Reaccion de solvolisis de los compuestos sulfatados.

Una solucion de 2-4 mg de cada glicésido triterpenoidal en dioxano (0,3 ml) y
piridina (0,3 ml) se calenté durante 2 horas a 120 °C en un vial Pierce de 1ml.
Luego se enfrig, se agregd H,O (1 ml) y se extrajo con n-BuOH (3 x 0,5 ml). Los
extractos butandélicos se juntaron, se lavaron con agua y se evaporaron a presion

reducida.

Obtencion de los esteres metilicos de acidos grasos.

La mezcla de lipidos no polares, lipidos polares y fosfolipidos (1-8 mg) fueron
tratados con una solucion de 10% de cloruro de acetilo en metanol, 2 horas a 70
°C. Una vez enfriada la mezcla de reaccién, se agregé H,O (1-0,5 ml) y se

extrajo con CHCls.

Cuantificacion de los ésteres metilicos de los acidos grasos.

La cuantificaciéon de los ésteres metilicos de los acidos grasos se realiz6 usando
como estandar interno el éster metilico del acido tridecanoico (C13:0). Para ello
se pes6 una cantidad conocida del estandar que se agregé a la mezcla de los
ésteres metilicos de los acidos grasos de peso conocido y se les agreg6 un
volumen medido de cloruro de metileno. Luego se inyect6 1ul de la solucién en
el CG-EM. Se calculé el % de cada acido graso en la mezcla en base al area de

cada pico y la masa del estandar agregado.
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Obtencion de los derivados con dimetilsulfuro.

Se solubilizaron 1-4 mg de muestra en 0,5 ml de DMDS y se agregaron 0,5 ml
de CS, conteniendo 2,5 mg de |, en un vial Pierce de 1ml. Se dej6 reaccionar a
60 °C durante 40 hs. La reaccion se detuvo por el agregado de una solucién
acuosa de Na,S,0; 5 %. Se extrajo la fase organica con ciclohexano y se

evapor0 al vacio. El residuo se redisolviéo en CH,Cl, y se analiz6 por CG-EM.

Metandlisis de las glucosilceramidas por el método de Gaver-Sweeley.

La mezcla de glucosilceramidas (3-10 mg) se calenté a reflujo con HCI 1N en
MeOH acuoso al 82 % (7-15 ml) durante 18 horas. La mezcla de reaccién se
dej6 enfriar y se extrajo con ciclohexano (3 x 5 ml). La fase de ciclohexano
(conteniendo los ésteres metilicos de los acidos grasos que constituyen las
glucosilceramidas) se lavé con H,0, se sec6é con Na,SO, anhidro y se evapord a
presion reducida hasta sequedad.

La fase metandlica se neutralizé por pasaje a través de una columna con
resina DOWEX 1, de intercambio aniénico (previamente lavada con una solucién
acuosa de NaOH 40 % y luego con MeOH). El eluido metandlico se concentré a
presion reducida hasta sequedad y el residuo se particioné entre H,O-AcOEt
(1:1, 4ml). La fase de AcOEt (conteniendo las bases libres de cadena larga que
componen las glucosilceramidas) fue lavada con agua (1 ml) y concentrada a
presion reducida hasta sequedad.

La fase acuosa (conteniendo los metilglicésidos de las glicosilceramidas) se

evaporo a presién reducida hasta sequedad.

Acetilacion de las bases libres de las glucosilceramidas obtenidas por el

método de Gaver-Sweeley.

Las bases se disolvieron en piridina (0,7 ml), se agregdé Ac,O (0,7 ml) y se
calent6 a 70 °C durante 2 horas en vial Pierce. Posteriormente, las bases
acetiladas se extrajeron con CH,Cl,y se evaporaron a sequedad en corriente de

N, para su andlisis por CG-EM.
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Procedimiento para la obtencién del clorhidrato del éster de L-cisteina.

Se agité en bafio de hielo una suspension de 0,1 g (0,0085 moles) de L-
cisteina en 8 ml de MeOH y se le adicioné, gota a gota, 0,1 ml de cloruro de
tionilo. La solucidn resultante se calenté a reflujo durante 3,5 horas, después se
enfrié a temperatura ambiente y se agit6 durante 15 horas. Tras la evaporacion
del disolvente el sdlido resultante se lavé con éter (2x1 ml), se filtr6 y se seco al

vacio®*.

Determinacion de la configuracion absoluta de D-glucosa por el Método
de Hara.

Los cerebrésidos (1-3 mg) se hidrolizaron con acido TFA 2N (0,5 ml) a 120 °C
durante 1 hora, la mezcla de reaccion se llevo a sequedad y el residuo se

particion6 entre EtOAc y H,O.

La fase acuosa se concentré hasta sequedad y el residuo se disolvié en
piridina (0,5 ml) y se hizo reaccionar con el clorhidrato del éster metilico de L-

cisteina (0,7 mg) a 70 °C durante una hora.

El residuo se evapord y se acetilé con Ac,0 (0,5 ml) y piridina (0,5 ml) a 100
°C durante 45 minutos. Los derivados acetilados se extrajeron con CHCI;.H,0
(1:1) (2 x 1ml). Los extractos cloroférmicos se juntaron y lavaron con solucion
saturada de NaHCO; (0,5 ml) y H,O (2 x 0,5 ml) y se llevaron a sequedad a
presion reducida. Los derivados de tiazolidina acetilados se analizaron por CG-
EM.

En forma paralela se obtuvieron los derivados de tiazolidina de patrones de

D- y L- glucosa y una vez acetilados se analizaron por CG-EM.
Derivado de tiazolidina acetilado de D-glucosa: tg= 24,9 minutos.

Derivado de tiazolidina acetilado de L-glucosa: tg= 26,3 minutos.
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VII.4. METODOLOGIAS UTILIZADAS EN LOS ENSAYOS DE
ACTIVIDAD BIOLOGICA.

Actividad citotoxica frente a Artemia salina

El procedimiento general para realizar el test de mortalidad de Artemia salina se

resume en las siguientes etapas:

1- Una solucion de agua marina artificial se prepara por disolucion de 38 g de sal

marina comercial por cada litro de agua destilada y una vez disuelta se filtra.

2- El recipiente para realizar el ensayo consta de dos sectores comunicados
entre si a través de una ranura ubicada en la parte inferior. Luego de afiadir el
agua de mar artificial, se colocan los huevos de A. salina en el sector que
permanecerd cubierto y al abrigo de la luz, para ser incubados. Una lampara se
coloca sobre el recipiente que permanecera descubierto con el fin de atraer las
larvas que van naciendo. El proceso de incubacién se realiza a 25 °C y dura
aproximadamente de 2 a 3 dias. A medida que las larvas adquieren movilidad
pasan por la ranura hacia el sector iluminado y una vez que alcanzan una
longitud de aproximadamente 1 mm, visibles a simple vista o bajo la lupa,

pueden ser tomadas con una pipeta Pasteur.

3- Las concentraciones de las muestras a evaluar varian segln se traten de
extractos o compuestos puros, recomendandose concentraciones finales de 1000
a 1 ppm. Para ello se preparan las soluciones madre y se toman las alicuotas

indicadas en el siguiente esquema.
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Compuesto o Extracto Concentracion 1000 ppm

—>» 0,5ml

20 mg + solvente hasta 2 ml » 0,5 ml

L » 0,5 ml

Concentracion 100 ppm

——» 0,5 ml

0,2 ml + solvente hasta 2 ml > 0,5 ml

—> 0,5 ml

Concentracion 10 ppm

—> 0,5 ml

0,2 ml + solvente hasta 2 ml > 0,5 ml

—»  05ml

Concentracién 1 ppm

0,5 ml

0,2 ml + solvente hasta 2 ml > 0,5 ml

—> 0,5 ml

4- Como se trabaja con fracciones polares, las muestras son apreciablemente
solubles en agua. Cuando la solubilidad es incompleta puede utilizarse
dimetilsulféxido (DMSO) como cosolvente hasta una concentracién de 50 pl por
cada 5 ml de solucién, dado que cantidades mayores afectarian los resultados.
Cuando se utiliza este cosolvente se realizan blancos con una solucién
conteniendo DMSO.

5-De cada una de las soluciones madre se toman 0,5 ml, se colocan en tubos de
hemolisis, se lleva su volumen a 4 ml con la solucién de las sales marinas, se
agrega a cada uno de los tubos diez larvas de A. salina y finalmente se completa

el volumen a 5 ml con la solucién salina.

6- Los tubos de hemdlisis conteniendo las larvas se colocan descubiertos debajo

de una ldmpara de luz blanca, cuidando que la temperatura no supere los 30 °C.
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7- Alas 24 horas se cuenta y anota el numero de larvas sobrevivientes.

8- Los datos recolectados se procesan utilizando el calculo Probit en un
programa de computadora (Programa Finney) que permite determinar valores de

DLso Yy sus intervalos de confianza.

Actividad antifingica.

El método utilizado fue el bioautobiografico, el cual se basa en la detecciéon del
compuesto antifungico mediante la visualizacion de una zona clara (libre de
desarrollo fingico) en la placa cromatografica en contraste con la pigmentacién

del micelio del hongo con el que se ha trabajado®.
El proceso consta de las siguientes etapas:

1-Las cepas utilizadas no deben poseer crecimiento aéreo ni plumoso y dar

micelios coloreados que permitan la visualizacion de los halos de inhibicion.

2-El medio de cultivo a utilizar debe poseer el balance ibénico y energético

necesario para el desarrollo de las cepas (Tabla VII-1).

3-Preparaciéon de los cromatoplacas: Los cromatogramas se siembran con las
fracciones o los compuestos de interés provenientes de los procesos separativos
y una vez desarrollada la cromatografia y eliminado el solvente de la fase movil,
se pulverizan con las suspensiones de hongos. En el caso de los compuestos
puros se siembran directamente las concentraciones deseadas en un punto, las

cuales se expresan en ug/pto.

4-Las cepas se desarrollan crecen en medio minimo BC (tabla VII-1) al cual se le
ha agregado agar en un 30 % aproximadamente, con una incubacién de 4-5 dias
a temperatura ambiente. Las esporas se remueven de las cajas de Petri con la

solucién de medio minimo con el fin de preparar una suspensién de las mismas.

5-Pulverizacion de las cromatoplacas: una vez obtenida la suspension de
esporas, ésta se pulveriza sobre las placas cromatograficas y se incuban en
atmdsfera humeda, en la oscuridad durante 72 horas, hasta el crecimiento

visible de los hongos.
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6-Observacion de los resultados: luego del periodo de incubacién, la
visualizacién de halos blancos de inhibicion sobre el fondo coloreado por los

micelios del hongo indica la presencia de compuestos fungitoxicos.

7-Los halos de inhibicion de las fracciones y compuestos evaluados se comparan
con los de benomil, un agente antifingico comercial de amplio espectro

correspondiente al grupo de los carbamatos.

Tabla VII-1. Composicién del medio de cultivo.

Medio Minimo BC Solucién madre de oligoelementos
KH,PO, 0,875 gr H3BOs 50 mg
K,HPO, 0,125 gr CuS0,.5 H,0 4 mg
MgSQO,.7 H,0 0,5 gr Kl 10 mg
NacCl 0,1 gr FeCl;.6 H,O 20 mg
CacCl,.6 H,0 0,1 gr MnSO, 40 mg
(NH4) 2SO0, 1,0 gr (NH4) 2MoOy4 20 mg
Glucosa o Sacarosa 10,0 gr ZnS0O, 40 mg
Sol. madre de oligoelementos 10,0 ml Extracto de levadura 0,2 gr
Agua desionizada 100 ml Agua bidestilada 1000 ml

Lineas celulares utilizadas en los ensayos de actividad citotdéxica y

antiproliferativa.

Las células de carcinoma hepatocelular humano Hep3B fueron crecidas en

medio esencial minimo Eagles (MEM 10 %; Natocor, Coérdoba, Argentina),
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piruvato de sodio (1 mM) y L-glutamina (2 mM ;Gibco, Invitrogen Corp.,
Rockville, Md., USA).

Las células de adenocarcinoma de gldndula mamaria MDA-MB231 fueron
crecidas en medio RPMI 1640 suplementado con 10% de suero fetal bovino
(RPMI 10%; Gibco, Invitrogen Corp.).

Las células de adenocarcinoma de pulmoén A549 fueron crecidas en MEM 10 %.

Todas las células se mantuvieron en atmoésfera himeda con 4% de CO, a 37
°C.

Ensayo de Actividad Citotoxica.

La viabilidad celular fue determinada siguiendo un protocolo publicado®, que
consiste en medir la viabilidad por la ruptura de la sal de tetrazolio, MTT
Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio (Sigma) por la enzima
mitocondrial succinato deshidrogenasa para dar un producto azul (formazan). La
absorbancia de las muestras se determin6é en un lector de microplacas
Eurogenetics MPR-Ai leyendo la absorbancia a 570 nm y como referencia 630

nm, por duplicado.

Los resultados fueron expresados como porcentaje de absorbancia de las
células tratadas respecto a células no tratadas, considerando que las células no

tratadas usadas como control tienen 100 % de supervivencia.

El valor de 1C5p 0 CCso se defini6 como la concentracién de compuesto que

causa el 50 % de muerte celular.

Ensayo de Actividad Antiproliferativa.

Se realizaron ensayos in vitro para determinar la actividad antiproliferativa de

los compuestos en 3 lineas celulares tumorales: Hep 3B, A549 y MDA-MB.

Las células (2,4 x 10°) crecidas en microplacas de 96 pocillos fueron tratadas
con distintas concentraciones de los compuestos (5 a 100 pM) a 37 °C durante
24 horas en atmodsfera con 4 % de CO,. Al cabo de dicho periodo, las células

fueron fijadas con una solucién acuosa de formaldehido 10% durante 15 min a
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temperatura ambiente, lavadas con H,O destilada y tefiidas con cristal violeta
0,05% en 10% de etanol durante 30 minutos. Transcurrido ese periodo el
colorante se eluyd de las células con una solucién 50% etanol, 0,1% acido
acético en agua. La absorbancia se leyé en un lector Eurogenetics MPR-A 4i a
590 nm.

Los resultados fueron expresados como porcentaje de absorbancia de las
células tratadas respecto a células no tratadas, considerando que las células no
tratadas usadas como control tienen 100 % de superviviencia. El valor de 1Cs se
defini6 como la concentracion de compuesto que causa el 50 % de muerte

celular.

Ensayo de Actividad Hemolitica.

Se trabaj6 sobre eritrocitos aislados de ratéon, lavados 3 veces con buffer
fosfato salino (PBS) (pH 7,4) usando centrifugacion (450, 10 min). El residuo de
eritrocitos obtenidos se resuspendié en PBS a una concentraciéon final de 1%,

esta metodologia se encuentra descripta en la bibliografia’.

Para el ensayo de actividad hemolitica se prepararon 100 ul de soluciones
acuosas de diferentes concentraciones de los compuestos las que fueron
mezcladas con 900 ul de una suspensiéon de eritrocitos. Cada mezcla se incub6 a
37 °C durante 1 hora.

Luego se centrifugd la mezcla, se tomaron 200 ul del sobrenadante y se
transfirieron a una microplaca de 96 pocillos, sobre la cual se determiné la
concentracién de hemoglobina espectroscépicamente a 550 nm. Los resultados

se expresaron como porcentaje de hemdlisis.

Ensayo de Inmunofluorescencia indirecta.

Se realizaron ensayos in vitro para determinar actividad de ambos

compuestos sobre NF-kB.
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Células A549 se hicieron crecer sobre cubreobjetos en placas de 24 pocillos
(Costar, Corning Inc.) durante 24 horas y se fijaron con metanol durante 10 min
a -20 °C. Luego se realizaron 3 lavados con buffer fosfato salino (PBS), se
agrego al cubreobjeto un anticuerpo primario policlonal anti-p65, diluido 1/100,

durante 30 min a 37 °Cy luego se realizaron 3 lavados con PBS.

Las células se incubaron con un anticuerpo secundario anti conejo

FluoroLink™cCy ™2 (GE Healthcare BioScience) durante 30 minutos a 37 °C.

Finalmente los cubreobjetos fueron lavados, montados y fotografiados con un
microscopio Zeiss con epifluorescencia 6ptica. Las imagenes fueron colectadas
con un objetivo de 40x e importadas al programa NHI image 1.34 s (Wayne
Rasband, National Institute of Mental Health, Bethesda, Md, USA).

Las imagenes de inmunofluorescencia fueron convertidas a 8 bits-grayscale,
desde 0 (negro) a 255 (blanco) y ampliadas. Este proceso se repitié para
diferentes células en el campo, el promedio se calcul6 de manera que represente
el total y 6 la densidad nuclear media para una célula individual. Para comparar
la distribucién de fluorescencia dentro de la célula, los resultados numéricos se
colocaron en una tabla de Excel para ser analizados. La intensidad total se
calculé como la densidad media por area total y la intensidad nuclear se calcul6
como la densidad media por area nuclear. Luego se calculé el porcentaje de

intensidad en el nlcleo respecto a la intensidad total.

Analisis por Western blot.

Extractos de células crecidas en placas de 24 pocillos durante 24 horas fueron
transferidos a gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) y posteriormente transferidas a
membranas de difluoruro de polivinideno durante 60 minutos a 75 mA. Las
membranas se bloquearon con PBS (conteniendo 5 % de leche no filtrada)
durante una noche y luego se incubaron con anticuerpo anti IkBa (Santa Cruz
Biotechnology) diluido 1/500 y anti calnexina (Chemicon, Temecula, Calif., USA)
diluida 1 /3000 o anti-actina (provista por Viviana Castilla, Laboratorio de
Virologia, FCEN, UBA). Luego de lavar, las membranas fueron incubadas con un

conjugado de peroxidasa anticonejo o antiratén diluido 1/10000.

Las bandas inmunoreactivas fueron visualizadas usando un sistema de

guimioluminiscencia (ECI, PerkinEImer, Boston, Mass, USA).
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