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Aislamiento y elucidación estructural de metabolitos polares de 

holotureos con potencial actividad biológica 

Resumen 

Palabras clave: Holotureos, glicósidos t rit erpenoidales, Psolus patagonicus, Psolus 

squamatus, Pseudocnus dubiosus leoninus, Hemioedema spectabilis, Athyonidium 

chilensis. 

En el presente t rabajo se describe el aislam iento y la elucidación est ructural de 

m etabolitos polares presentes en cuat ro holotureos provenientes del Mar Argent ino y 

uno del Mar Chileno. 

   La pr im er especie estudiada fue Psolus patagonicus. A part ir  del ext racto etanólico 

del organism o se aislaron los glicósidos t r it erpenoidales sulfatados Patagonicósidos A 

(1) , B (2)  y C (3) . El com puesto m ayoritario 1 fue aislado por pr im era vez en nuest ro 

laboratorio a part ir  de ejem plares de P. patagonicus recolectados en Bahía Ensenada 

(Tierra del Fuego) . Los glicósidos minoritar ios 2 y 3 son com puestos novedosos. Los 

com puestos disulfatados 1 y 3 se diferencian únicamente en la posición de uno de los 

grupos sulfato unido a los m onosacáridos de la cadena glicosídica, mient ras que el 

com puesto 2 es m onosulfatado y presenta una cadena glicosídica diferente a la de 1 

y 3. 

   Los com puestos 1-3 presentaron act ividad citotóxica y ant iproliferat iva frente a las 

líneas celulares tum orales A549, Hep3B, MDA-MB231 y act ividad ant ifúngica frente a 

Cladosporium cladosporoides, Cladosporium fulvus, Fusarium oxysporum y Monilla sp. 

      Los glicósidos t r it erpenoidales bioact ivos Patagonicósidos A (1) , B (2)  y C (3)  

tam bién fueron aislados del holotureo Psolus squamatus, especie estudiada por 

pr im era vez desde el punto de vista quím ico en este t rabajo de tesis doctoral.  

   Del ext racto etanólico de Pseudocnus dubiosus leoninus se aislaron dos glicósidos 

t r it erpenoidales (4 y 5) . El com puesto novedoso 4 presenta la aglicona 16-ceto-

holost -7-en-3β-ol y su cadena glicosídica corresponde a 3-O-m et il--D-

glucopiranosil- (1-3) -6’’’-O-SO3Na--D-glucopiranosil- (1-4) --D-quinovopiranosil- (1-

2) -4΄-O-SO3Na--D-xilosa ident if icada previam ente en los glicósidos 

Cucum echinósidos A y C, aislados del holotureo Cucumaria echinata y en 

Hem oiedem ósido A, aislado del holotureo Hemioedema spectabilis. 

   Hemioedema spectabilis fue la cuarta especie estudiada. Se aislaron dos 

com puestos, Hem oiedem ósidos A (6)  y B (7) , previam ente caracterizados en nuest ro 



laboratorio. Am bos com puestos presentan la m ism a aglicona y se diferencian en el 

grado de sulfatación de sus cadenas glicosídicas. Los glicósidos presentaron act iv idad 

citotóxica y ant iproliferat iva frente a las líneas celulares A549 y HeLa. El com puesto 

t r isulfatado B (7)  resultó m ás act ivo en am bas líneas celulares. 

   De H. spectabilis se aisló adem ás una mezcla com pleja de glucosilceramidas 

com puesta por gluco-  y galactocerebrósidos no inform ados anteriorm ente para este 

holotureo. Los com puestos aislados presentaron act ividad citotóxica y ant iproliferat iva 

frente a la línea celular A549. 

   El holotureo Athyonidium chilensis es una especie com est ible explotada 

com ercialm ente por Chile. A part ir  de los ext ractos polares de su parte interna, 

epiderm is y túbulos se aislaron fosfolípidos com o com ponentes m ayoritar ios en las 

t res partes del organism o, adem ás de glicósidos t riterpenoidales m inoritarios. Los 

ácidos grasos com ponentes de los fosfolípidos presentaron m ezclas com plejas de 

ácidos grasos saturados, m onoinsaturados y poliinsaturados, incluyendo los ácidos 

araquidónico y eicosapentanoico. La gran concent ración de fosfolípidos en A. chilensis, 

su com posición en ácidos grasos esenciales y la baja concentración de saponinas 

tóxicas dem uest ran por primera vez el valor  nutr it ivo de esta especie. 

Todos los ext ractos de las especies estudiadas fueron purificados m ediante 

dist intas técnicas crom atográficas. La elucidación est ructural de los com puestos se 

realizó m ediante una com binación de experimentos de RMN (1D y 2D) , 

espect rom et ría de m asa de alta resolución y reacciones químicas para la obtención de 

derivados. 

 

 

 

 

 

 

 

 



Isolation and structural elucidation of polar metabolites with 

potential biological activity from sea cucumbers 

Summary 

Key words: Holothuria, t r it erpenoidal glycosides, Psolus patagonicus, Psolus 

squamatus, Pseudocnus dubiosus leoninus, Hemioedema spectabilis, Athyonidium 

chilensis. 

I n this work, the isolat ion and st ructural elucidat ion of polar metabolites from  four 

sea cucum bers from  the Argent inian Sea and one from the Chilean Sea are described. 

   Psolus patagonicus was the first  sea cucumber studied. After purificat ion of the 

ethanolic ext ract  of the organism , sulfated t rit erpene glycosides Patagonicosides A 

(1) , B (2)  and C (3)  were isolated. Com pound 1 had been isolated for the first  t im e in 

our laboratory from specim ens of P. patagonicus collected in Bahía Ensenada (Tierra 

del Fuego) . Minor glycosides 2 and 3 are novel com pounds. Disulfated com pounds 1 

and 3 differ in the posit ion of one sulfate in t he glycosidic chain, while m onosulfated 

com pound 2 presents a glycosidic chain different  from  that  in 1 and 3. 

   Com pounds 1-3 showed cytotoxic and ant iproliferat ive act ivit ies against  tum or cell 

lines A549, Hep3B and MDA-MB231 as well as ant ifungal act ivity against  

Cladosporium cladosporoides, Cladosporium fulvus, Fusarium oxysporum and Monilla 

sp. 

      Bioact ive t r it erpene glycosides Patagonicosides A (1) , B (2)  and C (3)  were 

isolated from  the sea cucum ber Psolus squamatus. This species was studied for  the 

first  t im e in this work. 

   From  the ethanolic ext ract  of Pseudocnus dubiosus leoninus two t r it erpene 

glycosides (4 and 5)  were isolated. Glycoside 4 is a new com pound with 16-ceto-

holost -7-en-3β-ol as the aglycone and 3-O-m et il--D-glucopyranosyl- (1-3)-6’’’-O-

SO3Na--D-glucopyranosyl- (1-4) --D-quinovopyranosyl- (1-2) -4΄-O-SO3Na--D-

Xilose as the glycosidic chain. This oligosaccharide chain has been previously 

characterized in the glycosides Cucumechinosides A and C, isolated from  the sea 

cucum ber Cucumaria echinata and in Hem oiedem oside A, isolated from  Hemioedema 

spectabilis. 

   Hemioedema spectabilis was the fourth species studied. Two compounds, 

Hem oiedem osides A (6)  and B (7) , previously characterized in our laboratory were 

isolated. Both com pounds have the sam e aglycone and differ in the num ber of sulfate 



groups in their  glycosidic chains. Both glycosides showed cytotoxic and 

ant iproliferat ive act ivit ies against  tum or cell lines A549 and HeLa. Trisulfated 

com pound B (7)  was m ore act ive in both cell lines. 

   A com plex m ixture of gluco-  and galactocerebrosides was isolated from  H. 

spectabilis for the first  t im e. The isolated com pounds showed cytotoxic and 

ant iproliferat ive act ivit ies against  tum or cell line A549. 

   Athyonidium chilensis is an edible sea cucumber of high comm ercial value in Chile. 

Phospholipids were isolated as the m ajor com ponents from  tubules, body wall and the 

internal part  of the organism , together with minor t r it erpene glycosides. Phospholipids 

were com posed by a com plex m ixture of saturated, m onounsaturated and 

polyunsaturated fat t y acids, including arachidonic and eicosapentaenoic acids. The 

high concent rat ion of phospholipids in A. chilensis, the presence of esent ial fat t y acids 

in the polar lipids and the low concent rat ion of toxic saponins dem onst rate for the 

first  t im e the nut rional value of this species. 

The ext racts of the sea cucum bers were purified by diverse chrom atographic 

techniques. The st ructural elucidat ion of the com pounds was perform ed by a 

com binat ion of NMR experiments (1D and 2 D) , high resolut ion m ass spect rom etry 

and synthesis of derivat ives. 
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1
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 TNF-  factor de necrosis tumoral 
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CAPÍTULO I-INTRODUCCIÓN 

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

 

   En la actualidad es destacable el gran im pacto que han tenido los productos 

naturales en el descubrimiento de com puestos con act ividad biológica1. Adem ás 

de los metabolitos prim arios ( tales com o azúcares, lípidos, proteínas, ATP y 

ácidos nucleicos) , esenciales para las funciones fisiológicas básicas, los 

organism os (tanto m arinos com o terrest res)  producen metabolitos secundarios 

que son ut ilizados en est rategias de defensa y supervivencia en el m edio en 

donde habitan. En part icular, los organism os m arinos producen metabolitos 

secundarios con estructuras químicas únicas, no encontradas en el reino vegetal.  

   En base a esto, la tendencia actual de la mayor parte de los program as de 

búsqueda de nuevos m etabolitos es la selección de organism os procedentes de 

am bientes ext rem os con el f in de aumentar la probabilidad de aislar nuevos 

m etabolitos con est ructuras químicas novedosas.  

   Los océanos const ituyen alrededor del 70%  de la superficie ter rest re. En ellos 

está representada la m ayor biodiversidad existente en la Tierra. Los productos 

naturales aislados de fuentes m arinas t ienden a ser m ás bioact ivos que aquellos 

provenientes de organism os terrest res. Esto se debe, en parte, a que deben 

conservar su potencia a pesar de la dilución en agua de m ar. 

   Si bien los productos naturales m arinos han recibido menor atención en 

com paración con los de or igen terrestre, actualm ente existe una gran cant idad 

de com puestos aislados de organism os m arinos los cuales poseen interesantes 

act iv idades biológicas2,3. Varios de estos productos naturales o sus análogos 

sintét icos han llegado a la etapa com ercial4. Actualm ente, m ás de una docena de 

alcaloides m arinos se encuentran en estudio en diferentes fases clínicas para el 

t ratam iento de tum ores hum anos5. 

   Por ot ro lado es im portante considerar que con el t ranscurso de los años han 

ido cam biando los blancos de interés respecto de las act ividades biológicas de los 

com puestos aislados. Actualm ente interesa encont rar nuevos com puestos para el 

t ratam iento de enferm edades neurodegenerat ivas, cáncer, diabetes, obesidad y 

para la inhibición de ciertos virus. 
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   El cam po de los organism os m arinos es muy prom isorio si se t iene en cuenta 

que la exploración m arina con propósitos farm acéut icos se ha iniciado hace sólo 

20 años. Es de destacar que de las m uest ras m arinas estudiadas, el 0,1 %  

presenta act ividad ant itum oral potencial, en com paración con un 0,01 %  de las 

m uest ras terrestres6. 

   En la figura I -17 se muest ra cóm o se ha increm entado el núm ero de productos 

naturales m arinos descubiertos en los últ im os años.  

 

    

Figura I -1 . Productos naturales marinos aislados ent re 1965 -2005.  
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   Por ot ro lado, si consideram os la dist r ibución de los m ism os según la fuente de 

la que han sido aislados, en la figura I -27 se observa que el phylum  de los 

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

doctoral)  const ituye una fuente im portante de metabolitos. 

 

 

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

de los totales ent re 1965-2005.  

 

 

I.2 METABOLITOS SECUNDARIOS AISLADOS DE HOLOTUREOS 

 

   El phylum Echinoderm ata (del griego echino:  espinoso, derm a:  piel)  se 

encuent ra am pliamente dist r ibuido desde la zona interm areal hasta la 

profundidad de los océanos. 
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   Este phylum se divide en cinco clases:  Crinoidea ( lir ios de m ar) , Echinoidea 

(er izos de m ar y dólares de arena) , Ophiuroidea (ofiuros) , Holothuroidea 

(holotureos o pepinos de m ar) y Asteroidea (est rellas de m ar) . Los holotureos se 

caracter izan por ser la pr incipal fuente de glicósidos t rit erpenoidales m arinos y 

producen, adem ás, m ezclas com plejas de glicoesfingolípidos (gangliósidos y 

cerebrósidos) . Estos organism os t ienen valor com ercial dado que se consumen 

com o alim entos8,9 y han sido em pleados com o m edicina t radicional10,11. 

   Los glicósidos t r it erpenoidales son m etabolitos secundarios polares 

const ituidos por una cadena de oligosacárido y una aglicona t riterpenoidal. 

Com únm ente se denomina a estas sustancias com o saponinas, las cuales han 

sido am pliam ente inform adas en plantas terrestres12 pero en el reino anim al, se 

encuent ran únicam ente en el phylum Echinoderm ata. 

   En la clase Holothuroidea cum plen funciones específicas com o su 

part icipación en la gametogénesis, regulando la reproducción y sincronizando los 

procesos de m aduración del oocito13. Por ot ro lado tam bién t ienen roles 

biológicos externos al actuar com o com puestos de defensa frente a predadores 

(act iv idad ict iotóxica)  debido a su acción m em branot rópica 14,15. Esta se basa en 

la capacidad de unión de los glicósidos t riterpenoidales a las biom em branas 

celulares y la form ación de com plejos conductores de iones no select ivos con 5 

esteroles de las mem branas, en part icular con colesterol.  Las interacciones ent re 

esteroles y saponinas provocan el f lujo de algunos iones, nucléot idos y pépt idos, 

lo que conduce a la lisis y muerte celular 16. Los holotureos son resistentes a sus 

propias saponinas debido a la presencia de 7 y 9(11)  esteroles, esteroles 5 

sulfatados y -xilósidos de esteroles en lugar de los 5 esteroles17. 

   Los glicósidos t rit erpenoidales aislados de holotureos recibieron inicialm ente el 

nom bre de holoturinas. Las primeras saponinas aisladas de holotureos, las 

Holoturinas A y B, fueron inform adas en 1979 en varias especies de los géneros 

Holothuria y Act inopyga18.  Más de 100 holoturinas fueron caracterizadas hasta 

el año 200819. Se ha reconocido su im portancia com o m arcadores 

quim iotaxonómicos20, permit iendo resolver por ejem plo, la sistem át ica del orden 

Aspidochirota21. 

   Se caracterizan por poseer una aglicona t r it erpenoidal derivada del lanostano, 

con un anillo 18(20)  lactónico, denom inada holostanol (Figura. I -3) .  En todos los 

casos poseen un doble enlace en posición 7 o 9(11).  
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                     Figura. I -3. [3,20S-dihidroxi-5-lanostano-18,20- lactona]  

   

   A cont inuación se presentarán ejem plos de las agliconas aisladas de glicósidos 

t r it erpenoidales hasta la actualidad con el propósito de m ostrar la variedad 

est ructural de las m ism as. Com o puede observarse en la leyenda de cada figura, 

los glicósidos ejem plif icados com parten la misma aglicona pero se diferencian en 

su cadena glicosídica, la cual se describirá brevem ente m ás adelante. 

AGLICONAS CON DOBLE ENLACE 7(8) 

   Los ejem plos m ás sencillos de una aglicona con doble enlace en esta posición 

son los com puesto 2, 3 y 4. 

                           

 

 

 

 

 

 

Figura. I - 4.  

 

2 Frondosido B [ 22]  R =  [ 3-O- Me- Glc- (13)- 6-OSO3Na- Glc- (14) ] - [ Xil- (12) ] -Qui- (12) -4-OSO3Na-Xil ;  7;  24 

3 Cucumariosido A2-4 [ 23]  R =  [ 3-O- Me-Glc- (13)- Glc- (14) ] - [ Xi l- (12) ] -Qui- (12)-Xil ;  7;  25 

4 Cucumariosido A7-3 [ 23]  R =  [ 6-OSO3Na- 3-O- Me- Glc- (13) - 6- OSO3Na-Glc- (14) ] - [ Xi l- (12) ] -Qui- (12) -4-
OSO3Na-Xil ;  7;  25 
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   Pueden presentar adem ás, sust ituyentes oxigenados en C-12, C-16, C-17 y C-

7, incrementando la variabilidad est ructural y dando origen a com puestos 12 -

hidroxi, 16-hidroxi, ceto o acetoxi y 17-hidroxi sust ituidos. 

   Los com puestos Cucum ariosidos A3 y A6-2 aislados de Cucumaria japonica son 

ejem plos de aglionas 7 con un grupo ceto en C-16, tal com o se observa en la 

figura I -5. 

 

                 

O

O

O

R

O

 

Figura. I - 5.  

 

5 Cucumariosido A3 [ 24]  R =  [ 3-OMe-Glc- (13) - 6-OSO3Na- Glc- (14) ] - [ Xil- (12) ] -Quin- (12)- 4-OSO3Na-Xil ;  25  

6 Cucumariosido A6-2 [ 24]  R =  [ 6-OSO3Na- 3-OMe- Glc- (13)- Glc- (14) ] - [ Xi l- (12) ] -Quin- (12) - 4-OSO3Na-Xil 

 

La presencia de un grupo acetoxi es m uy común en esta clase de com puestos 

y se han descripto num erosas agliconas con este grupo unido a C-16 con 

configuración , f igura I -6.  

 



CapítuloI-Introducción 7 
 

                  

O

O

O

R

OAc

 

 Figura. I -6.  

 

7 Frondosido A [ 25]  R =  [ 3-O- Me-Glc- (13)-Xil- (14) ] - [ Xi l- (12) ] - Qui- (12)- 4-OSO3Na-Xil 

8 Frondosido A1 [ 26]  R =  3-O- Me- Glc- (13)-Xil- (14)-Qui- (12) -4-OSO3Na-Xil 

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

10 Cucumariosido A0-2 [ 28]  R =  [ 3-O- Me- Glc- (13)-Xil- (14) ] - [ Xi l-(12) ] -Qui- (12)- 4-OSO3Na-Xil ;  25 

11 Neothyonidiosido C [ 29]  R =  6-OSO3Na- 3-O- Me-Glc- (13)-Xil- (14)-Qui- (12)- 4-OSO3Na-Xil ;  25 

12 Cucumariosido G1 [ 30]  R =  3-O-Me-Xil- (13) -Glc- ( 14)-Qui- (12)-4-OSO3Na-Xil ;  24 

13 Liouvillosido A [ 27]  R =  6-OSO3Na- 3-O- Me- Glc- (13)-6-OSO3Na- Glc- (14) -Qui- (12)-4-OSO3Na-Xil ;  24 

14 Cucumariosido C2 [ 31]  R =  [ 3-O-Me-Xil- (13)-Glc- ( 14) ] - [ Xi l- (12) ] -Qui- (12)-Xil ;  22E;  24 

 

   Los únicos ejem plos con un grupo acetato en C-16 con configuración  son los 

com puestos Lefevreiosidos aislados de Cucumaria lefevrei, f igura I -7. 
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Figura. I - 7.  

15 Lefevreiosido A1 [ 32]  R =  3-O-Me-Glc- ( 13)- Glc- (14) -Qui- (12)-Xil 

16Lefevreiosido A2 [ 32]  R =  3-O- Me-Glc- (13)- Glc- (14) -Qui- (12)-4-OSO3Na-Xil 

17 Lefevreiosido B [ 32]  R =  3-O-Me- Glc- (13) -Glc- (14) -Qui- (12)-4-OSO3Na-Xil ;  24 

18 Lefevreiosido C [ 32]  R =  3-O- Me- Glc- (13)- Glc- (14) -Qui- (12)-4-OSO3Na-Xil ;  25 

 

El pr im er glicósido t riterpenoidal con una aglicona dihidroxilada en C-12 ()  y 

C-17 ()  fue aislado en nuest ro laboratorio a part ir  del holotureo Psolus 

patagonicus (Figura I -8) . 

 

 

 

 

 

 

 

Figura. I - 8  

19 Patagonicosido A [ 33]  R =  3-O- Me- Glc- (13) -6-OSO3Na- Glc- (14)-Qui- (12) - 4-OSO3Na-Xil 

   La cadena lateral de la aglicona t r it erpenoidal puede presentar enlaces 

olefinicos 22 ,24 o 25 y adem ás, grupos hidroxilos en las posiciones C-22, C-24 o 

C-25 así com o un grupo acetato en C-23 o C-25. 

O

O

HO

OH

O

R
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   En la figura I -9 se observan ejem plos de glicósidos t r it erpenoidales cuya 

aglicona posee adem ás de un grupo acetato en C-16, un grupo hidroxilo en C-

25. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura. I - 9.  

20 Cucumariosido G4 [ 34]  R =  3-O-Me-Xil- (13)-Glc- ( 14)-Qui- (12)-4-OSO3Na-Xil 

21 Exim isosido A [ 35]  R =  3-O-Me-Glc- ( 13)-Xil- (14)- Glc- (12)- Xil 

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

  

   Los com puestos Synallactosidos aislados de Synallactes nozawai Mitsukuri son 

ejem plos de agliconas 7 que poseen un grupo acetato en la cadena lateral (C-

23) , tal com o se observa en la figura I -10. 

   

                            

O

O

O

R

OAc

   

Figura. I - 10.  

 

23 Synallactosido A1 [ 37]  R =  3-O- Me-Glc- (13) -Xil- (14)-Quin- ( 12) ] -Xil ,  25 

24 Synallactosido A2 [ 37] R =  3-O- Me-Xil- (13) -Xil- (14)-Quin- ( 12)  - [ 3-O- Me-Xil- (13)-Glc- (14) ] -Xil ,  25 

25 Synallactosido B1 [ 37]  R =  3-O- Me-Glc- (13) -Xil- (14)-Quin- ( 12)  - [ 3-O- Me-Xil- (13)- Glc- (14) ] -Xil ,  25 

O

O

O

R

OAc

OH
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   El últ im o ejem plo de agliconas 7 son aquellas que t ienen una función ceto en 

C-23 com o se observa se observa en la figura I -11.                       

                

O

O

O

R

R1

O

 

 

Figura. I - 11.  

26 Calcigerosido C2 [ 38]  R =  [ 3-OMe-Xil- (13)-Glc- ( 14) ] - [ Glc- (12) ] -Quin- ( 12) -4-OSO3Na-Xil ;  R1 =  H 

27 Calcigerosido D2 [ 38]  R =  [ 3-OMe-Xil- (13) -  6-OSO3Na- Glc- (14) ] - [ Glc- (12) ] -Quin- (12)- 4-OSO3Na-Xil ;  R1 

=  H 

 

AGLICONAS CON DOBLE ENLACE 9(11) 

 

   El glicósido Bivit toside C,  aislado del holotureo Bohadschia bivittata es el 

ejem plo m ás sencillo de una aglicona con doble enlace 9(11), f igura I -12. 

 

                    

O

O

O

R

 

Figura. I - 12.  

 

28 Bivit tosido C [ 39]   R =  [ 3-O-Me-Glc- ( 13)- Glc- (14) ] - [ 3-O- Me- Glc- (13) -Glc- (14)-Qui- (12) ] -Xil   
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   Son num erosos los ejem plos de agliconas 9(11)  con un grupo ceto en C-16. La 

m ayoría de ellas posee un doble enlace adicional en la cadena lateral (25) , tal 

com o se observa en la figura I -13. 

  

                     

O

O

O

R

O

 

   

Figura. I - 13.  

 

29 Holotoxina A1 [ 40]  R =  [ 3-O- Me-Glc- ( 13)- Glc- (14) ] - [ 3-O- Me- Glc- (13) -Xil- (14)-Qui- (12) ] -Xil ;  25 

31 Holotoxina A [ 41]  R =  [ 3-O-Me-Glc- ( 13)- Glc- (14) ] - [ 3-O-Me- Glc- (13) -Glc- (14)-Qui- (12) ] -Xil ;  25 

32 Holotoxina B1 [ 40]  R =  [ Glc- (13)- Glc- (14) ] - [ 3-O- Me- Glc- (13)-Xil- (14)-Qui- (12) ] -Xil ;  25 

33 Holotoxina B [ 41]  R =  [ Glc- (13)- Glc- (14) ] - [ 3-O- Me-Glc- (13)-Glc- (14)-Qui- (12) ] -Xil ;  25 

34 Neothynidiosido [ 42]  R =  3-O-Me- Glc- (13) -Xil- (14)-Qui- (12)-4-OSO3Na-Xil ;  25 

35 Psolusosido A [ 43]  R =  6-OSO3Na-3-O-Me-Glc- ( 13)- 6-OSO3Na- Glc- (14) -Qui- (12)-Xil ;  25 

36 Cladolosido A [ 44]  R =  3-O- Me- Glc- (13)-Xil- (14)-Qui- (12)- Xil ;  25 

37 Cladolosido B [ 44]  R =  [ Glc- (14) ] - [ 3-O-Me-Glc- ( 13)-Xil- (14)-Qui- (12) ] -Xil ;  25 

38 Ds-Penaust rosido C [ 45]  R =  [ 3-O- Me-Xil- (13)- Glc- (14) ] - [ Qui- (12) ] -Qui- ( 12)- 4-OSO3Na-Xil ;  25  

39 Hemoiedemosido A [ 46]  R =  3-O-Me- Glc- (13) -6-OSO3Na-Glc- (14)-Qui- (12)- 4-OSO3Na-Xil ;  25 

40 Hemoiedemosido B [ 46]  R =  6-OSO3Na-3-O-Me- Glc- (13) -6-OSO3Na-Glc- (14)-Qui- ( 12)- 4-OSO3Na-Xil ;  25 

41 Caudinosido A [ 47]  R =  3-O- Me- Glc- (13)-Glc- ( 14)-Qui- (12) -Xil ;  25 
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    Otra t ipo de aglicona 9(11)  que se ha encontrado en glicósidos t riterpenoidales 

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

 

                   

O

O

HO O

R

 

Figura. I - 14.  

 

42 Bivit tosido A [ 39]  R =  Qui- (12)-Xil 

43 Bivit tosido B [ 39]  R =  [ 3-O-Me- Glc- (13) -Glc- ( 14) ] - [ Qui- (12) ] -Xil 

44 Bivit tosido D [ 39]  R =  [ 3-O- 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-OSO3Na-Xil 

46 Pervicosido B [ 48]  R =  3-O- Me- Glc- (13)- Glc- (14) -Qui- (12)- 4-OSO3Na-Xil ;  24 

 

   En el año 2007 se aisló la pr im er aglicona 9(11) que adem ás de presentar un 

grupo -hidroxilo en C-12, t iene un grupo acetato en C-16, tal com o se observa 

en la figura I -15. 

               

O

O

HO O

R

OAc

 

 Figura. I -15.  

 

47 Argusido A [ 49]  R =  3-O-Me-Glc- ( 13)- Glc- (14)-Qui- (12) -Xil;  24 
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   De Holothuria fuscocinerea se reportaron glicósidos t rit erpenoidales cuya 

aglicona presenta un grupo -hidroxilo en C-12, y un grupo ceto en la cadena 

lateral C-22;  Fuscocinerosido A adem ás presenta un grupo acetato en C-25. La 

m ism a aglicona se observó en Argusido D, que se diferencia en la cadena 

glicosídica (Figura I -16) . 
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Figura. I - 16.  

 

48 Fuscocinerosido A [ 50]  R =  3-O- Me- Glc- (13)- Glc- (14) -Qui- (12)-4-OSO3Na-Xil ;  R1=  OAc 

49 Argusido D [ 51]  R =  3-O- Me- Glc- (13)- Glc- (14) -Glc- (12) - 4- Xil ;  R1=  OAc 

50 Fuscocinerosido B [ 50]  R =  3-O- Me- Glc- (13)- Glc- (14) -Qui- (12)-4-OSO3Na-Xil ;  R1=  H 

 

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

cuales presentan adem ás sust ituyentes en la cadena glicosídica (Figura I -17) . 

 

 

 



CapítuloI-Introducción 14 
 

                  

O

O

HO O

R

OH

R1

R2

 

Figura. I - 17.  

 

51 Echinosido B [ 52]  R =  Qui- (12)- 4-OSO3Na-Xil ;  R1 =  H;  R2 =  H 

52 Echinosido A [ 52]  R =  3-O-Me- Glc- (13) -Glc- ( 14)-Qui- (12) - 4-OSO3Na-Xil ;  R1 =  H;  R2 =  H 

53 22-Acetoxi-echinosido A [ 53]  R =  3-O- Me-Glc- (13)- Glc- (14)- Qui- (12)- 4-OSO3Na-Xil ;  R1 =  OAc;  R2 =  H 

54 Holothurina A1 [ 54]  R =  3-O-Me-Glc- ( 13)- Glc- (14)-Qui- (12) -4-OSO3Na-Xil ;  R1 =  OH;  R2 =  H 

55 24- Dehidroechinosido B [ 55]  R =  Qui- (12) - 4-OSO3Na-Xil ;  R1 =  H;  24;  R2 =  H 

56 24-Dehidroechinosido A [ 55]  R =  3-O- MeGlc- (13)- Gcl- (14) -Qui- (12)- 4-OSO3Na-Xil ;  R1 =  H;  24;  R2 =  H 

57 22-Hidroxi-24-dehi 

droechinosido A [ 53]  R =  3-O- Me-Glc- (13)- Glc- (14)-Qui- (12)- 4-OSO3Na-Xil ;  R1 =  OH;  24;  R2 =  H 

58 Holuthurina A3 [ 56]  R =  3-O- Me-Glc- (13)- Glc- (14)-Qui- (12) -4-OSO3Na-Xil ;  R1 =  O;  R2 =  OH 

 

 

   Otro de los sust ituyentes encont rados es un grupo hidroxilo en C-24. En el caso 

de Holoturina A4  no se determinó la configuración de este sust ituyente, en 

cam bio en el com puesto 60 su configuración es S, tal com o se observa en la 

figura I -16, y posee un doble enlace adicional en la cadena lateral (25) . 
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Figura. I - 18.  

 

59 Holuthurina A4 [ 56]  R =  3-O- Me-Glc- (13)- Glc- (14)-Qui- (12) -4-OSO3Na-Xil 

60 24(S) - hidroxi-25-dehidroechinosido A [ 53]  R =  3-O- Me-Glc- ( 13)-Glc- (14)-Qui- (12)- 4-OSO3Na-Xil ;  25 

 

   En la figura I -19 se observan ot ros ejem plos de agliconas hidroxiladas con un 

grupo acetato en C-25. 

  

                    

O

O

HO O

R

R1

OAc

 

Figura. I - 19.  

 

61 Holothurinosido B [ 57]  R =  [ 3-O- Me- Glc- (13)- Glc- (14) -Qui- (12) ] - [ Glc- (14) ] -Xil ;  R1 =  OH;  22 

62 Pervicosido A (Neothioside A)  [ 48 ]  R =  3-O- Me-Glc- (13)- Glc- (14)-Qui- (12)- 4-OSO3Na-Xil ;  R1 =  H 

63 Neothiosido B [ 58]  R =  Qui- (12) -4-OSO3Na-Xil ;  R1 =  H 

 

   Una cadena lateral derivada del furano fue inform ada sólo en agliconas con 

doble enlace 9(11) en glicósidos aislados de Holothuria leucospilota, Holothuria 

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

 

64 Holothurina B [ 59]  R =  Qui- (12)- 4-OSO3Na-Xil ;  R1 =  OH 

65 Holothurina A [ 59]  R =  3-O-Me- Glc- (13) -Glc- (14)-Qui- (12)- 4-OSO3Na-Xil ;  R1 =  OH 

66 Holothurinosido A [ 57]  R =  [ Glc- (14) ] - [ 3-O- Me-Glc- (13)- Glc- (14) -Qui- (12) ] -Xil ;  R1 =  OH 

67 Desholothurina A [ 57]  R =  3-O- Me- Glc- (13)- Glc- (14)-Qui- (12)-Xil ;  R1 =  OH 

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

69 Holothurinosido D [ 57]  R =  Qui- (12) -Xil ;  R1 =  H 

      70 Arguside E [ 51]  R =  3-O- Me-Glc- (13) - Glc- (14)- Glc- (12)-Xil ;  R1 =  H 

 

AGLICONAS CON DOBLE ENLACE 8(9) 

 

   En el año 2008 se inform ó para el holotureo Synapta maculata67 un nuevo 

glicósido que se caracteriza por tener una aglicona novedosa con un doble enlace 

8,9 y una cadena glicosídica que cont iene ácido 3-O-met ilglucurónico (Figura I -

21) . 
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Figura. I - 21.  

 

82 Sinaptosido A1 [ 65]  R =  6-OSO3Na-3-O-Me- Glucuronico- (13)- Glc- (14) -Qui- (12)-4-OSO3Na-Xil-  OSO3Na-

Glc- (14) -  Xil 

 

AGLICONAS NO HOLOSTANO 

 

Existen unos pocos ejem plos de holoturinas que poseen una aglicona 

diferente al t ipo holostano. Estos glicósidos han sido aislados de siete especies 

de holotureos pertenecientes al orden Dendrochirota. Todos ellos son 

com puestos sulfatados, la m ayoría m onosulfatados en la unidad de glucosa o 

xilosa. En las figuras I -22, I -23 y I -24 se m uest ran las agliconas que presentan 

un doble enlace en la posición 7.  

                   

O

OAc

O

R

O
H

 

Figura. I - 22.  

 

71 Psolusosido B [ 60]  R =  [ 6-OSO3Na- Glc- (14) ] - [ Glc- (14) -Glc- ( 12) ] -Xil 
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Figura. I - 23.  

 

72 Cucumarioside G2 [ 61]  R =  3-O- Me-Xil- (13) - Glc(14)-Qui- (12)- 4-OSO3Na-Xil 

73 Calcigeroside B [ 39]  R =  [ 3-O- Me-Xil- (13) -Glc(14) ] - [ Qui- (12) ] -Qui- (12) -4-OSO3Na-Xil 

74 Calcigeroside C1 [ 39]  R =  [ 3-O- Me-Xil- (13) - Glc(14) ] - [ Glc- (12) ] -Qui- (12)- 4-OSO3Na-Xil 

75 Calcigeroside D1 [ 37]  R =  [ 3-O- Me-Xil- (13) -6-OSO3Na-Glc(14) ] - [ Glc- (12) ] -Qui- (12)- 4-OSO3  

Na-Xil 

 

 

 

 

 

 

 

Figura. I - 24.  

 

76 Koreoside A [ 62]  R =  [ 6-OSO3Na- 3-O- Me- Glc- (13)-6-OSO3Na- Glc- (14) ] - [ Xil - (12) ] -Qui- (12)-4-OSO3Na-
Xil 

 

En las figuras I -25 y I -26 se muest ran las agliconas con doble enlace 9(11) y 

ausencia de la función lactona. 

COCH3

O

H

R
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  Figura. I -25.  

 

77 Kuri losido A [ 63]  R =  [ 3-O-Me- Glc- (13) -6-OSO3Na-Glc- (14) ] - [ Glc- (14)-Qui- (12) ] -Xil 

78 Kuri losido C [ 63]  R =  [ 3-O- Me- Glc- (13)- 6-OSO3Na- Glc- (14) ] - [ Qui- (12) ] -Xil 

 

                    

HO

O

H

R

R1

 

Figura. I - 26.  

 

79 Ds-Penaust rosido A [ 46]  R =  [ 3-O-Me-Xil- (13)-Glc- ( 14) ] - [ Qui- (12) ] -Qui- ( 12)- 4-OSO3Na-Xil ;  R1 =  H 

80 Ds-Penaustrosido B [ 46]  R =  [ 3-O- Me-Xil- (13)- Glc- (14) ] - [ Qui- (12) ] -Qui- ( 12)- 4-OSO3Na-Xil ;  R1 =  H;  25 

81 Frondosido C [ 64]  R =  [ 3-O-Me-Xil- (13)-Glc- (14) ] - [ Qui- (12) ] -Qui- (12) - 4-OSO3Na-Xil ;  R1 =  OAc;  24 

 

  La cadena glicosídica de estas holotur inas está form ada por 2 a 6 

monosacáridos y se une mediante un enlace β-glicósidico al C-3 de la aglicona. 

El m onosacárido unido directam ente a la mism a es siem pre xilosa, mient ras que 
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los m onosacáridos terminales generalmente son 3-O-Me-glucosa y 3-O-Me-

xilosa. 

   Las cadenas glicosídicas pueden ser lineales o ramificadas y cont ienen glucosa 

y quinovosa, adem ás de los azúcares m encionados anteriorm ente.  

   En el año 2008 se inform ó por prim era vez una cadena glicosídica con la 

presencia de ácido 3-O-m et ilglucurónico65. 

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

sido aislados principalm ente del orden Aspidochirota.  

   Los tet rasacáridos generalm ente presentan una cadena glicosídica lineal, 

aunque hay ejem plos de cadenas ramificadas60, y la secuencia m ás común es 3-

O-Me-Glc- (13) -Glc- (14) -Qui- (12) -Xil. 

  Ot ro factor que aumenta la diversidad estructural de los glicósidos 

t r it erpenoidales aislados de holotureos es la presencia de grupos sulfato en la 

cadena glicosídica. 

  Aproxim adam ente un 60 %  de los com puestos aislados son glicósidos 

sulfatados y según el núm ero de grupos sulfato presentes se los agrupa en 

m ono- , di-  o t r isulfatados. 

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

120 glicósidos t rit erpenoidales.  

   Los glicósidos t r it erpenoidales aislados de holotureos poseen una variedad de 

act iv idades biológicas:  hem olít ica, ant ifúngica, ict iotóxica, citotóxica, ant iv iral, 

inm unom oduladora17. En los últ im os años, el estudio de la act iv idad 

ant iproliferat iva y citotóxica frente a líneas celulares tum orales ha aumentado el 

interés en el aislamiento y caracter ización de esta clase de com puestos.  

 Se ha observado que estos glicósidos suprim en la proliferación celular de 

diferentes t ipos de células tum orales in vitro, incluyendo líneas celulares de 

leucemia P-388, leucemia linfoide L 1210, A-549, HT-29, Mel-28, MI CF-1, I A9, 

CAKI -1, U-87-MG, PC-3, SK-MEL y HCT-817. 

   En los últ im os cinco años se han increm entado las publicaciones refer idas al 

m ecanism o de acción y a la act iv idad tanto in vitro com o in vivo de estos 

glicósidos. Los com puestos Philinopsidos A y E presentan act ividad 
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ant iangiogénica y ant i- tum oral, en el caso de Philinopsido E m ost ró este efecto in 

vitro e in vivo66,67.  

   Tam bién se ha estudiado el efecto de Frondosido A y Cucum ariosido A2-2 

en la act ivación de caspasa y apoptosis, observándose que en Frondosido A 

induce apoptosis independientem ente de la act ivación de caspasa, a diferencia 

del segundo com puesto estudiado cuyo m ecanism o de apoptosis involucra la 

act ivación de caspasa. Esto pone en evidencia que el m ecanism o de acción de 

estos com puestos depende de sus diferencias est ructurales68. 

   El com puesto Frondosido A ha sido am pliam ente estudiado en cuanto a su 

act iv idad biológica. Se ha inform ado que inhibe la t ranslocación de NF-kB 

inducida por EGF65 ( factor de crecim iento epidérm ico) , siendo éste el mecanism o 

por el cual induce la muerte celular. 

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

crecimiento de células pancreát icas69,70. 

   Por otro lado este m ism o com puesto, junto con ot ros aislados del holotureo 

Cucumaria okhotensis han sido estudiados respecto a su efecto 

inm unoest im ulator io. La incubación de células inm unes con estos glicósidos 

produce un flujo de Ca2+  dent ro del citoplasm a, increm entando la act ividad 

lisosom al de los m acrófagos, la form ación de ROS y un aum ento de la act ividad 

fagocít ica de los m acrófagos71-73.  

 

   Ot ra clase de m etabolitos secundarios aislados de holotureos son las 

glicosilceram idas (cerebrósidos y gangliósidos) , las cuales poseen act ividad 

biológica probablem ente debido a su naturaleza anfipát ica74,75.  

  Los gangliósidos son esfingolípidos relacionados con las glucosilceram idas que 

se diferencian de éstas en el núm ero de unidades de m onosacáridos y en la 

presencia de una o m ás unidades de ácido siálico o uno de sus derivados. 

   Los gangliósidos y cerebrósidos suelen presentarse com o m ezclas com plejas, 

form ando parte de los lípidos polares en bajas proporciones respecto del peso 

total del extracto. Estos glicoesfingolípidos polares se caracterizan por la 

presencia de bases del t ipo de la esfingosina ( (2S,3R,4E) -2-am inooctadeceno-1, 

3-diol)  o el derivado saturado de la mism a (4-hidroxiesfingosina) , tal com o se 

m uest ra en la figura I -27. 
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Figura I -28. Ejem plos de bases aisladas de glicosilceram idas de holotureos. 

 

   Los ácidos grasos presentes en estos compuestos poseen ent re 15 y 24 

átom os de carbono y pueden estar hidroxilados. 

   La cadena de carbohidratos puede variar en el núm ero de m onosacáridos 

siendo generalm ente D-glucosa el m onosacárido unido a la base m ediante un 

enlace glicosídico. 

  Las glicosilceram idas aisladas de holotureos presentan act ividad neut rogénica76-

78 y las bases de cerebrósidos han m ost rado act iv idad citotóxica frente a la l ínea 

celular tum oral de cáncer de colon (Caco-2) 79. 

 

   En el capítulo correspondiente a Hemoiedema spectabilis se realizará una 

descripción m ás detallada sobre cerebrósidos aislados de holotureos. 

R=
m n

R=
m n

R=
n

R1=
n

R=
6

R=
6

R1=
n
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R1=

R1=
n
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n = 8, 11



CapítuloI-Introducción 23 
 

I.5  REFERENCIAS BIBLIOGRÁFICAS 

 

   [ 1]  D. J. Newm an, G. M. Cragg, K. M. Snader. The influence of natural 

products upon drug discovery. Nat. Prod. Rep. 2000, 17, 215-234. 

 

   [ 2]  B. Haefner. Drugs from  the deep:  marine natural products as drug 

candidates. Drugs Discovery Today. 2003, 8, 536-544. 

 

   [ 3]  J. Jim eno, G. Faircloth, J. M. Fernandes Sousa-Faro, P. Schever, K. 

Rinehart . New Marine derived ant icancer therapeut ics-  A Journey from  the Sea to 

Clinical Trials. Mar. Drugs. 2004, 2, 14-29. 

 

   [ 4]  D. J. Newm an, G. M. Cragg. Marine natural products and related 

com pounds in clinical and advanced preclinical t r ials. J. Nat. Prod. 2004, 67, 

1216-1238. 

 

   [ 5]  D. J. Newm an , G. M. Cragg. Marine natural products.  Curr. Med. Chem. 

2004, 11, 1689-1709. 

 

   [ 6]  US Nat ional cancer inst itute (NCI ) . www.cancer.gov. 

 

   [ 7]  J. W. Blunt , R. B. Copp, W-P. Hu, M. H. G. Munro, P. T. Northcotec, M. R. 

Prinsepd. Marine natural products. Nat. Prod. Rep. 2007, 24, 31–86. 

 

   [ 8]  J. Chen.  Overview of sea cucum ber farming and sea ranching pract ices in 

China.  SPC Beche-de-mer Info. Bull. 2003, 18, 18–23. 

 

   [ 9]  V. I . Svetashev, V. S. Levin, C. N. Lam , D. T. Nga. Lipid and Fat ty Acid 

com posit ion of holoturians from  tropical and tem perate waters. Comp. Biochem. 

Physiol. 1991, 98, 489-494.  

 

   [ 10]  J. Mam elona, R. Saint -Louis, E. Pellet ier. Proxim ate com posit ion and 

nut rit ional profile by-products from  green urchin and At lant ic sea cucum ber 

processing plants. Intern. Journal of Food Sci. Technnology. 2010, 45, 2119-

2126. 

http://www.cancer.gov/


CapítuloI-Introducción 24 
 

   [ 11]  Y.L. Liao. Fauna Sinia:  Phylum  Echionderm ta Class Holthuroidea. 

Science Press, Beij ing. 1997, 21–37. 

 

   [ 13]  H. D. Chludil. Elucidación estructural y evaluación de la act iv idad biológica 

de glicósidos aislados de equinoderm os. Tesis de doctorado. Universidad 

Nacional de la Patagonia San Juan Bosco. Facultad de Ciencias Naturales. 2003. 

 

   [ 14]  M. M. Anisim ov, Triterpene glycosides and st ructure- funct ional propert ies 

of m em branes. Biol Nauki. 1987, 49–63. 

 

   [ 15]  G. N. Likhatskaya, T. P. Yarovaja, V. S. Rudnev, A. M. Popov, M. M. 

Anisim ov, Y. G. Rovin. Form at ion of a com plex of t r it erpene glycoside 

holothurine A with cholesterol in m odel m em branes. Biophysika. 1985, 30,358–

359. 

 

   [ 16]  V. I . Kalinin. System - theoret ical (Holist ic)  Approach to the Modelling of 

St ructural–Funct ional Relat ionships of Biom olecules and Their Evolut ion:  an 

Example of Triterpene Glycosides from Sea Cucum bers (Echinoderm ata, 

Holothurioidea) . J. theor. Biol. 2000, 206, 151-168. 

 

   [ 17]   V. I . Kalinin, D. L. Am inin, S. A. Avilov, A.S. Silchenko, V. A. Stonik. 

Tr iterpene glycosides from  sea cucucm bers (Holothurioidae, Echinoderm ata) , 

biological act iv it ies and funct ions. I n:  At ta-ur-Rahm an, editor. Studies in natural 

product  chem istry (bioact ive natural products) . The Netherlands:  Elsevier 

Science Publisher. 2008, 35, 135–96.  

 

   [ 18]  I . Kitagawa, T. Nishino, Y. Kyogoku. St ructure of Holothurin A. A 

Biologically Act ive Triterpene-Oligoglycoside from  the Sea Cucum ber Holothuria 

leucospilota Brandt . Tetrahedron Lett. 1979, 16, 1419-1422. 

 

   [ 19]  M. S. Maier. Biological act iv it ies of sulfated glycosides from  echinoderm s;  

in At ta-ur-Rahm an, editor. Studies in Natural Product  Chemist ry. Am sterdam , 

Elsevier. 2008, 35, 311–354. 

 

   [ 20]  V. A. Stonik, G. B. Elyakov. Secondary m etabolites from  Echinoderm s as 

Chemiotaxonomic Markers. I n Bioorganic Marine Chem ist ry. Springer -Verlag. 

1988, 2. 



CapítuloI-Introducción 25 
 

   [ 21]  G. Moraes, P. C. Norhcote, V. I . Kalinin, S. A. Avilov, A. S. Silchenko, P.  

S. Dm itrenok, V. A. Stonik, V. S. Levin. Structure of t he m ajor t rit erpene 

glycoside from the sea cucum ber Sthichopus mollis and evidence to reclassify 

this species into new genus Australostichopus. Biochemical Systematics and 

Ecology. 2004, 32, 637-650. 

 

   [ 22]  J. A. Findlay, M. Yayley, L. Radics.   Novel sulfated oligosacharides from  

the sea cucum ber Cucumaria frondosa. J. Nat. Prod. 1992, 55, 93-101. 

 

   [ 23]  O. A. Drozdova, S. A. Avilov, A. I . Kalinovsky, V. A. Stonik, Y. Milgrom , Y. 

Rashkes.  Título del art ículo en Ruso. Khim . Prirodn. Soedin. 1993, 3, 369-374. 

 

   [ 24]  O. A. Drozdova, S. A. Avilov, V. I . Kalinin, A. I . Kalinovsky, V. A. Stonik, 

R. Riguera, C. Jiménez. Cytotoxic t r it erpene glycosides from  far -eastern sea 

cucum ber belonging to the genus cucum aria. Liebigs Ann./Recueil. 1997, 2351-

2356. 

 

   [ 25]  M. Girard, J. Bélanger, J. ApSim on, F. Garneau, C. Harvey, J. Brisson. 

Frondoside A. A novel t r it erpene glycoside from  the holothurian Cucumaria 

frondosa. Can. J. Chem. 1990, 68, 11-18. 

 

   [ 26]  S. A. Avilov, V. I . Kalinin, O. A. Drozdova, A. I . Kalinovsky, V. A. Stonik, 

E. N. Gudim ova. Triterpene glycoside from  the holothurian Cucumaria frondosa. 

Chem. Nat. Comp. 1993, 29, 216-218. 

 

   [ 27]  M. S. Maier, A. J. Roccatagliata, A. Kuriss, H. D. Chludil, A. M. Seldes, C. 

A. Pujol, E. B. Dam onte. Two New Cytotoxic and Virucidal Trisulfated Triterpene 

Glycosides from  the Antarct ic Sea Cucum ber Staurocucumis liouvillei. J. Nat. 

Prod. 2001, 64, 732-736. 

 

   [ 28]  O. A. Drozdova, S. A. Avilov, A. I . Kalinovsky, V .A. Stonik, Y. Milgrom , Y. 

Rashkes. New glycosides from  the holothurian Cucumaria japonica. Khim. 

Prirodn. Soedin. 1993, 2, 242-248. 

 

   [ 29]  S. A. Avilov, A. I . Kalinovsky, V. A. Stonik. New t riteroene glycoside from  

the holothurian Neothyonidium magnum. Chem. Nat. Comp. 1990, 26, 42-45. 



CapítuloI-Introducción 26 
 

   [ 30]  S. S. Afiyatullov, L. Y. Tishchenko, V. A. Stonik, A. I . Kalinovsky, G. B. 

Elyakov. Título del art ículo en Ruso. Khim . Prirodn. Soedin. 1985, 2, 244-248.  

 

   [ 31]  Sh. Sh. Afiyatullov, A. I . Kalinovsky, V. A. Stonik. Título del art ículo en 

Ruso. Khim. Prirodn. Soedin. 1987, 6, 831-837. 

 

   [ 32]  J. Rodríguez, R. Riguera. Lefevreiosides:  four novel t r it erpenoid 

glycosides from the sea cucum ber Cucumaria lefevrei. J. Chem. Res. 1989, 

2620-2636. 

 

   [ 33]   A. P. Murray, C. Muniain, A. M. Seldes, M. S. Maier. Patagonicoside A:  a 

novel ant ifungal disulfated t rit erpene glycoside from  the sea cucum ber Psolus 

patagonicus. Tetrahedron. 2001, 57, 9563-9568. 

 

   [ 34]   V. I . Kalinin, S. A. Avilov, A. I . Kalinovsky, V. A. Stonik, Y. M. Milgrom , Y. 

N. Rashkes. Título del art ículo en Ruso. Khim. Prirodn. Soedin. 1992, 6, 691-

694. 

 

   [ 35]  V. I . Kalinin, S. A. Avilov, E. Y. Kalinina, O. G. Korolkova, A. I . 

Kalinovsky, V. A. Stonik, R. Riguera, C. Jim énez. St ructure of Eximisoside A, a 

Novel Tr iterpene Glycoside from  the Far -Eastern Sea Cucum ber Psolus eximis. J. 

Nat. Prod. 1997, 60, 817-819. 

 

   [ 36]   S. A. Avilov, A. S. Antonov, O. A. Drozdova, V. I . Kalinin, A. I .  

Kalinovsky, R. Riguera, L. A. Lenis, C. Jim énez.  Triterpene Glycosides from  the 

Far Eastern Sea Cucum ber Pentamera calcigera I I :  Disulfated Glycosides. J. Nat. 

Prod. 2000, 63, 1349-1355. 

 

   [ 37]  A. S. Silenko, S. A. Avilov, A. S. Antonov, V. I . Kalinin, A. I . Kalinovsky,  

A. V. Sm irnov, R. Riguera, C. Jim énez. Triterpene glycosides from  the Deep-

Water North-Pacific Sea Cucum ber Synallactes nozawai Mitsukuri. J. Nat. Prod. 

2002, 65, 1802-1808. 

 

   [ 38]  S. A. Avilov, A. S. Antonov, O. A. Drozdova, V. I . Kalinin, A. I . Kalinovsky, 

V. A. Stonik, R. Riguera, L. A. Lenis, C. Jim énez. Tr iterpene Glycosides from  the 

Far-Eastern Sea Cucum ber Pentamera calcigera I . Monosulfated glycosides and 

cytotoxicit y of their  unsulfated derivat ives. J. Nat. Prod. 2000, 63, 65-71. 



CapítuloI-Introducción 27 
 

   [ 39]  I . Kitagawa, M. Kobayashi, M. Hori, Y. Kyogoku. Marine natural products. 

XVI I I . Four lanostane-type t r it erpene oligoglycosides, bivit tosides A, B, C, and D, 

from  the Okinawan sea cucum ber Bohadschia bivittata MI TSUKURI . Chem. 

Pharm. Bull. 1989, 37, 61-67. 

 

   [ 40]  I . I . Maltsev, V. A. Stonik, A. I . Kalinovsky, G. B. Elyakov. Tr iterpene 

glycosides from  sea cucum ber Stichopus japonicus Selenka. Comp. Biochem. 

Physiol. 1984, 78B, 421-426. 

 

   [ 41]  I . Kitagawa, H. Yam anaka, M. Kobayashi, T. Nishino, I . Yosioka, T. 

Sugawara.  Saponin and sapogenol. XXVI . Steroidal saponins from  the starfish 

Acanthaster planci L. (Crown of thorns) . (2) . St ructure of the m ajor saponin 

Thornasteroside. Chem. Pharm. Bull. 1978, 26, 3722-3731. 

 

   [ 42]  M. B. Zurita, A. Ahond, C. Poupat , P. Pot ier, J. L. Menou. I nvertébrés 

Marins du Lagon Néo-Calédonien, VI I . Étude St ructurale d'un Nouveau 

Saponoside Sulfaté Ext rait  de l'Holothurie, Neothyonidium magnum. J. Nat. Prod. 

1986, 49, 809-813. 

 

  [ 43]  V. I . Kalinin, A. I . Kalinovsky, V. A. Stonik.  Título del art ículo en Ruso. 

Khim. Prirodn. Soedin. 1985, 2, 212-217. 

 

   [ 44]  S. A. Avilov, V. A. Stonik.  Título del art ículo en Ruso. Khim. Prirodn. 

Soedin. 1988, 5, 764-766. 

 

   [ 45]  T. Miyam oto, K. Togawa, R. Higuchi, T. Kom ori, T. Sasaki. St ructures of 

Four New Triterpenoid Oligoglycosides:  DS-Penaustrosides A, B, C, and D from  

the Sea Cucum ber Pentacta australis. J. Nat.Prod. 1992, 55, 940-946. 

 

   [ 46]  H. D. Chludil, C. C. Muniain, A. M. Seldes, M. S. Maier. Cytotoxic and 

Ant ifungal Tr iterpene Glycosides from  the Patagonian Sea Cucum ber 

Hemoiedema spectabilis. J. Nat. Prod. 2002, 65, 860-865. 

 

   [ 47]  V. I . Kalinin, A. N. Malut in, V. A. Stonik.  Título del art ículo en Ruso. Khim. 

Prirodn. Soedin. 1986, 3, 378-379. 

 



CapítuloI-Introducción 28 
 

   [ 48]  I . Kitagawa, M. Kobayashi, B.W. Son, S. Suzuki, Y. Kyogoku.  Marine 

natural products. XIX:  Pervicosides A, B, and C, lanostane-type t rit erpene-

oligoglycoside sulfates from  the sea cucumber Holothuria pervicax. Chem. 

Pharm. Bull. 1989, 37, 1230-1234. 

 

   [ 49]  B-S. Liu, Y-H Yi, L. Li, S-L Zhang, H. H. Yi, Y-Y. Weng, M-X. Pan. Arguside 

A:  A New Cytotoxic Triterpene Glycoside from the Sea Cucum ber  Bohadschia 

argus JAEGER. Chem. Biodivers. 2007, 4, 2845-2851. 

 

   [ 50]  S-L Zhang, Y-H Yi, H-F. Tang. Bioact ive Triterpene Glycosides from  the 

Sea Cucum ber Holothuria fuscocinerea. J. Nat. Prod. 2006, 69, 1492-1495. 

 

   [ 51]  B-S. Liu, Y-H Yi, L. Li, P. Sun, H. Hang, G-Q. Sun, X-H. Wang, Z-L. Wang. 

Argusides D and E, Two New Cytotoxic Triterpene Glycoside from  the Sea 

Cucum ber Bohadschia argus JAEGER. Chem. Biodivers. 2008, 5, 1425-1433. 

 

   [ 52]  I . Kitagawa, M. Kobayashi, T. Inam oto, M. Fuchida, Y. Kyogoku.  Marine 

natural products. XIV. St ructures of echinosides A and B, ant ifungal lanostane-

oligosides from  the sea cucum ber Actinopyga echinites ( JAEGER)  Chem. Pharm. 

Bull. 1985, 33, 5214-5224. 

 

   [ 53]  S. Bhatnagar, B. Dudouet , A. Ahond, C. Poupat, O. Thoison , A. Clast res, 

D. Laurent , P. Pot ier. I nvertébrés m arins du lagon Néocalédonien. IV. 

Saponines et  sapogénines d'une holothurie, Actinopyga flammea. Bull. Soc. 

Chim. France. 1985, 1, 124-129. 

 

   [ 54]  G. Oleynikova, T. Kuznetsova, N. I vanova, A. Kalinovsky,  N. Rovnikh, G. 

Título del art ículo en Ruso. Elyakov. Khim. Prirodn. Soedin. 1982, 4, 464. 

 

   [ 55]  I . Kitagawa, M. Kobayashi, Y. Kyogoku.  Marine natural products IX. 

St ructural elucidat ion of t r it erpenoidal oligoglycosides from  the baham ean sea 

cucum ber Actinopyga agassizi Selenka.  Chem. Pharm. Bull. 1982, 30, 2045-

2050. 

 

   [ 56]  N. H. Dang, V. T. Nguyen, P. V. Kiem , L. M. Huong, C. V. Minh, Y. H. Kim . 

Two New Triterpene Glycoside from  the Sea Cucum ber Holothuria scabra. Arch. 

Pharm. Res. 2007, 30, 1387-1391. 



CapítuloI-Introducción 29 
 

   [ 57]  J. Rodríguez, R. Cast ro, R. Riguera. Holothurinosides:  New ant itum our 

non sulphated t rit erpenoid glycosides from  the sea cucum ber Holothuria forskalii. 

Tetrahedron. 1991, 47, 4753-4762. 

 

   [ 58]  R. Encarnación, J. Murillo, J. Nielsen, C. Christ ophersen. Neothyoside B 

( I ) , a Triterpenoid Diglycoside from  the Pacific Sea Cucum ber Neothyone gibbosa 

Acta Chem. Scand.1996, 50, 848-849. 

 

   [ 59]  I . Kitagawa, T. Nishino, M. Kobayashi, Y. Kyogoku. Marine natural 

products, VI I I . Bioact ive t rit erpene-oligoglycosides from  the sea cucum ber 

Holothuria leucospilota Bandt (2) . St ructure of holothurin A. Chem. Pharm. Bull. 

1981, 29, 1951-1956. 

 

   [ 60]  V. I . Kalinin, A. I . Kalinovsky, V. A. Stonik, P. S. Dm it renok, I . N. Elkin,. 

St ructure of psolusoside B — A nonholostane t r it erpene glycoside of the 

holothurian genus Psolus. Chem. Nat. Comp. 1989, 25, 311-317. 

 

  [ 61]  S. A. Avilov, V. I . Kalinin, T. N. Makaieva, V. A. Stonik, A. I . Kalinovsky,  

Y. Rashkes, Y. Milgrom . St ructure of Cucum arioside G2, a Novel Nonholostane 

Glycoside from  the Sea Cucum ber Eupentacta fraudatrix. J. Nat. Prod. 1994, 57, 

1166-1171. 

 

  [ 62]  S. A. Avilov, A. I . Kalinovsky, V. I . Kalinin, V. A. Stonik, R. Riguera, C. 

Jim énez.  Koreoside A, a New Nonholostane Triterpene Glycoside from  the Sea 

Cucum ber Cucumaria koraiensis. J. Nat. Prod. 1997, 60, 808-810. 

 

  [ 63]  S. A. Avilov, A. I . Kalinovsky, V. A. Stonik.  Título del art ículo en Ruso. 

Khim. Prirodn. Soedin. 1991, 2, 221-226. 

 

  [ 64] S. A. Avilov, O. A. Drozdova, V. I . Kalinin, A. I . Kalinovsky , V. A. Stonik, 

E. N. Gudim ova, R. Riguera, C. Jim énez. Frondoside-C, A New Nonholostane 

Triterpene Glycoside from  the Sea Cucum ber Cucumaria frondosa:  St ructure and 

cytotoxicit y of it s unsulfated derivat ive C. Can. J. Chem. 1998, 76, 137-141. 

 

   [ 65]  S. A. Avilov, A. S. Silchenko, A. S. Antonov, V. I . Kalinin,  A. I . 

Kalinovsky, A. V. Smirnov, P. S. Dmit renok, E. V. Evtushenko, S. N. Federov, A. 



CapítuloI-Introducción 30 
 

S. Savina, L. K. Shubina, V. A. Stonik. Synaptosides A and A1, t rit erpene 

glycosides from  the sea cucum ber Synapta maculata containing-3-O-

m ethylglucuronic acid and their  cytotoxic act ivit y against  tum or cells.  J. Natural 

Products. 2008, 71, 525-531. 

 

   [ 66]  Y. Tong, X. Zhang, F. Tian, Y. Yi, Q. Xu, L. Li, J.  Ding. Philinopside A,  a 

novel m arine derived com pound possessing dual ant i-angiogenet ic and ant i-

tum or effects. Int. J. Cancer. 2005, 114, 843–53. 

 

   [ 67]  F. Tian, X. Zhang, Y. Tong, Y. Yi, S. Zhang, L. Li, .  M-Y Geng, J. Ding. PE, 

a new sulfated saponin from  sea cucum ber, exhibits ant i-angiogenet ic and 

ant itum or act ivit ies in vitro and in vivo. Cancer. Bio. Therapy. 2005, 48, 874–

882. 

 

   [ 68]  J-O. Jin, V. V. Shast ina, S-W. Shin, Q. Xu, J- I . Park, V. A. Rasskazov, S. 

A. Avilov, S. N. Fedorov, V. A. Stonik, J-Y. Kwak. Different ial effects of t rit erpene 

glycosides, frondoside A and cucum arioside A2-2 isolated from  sea cucum bers on 

caspase act ivat ion and apoptosis of hum an leukem ia cells.  FEBS. Lett. 2009, 

583, 697–702. 

 

   [ 69]  X. Li, A. B. Roginsky, X-Z. Ding, C. Woodward, P. Collin, R. A. Newm an, 

R. H. Jr. Bell, T. E. Adrian. Review of the apoptosis pathways in pancreat ic 

cancer and the apoptot ic effects of the novel sea cucum ber com pound, 

frondoside A. Ann. NY. Acad. Sci. 2008, 1138, 181–98. 

 

   [ 70]  A. B. Roginsky, X-Z. Ding, B. Sing, M. Uj ik i, M. R. Salabat ,  Ch-Y. Chang, 

R. H. Bell, P. Collin, T. E. Adrian. Frondanol-A5 from  cucum aria frondosa induces 

cell cycle arrest  and apoptosis in pancreat ic cancer cells. Journal of the American 

College of Surgeons. 2004, 199, 91. 

 

   [ 71]  D. L. Aminin, I . G. Agafonova, V. I . Kalinin, A. S. Silchenko, S. . A. Avilov, 

V. A. Stonik, P. D. Collin, C. Woodward. Im munom odulatory propert ies of 

frondoside A, a m ajor t r it erpene glycoside from the North At lant ic comm ercially 

harvested sea cucum ber Cucumaria frondosa. J. Med. Food. 2008, 11, 443–53.  

 



CapítuloI-Introducción 31 
 

   [ 72]  I . G. Agafonova, D. L. Am inin, S. A. Avilov, V. A.  Stonik. Influence of 

cucum ariosides upon int racellular [ Ca2+ ]  and lysosom al act iv it y of m acrophages. 

J.  Agric. Food Chem. 2003, 51, 6982–6. 

 

   [ 73]  D. L. Aminin, I . G. Agafonova, E. V.  Berdyshev, E. G.  I sachenko, S. A 

Avilov, V. A. Stonik. I mm unom odulatory propert ies of cucum ariosides from  the 

edible Far-Eastern holothurian Cucum aria japonica. J Med Food. 2001, 4, 127–

35. 

 

   [ 74]  H. D. Chludil, A. M. Seldes, M. S. Maier. I n Research Advances in Lipids;  

Mohan, R.M., Ed.;  Global Research Network:  I ndia. 2002, 2, 9-18. 

 

   [ 75]  R. X. Tan, J. H. Chen. The Cerebrosides. Nat. Prod. Rep. 2003, 20, 509-

534. 

 

   [ 76]  F. Kisa, K. Yam ada, T. Miyam oto, M. I nagaki, R. Higuchi. Const ituents of 

Holothuroidea, 18.1)  I solat ion and St ructure of Biologically Act ive Disialo-  and 

Trisialo-Gangliosides from  the Sea Cucum ber Cucumaria echinata. Chem. Pharm. 

Bull. 2006, 54, 1293-1298. 

 

   [ 77]  F. Kisa, K. Yam ada, T. Miyam oto, M. Inagaki, R. Higuchi. Const ituents of 

Holothuroidea, 17.1)  I solat ion and Structure of Biologically Act ive Monosialo-

Gangliosides from  the Sea Cucum ber Cucumaria echinata. Chem Pharm Bull. 

2006, 54, 982-987. 

 

   [ 78]  K. Yam ada, E. Hara, T. Miyam oto, R. Higuchi, R. I sobe, S. Honda. 

I solat ion and St ructure of Biologically Act ive Glycosphingolipids from  the Sea 

Cucum ber Cucumaria echinata. Eur. J. Org. Chem. 1998, 371-378. 

   [ 79]  T. Sugawara, N. Zaim a, A. Yam am oto, S. Sakai, R. Noguchi, T. Hirata. 

I solat ion of Sphingoid Bases of Sea Cucum ber Cerebrosides and Their 

Cytotoxicity against  Hum an Colon Cancer Cells. Biosci. Biotechnol. Biochem. 

2006, 70, 2906-2912.  

  



 

 

 

                   

CAPITULO II 

 

 

 

 

 

Psolus patagonicus 

      

 

 

 

 

 

 

                            



CapítuloII-Psolus patagonicus 32 
 

CAPÍTULO II-Psolus patagonicus 

II.1  INTRODUCCIÓN. 

 

   El holotureo Psolus patagonicus pertenece a la fam ilia Psolidae y al orden 

Dendrochirot ida. Este holotureo se encuent ra am pliam ente dist ribuido en el 

Océano At lánt ico Sur, en una variedad de hábitat  desde el sur de la Patagonia, 

incluyendo las costas rocosas interm areales. Por ot ra parte, se lo puede 

encont rar com o epibionte sobre conchas de vieiras de im portancia económica 

(Zygochlamys patagonica)  en la plataform a cont inental de la provincia de 

Buenos Aires, Argent ina1. Al igual que m uchos ot ros invertebrados bentónicos de 

la región, P. patagonicus se dist ribuye en aguas poco profundas en lat itudes 

altas (Patagonia y zona subantárt ica) , y en aguas m ás profundas en las lat itudes 

bajas (Río de la Plata) .  

   Ejem plares de este holotureo recolectados en las rocas del interm areal en 

Bahía Ensenada (Tierra del Fuego)  fueron previamente estudiados en nuestro 

laboratorio, aislándose en ese m omento el glicósido t rit erpenoidal m ayoritar io 

Patagonicósido A2. Fue el prim er tet raglicósido disulfatado con la aglicona 7, 

3β,12α,17α- t rihidroxiholostano. Este com puesto presentó act ividad ant ifúngica 

frente al hongo Cladosporium cucumerinum y su análogo desulfatado resultó 

m enos act ivo frente al mism o hongo.  

   Cuando se realizó el estudio de este holotureo se aislaron adem ás 2 

com puestos minoritar ios, los cuales no pudieron ser ident ificados debido a la 

escasa m asa obtenida por purificación de los m ism os. Con el propósito de 

cont inuar con el estudio de las act iv idades biológicas del compuesto m ayoritar io 

Patagonicósido A y aislar los glicósidos minoritar ios se decidió estudiar nuevos 

ejem plares de este holotureo. 

   Se recolectaron 80 ejem plares en abril de 2003 en el Océano At lánt ico Sur a 

una profundidad de 110 y 115 m et ros, a los cuales denominarem os A. 

Posteriorm ente se recolectaron otros ejem plares (40)  a una profundidad de 5 -12 

m  en las I slas Bridges, Ushuaia (Tierra del Fuego)  en febrero de 2007 y en el 

año 2008 el Inst ituto Nacional de Invest igaciones Pesqueras recolectó 90 

ejem plares en Mar del Plata (Buenos Aires) , a am bos grupos de ejem plares los 

denominarem os B. 
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   Los ejem plares recolectados a m ayor profundidad fueron los de m ayor tam año 

y de color crem a pálido a blanco, a diferencia de los ejem plares recolectados a 

poca profundidad que eran de color rosa intenso y de m enor tam año (Figura I I -

1) . 

   Los ejem plares fueron ident ificados por la Dra. Claudia Muniain. Se guardó un 

ejem plar de cada uno de los muest reos realizados en el Museo Argent ino de 

Ciencias Naturales ―Bernardino Rivadavia‖, Buenos Aires, Argentina (MACN Nº  

34776 y 34777) .   

 

 

 

Figura I I -1 :  A Detalle de un epibionte de Psolus patagonicus sobre la concha de la v ieira 
Zygochlamys patagónica (Foto Mar ta Maier) . Escala:  1 cm . B Espécimen de P. patagonicus del 
intermareal rocoso de Bahía Ensenada (Tierra del Fuego)  (Foto Claudia Muniain) . Escala:  0,25 mm.  

 

II.2 AISLAMIENTO DE METABOLITOS SECUNDARIOS 

 

   Los ejem plares A y B fueron ext raídos con EtOH, los ext ractos obtenidos 

fueron concent rados a presión reducida y part icionados ent re MeOH: H2O 

(9: 1) / ciclohexano para separar los lípidos polares de los no polares. 

   El ext racto  m etanólico de los ejem plares A most ró act ividad citotóxica frente a 

Artemia salina, en el caso del ext racto B no se estudió esta act ividad. Am bos 

ext ractos etanólicos m ost raron act iv idad ant ifúngica m ediante el ensayo de 

B 
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bioautografía3 que se detalla en la Parte Experim ental. El fraccionam iento de los 

extractos se realizó mediante cromatografía ―flash‖ en columna seca de fase 

reversa ut ilizando H2O com o prim er eluyente y luego mezclas de H2O-MeOH, con 

proporciones crecientes de MeOH, y finalm ente MeOH. 

   Las fracciones fueron analizadas por CCD de silica gel (n-BuOH: AcOH: H2O 

(12: 3: 5) ) y reveladas con una solución de p-anisaldehído. Las fracciones que 

eluyeron con MeOH (60 %  y 70 % )  de los ejemplares A y con MeOH (40% , 50%  

y 60 % )  de los ejemplares B contenían los glicósidos t r it erpenoidales y 

m ost raron act ividad ant ifúngica. 

   En el caso de la fracciones obtenidas a part ir  de los ejem plares A, la 

purif icación final se realizó por crom atografía liquida de alta resolución, con una 

colum na Bondclone C18, ut ilizando com o fase m óvil MeOH: H2O (60: 40) , 

obteniéndose el com puesto m ayoritario Patagonicósido A y una m ezcla de este 

com puesto con glicósidos minoritar ios, los cuales no pudieron ser aislados. 

   En el caso de las fracciones obtenidas a part ir  de los ejem plares B, para la 

purificación final por HPLC se ut ilizó CH3CN: H2O (30: 70)  com o fase m óvil con la 

finalidad de separar los com puestos minoritarios.  

   Se obtuvo el com puesto m ayoritar io puro Patagonicósido A (1)  y los 

com puestos minoritar ios novedosos Patagonicósidos B (2)  y C (3) . 

 

  En la figura I I -2 se observa el esquem a de aislamiento y purificación para los 

ejem plares A y B. 
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Figura I I -2 . Esquema de aislam ient o y purif icación de los glicósidos t r iterpenoidales de Psolus 

patagonicus (A y B) . 

 

II.3 ELUCIDACIÓN ESTRUCTURAL DE LOS GLICÓSIDOS 
MINORITARIOS PATAGONICÓSIDOS B Y C 

 

   La elucidación est ructural de los com puestos aislados se llevó a cabo m ediante 

el uso de técnicas espect roscópicas de RMN (1D y 2D) , espectrom etría de m asa 

y por análisis de sus derivados semisintét icos desulfatados. 
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   El com puesto 1 se ident ificó com o Patagonicósido A por com paración con los 

datos de RMN y EM ya inform ados2. 

   Los espect ros de RMN 1H y  13C del com puesto 2 sugir ieron la presencia de una 

aglicona t r it erpenoidal con dos dobles enlaces olefínicos, dos grupos hidroxilo y un 

grupo lactona unida a una cadena de tet rasacárido, lo cual se pone en evidencia 

por la señal de C-3 desplazada a cam pos bajos debido al efecto producido por la 

glicosidación. 

   La aglicona de 2 corresponde al t ipo holostano, presentando señales de 13C a δ 

177,5 ppm  (C-18) y 87,3 ppm  (C-20) , característ icas de 18(20) - lactonas. Presenta 

un doble enlace 7(8) determinado por las señales a δ 120,7 ppm (C-7) y 148,2 

ppm  (C-8) y la señal a δ 5,79 ppm  (1H, H-7)  en el espectro de RMN 1H (Tablas I I -

1  y I I -2) . 

   La presencia de dos grupos hidroxilo unidos a C-12 y C-17 fue evidenciada por 

dos señales en la región de cam pos bajos del espect ro de RMN 13C a δ 72,5 ppm y 

90,0 ppm , respect ivam ente junto con una señal a δ 4,74 ppm  (H-12)  en el 

espect ro de RMN 1H, com o se observa a cont inuación. 
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Espect ro I I -1 A. Espect ro de RMN- 1H del compuesto 2 (pir idina-d5/ D2O (4: 1) )  

 

   Las correlaciones de NOESY observadas para H-3 con H-1 ’, H-1α, H-5 e H-31 

confirman la configuración β del carbono 3. Por ot ro lado las correlaciones 

observadas ent re H-12/ H-9 (δ 4,75/ 3,26 ppm)  e H-9/ H-19 (δ 3,26/1,09 ppm) 

confirm an la configuración α del grupo hidroxilo unido a C-12. Así mism o, las 

correlaciones ent re H-12/ 21-CH3 (δ 4,75/ 1,71 ppm )  demuest ran la configuración α 

del grupo hidroxilo unido a C-17 y la consecuente configuración S del C-20 (Figura 

I I -3) . 
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                         Figura I I - 3. Correlaciones NOESY de Patagonicósido B ( 2)  

   La cadena lateral presenta un doble enlace 25(26) determinado por las señales 

de RMN 13C a δ 145,9 ppm  (C-25) y 111,1 ppm  (C-26) y un mult iplete a δ 4,73 

(H-26)  en el espect ro de RMN 1H, adem ás del singulete a δ 1,64 correspondiente 

al 27-CH3 (Espect ro I I -1 A y B) . 

 

   Espect ro I I -1 B. Espect ro de RMN- 13 C del compuest o 2 (p ir idina-d5/ D2O (4: 1) )  
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   Todos los valores de desplazamiento químico de los carbonos y protones de la 

aglicona del com puesto 2 (Tabla I -1)  se asignaron en base a los espect ros de  

COSY 1H- 1H, HSQC, HMBC, TOCSY y NOESY. 

 Tabla II-1.  Datos de RMN 1H y 13C de las agliconas de los glicósidos 2 y  3a,b 

 2 3 

posición C, mult. H (J en Hz) C, mult.
 H (J en Hz) 

1 36,5 CH2 1,28-1,36 (m)  36,8 CH2 1,49-1,53 (m) 

2 27,7 CH2 1,73-1,77 (m),  

1,87-1,94 (m) 

27,7 CH2 1,90-1,94 (m), 2,07-2,12 (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 49,3 CH 0,89-0,96 (m) 49,5 CH 0,97-1,14 (m) 

6 23,5 CH2 1,90-1,96 (m)     23,7 CH2 2,08-2,16 (m) 

7 120,7 CH 5,75-5,82 (m)    120,7 CH 5,83-5,89 (m) 

8 148,2 qC  148,6 qC   

9 45,6 CH 3,26, d. a (15,3) 45,9 CH 3,50-3,57 (m) 

10 35,7 qC  36,1 qC  

11 35,7 CH2 1,90-1,95 (m), 2,43-2,53 (m) 36,4 CH2 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 35,2 CH2 1,50-1,57 (m), 1,98-2,02 (m)  35,2 CH2 1,73-1,77 (m), 2,05-2,08 (m) 

16 35,9 CH2 2,24-2,30 (m), 2,43-2,53 (m) 36,5 CH2 2,34-2,40 (m), 2,62-2,70 (m) 

17 90,0 qC  90,2 qC  

18 177,5 qC  177,1 qC   

19 24,4 CH3 1,09 s 24,7 CH3 1,27 s 

20 87,3 qC  87,1 qC  

21 23,1 CH3 1,71 s 23,4 CH3 1,83 s 

22 37,8 CH2                      1,70-1,75 (m) 39,0 CH2 1,82-1,91 (m) 

23 22,4 CH2 1,50-1,56 (m) 22,7 CH2 1,50-1,56 (m) 

24 38,4 CH2 1,89-1,95 (m) 40,1 CH2 1,12-1,21 (m) 

25 145,9 qC  28,4 CH 1,49-1,54 (m) 

26 111,1 CH2 4,70-4,75 (m) 23,1 CH3 0,87 d (6,6) 

27 22,5 CH3 1,64 s 23,0 CH3 0,86 d (6,6) 
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30 17,6 CH3 0,98 s 17,7 CH3 1,10 s 

31 29,0 CH3 1,15 s 29,1 CH3 1,27 s 

32 31,3 CH3 1,75 s 31,6 CH3 1,91 s 

  a
 Datos a 500 MHz (

1
H) y 125 MHz (

13
C) en C5D5N/D2O (4:1). 

b
 Asignados por COSY 

1
H-

1
H, HMBC, HSQC, TOCSY y NOESY. 

   La est ructura de la aglicona del glicósido Patagonicósido B (2) ,  holosta-7,25-

dieno-3,12,17- t riol, es inform ada por pr im era vez para glicósidos 

t r it erpenoidales naturales. 

   La cadena glicosídica del com puesto 2 consiste en cuat ro m onosacáridos, tal 

com o se deduce a part ir  del espectro de RMN 13C que m ost ró señales 

característ icas de los cuat ro carbonos anom éricos a δ 104,7, 104,8, 105,0 y 105,2 

ppm , los cuales m ostraron correlaciones en el espectro HSQC con las señales 

correspondientes de los protones anom éricos a δ 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 I I -2) . Las 

constantes de acoplamient o de los protones anom éricos indican la configuración 

de los enlaces glicosídicos4. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Espect ro I I -2. Espect ro HSQC  del compuesto 2 (pir idina-d5/ D2O (4: 1) )  
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   En el espectro de RMN 1H se observó la presencia de un doblete a δ 1,62 ppm  

(J= 6,1 Hz)  que correlaciona en el espect ro HSQC con la señal de carbono a δ 18,2 

ppm  característ ica de un grupo m et ilo de quinovosa. 

   Un singulete a δ 3,84 ppm  que correlaciona en el espect ro HSQC con la señal de 

carbono a δ 61,2 ppm  indica la presencia de un grupo m etoxilo de 3-O-

m et ilglucosa (Tabla I I -2) .  

   En el espect ro COSY 1H- 1H de Patagonicósido B (2)  se observaron las 

correlaciones ent re las señales de los protones anoméricos con las de los H-2 de 

cada m ocosacárido:  H-1΄/H-2΄(δ 4,66/4,02 ppm), H-1‖/H-2‖ (δ 5,01/3,87 

ppm ) , H-1’’’/H-2’’’ (δ 4,79/3,09 ppm) e H-1‖‖/H-2‖‖ (δ 5,25/3,89 ppm). 

   Las señales de los H-3 de cada m onosacárido se asignaron por COSY 1H- 1H y 

se confirm aron por NOESY en base a sus correlaciones con los protones 

anom éricos y los protones unidos a C-5. 

   El H-4΄(δ 4,97 ppm) que correlaciona en el espectro HSQC con la señal a δ 

76,4 ppm , correlaciona en el COSY 1H- 1H con H-3΄(δ 4,27 ppm ) e H-5΄(δ 3,77 

y 4,80 ppm )  y en el espect ro NOESY con la señal correspondiente a H-2 (δ 4,01 

ppm ) , estableciéndose la asignación com pleta de los protones para el pr im er 

residuo de m onosacárido. 

   El doblete a δ 1,62 ppm (H-6’’) que integra para 3 protones correlaciona en el 

espectro HSQC con la señal a δ 18,5 ppm y en el espectro COSY 1H- 1H con la 

señal a δ 3,69 ppm (H-5’’), y esta última con la señal a δ 3,52 ppm (H-4’’). 

   La señal de H-2‖ (δ 3,87 ppm) correlaciona en el espect ro NOESY con H-4’’ (δ 

3,52 ppm )  y en el espect ro COSY 1H- 1H con el protón anomérico (δ 5,01 ppm) e 

H-3‖ (δ 3,97 ppm), completándose así la asignación de los protones de 

quinovosa (Tabla I I -2) . 

   La correlación del protón anom érico H-1’’’ (δ 4,79 ppm )  con H-3’’’ (δ 4,17 

ppm )  en el espectro NOESY perm it ió la asignación de los protones del tercer 

residuo de m onosacárido, que se com pleta con las correlaciones observadas en 

el espect ro TOCSY. 

   La asignación de H-1‖‖, H-2‖‖ e H-3‖‖ del último residuo de m onosacárido de 

la cadena se basa en las correlaciones COSY 1H- 1H ent re los H-1‖‖/H-2‖‖ (δ 

5,25/ 3,89 ppm)  e H-2‖‖/H-3‖‖ (δ 3,89/3,72 ppm) y 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 1H- 1H 

y HMBC permit ieron la asignación de los protones H-1‖‖-H-5‖‖ (δ 5,25; 3,89; 

3,72;  3,87;  3,94 ppm )  la cual se com pletó con las correlaciones observadas en 
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el espectro COSY 1H- 1H ent re H-5‖‖/H-6A‖‖ e H-5‖‖/H-6B‖‖ (δ 3,94/4,38 y 

3,94/ 4,03 ppm , respect ivam ente) . 

   El grupo O-Me (δ 3,84/δ 61,2 ppm) se ubica en el C-3 (δ 87,2 ppm) de la  

unidad de glucosa terminal en base a la comparación de los δC del m onosacárido 

con los del respect ivo m et ilglicósido y por el análisis de los iones fragm entarios 

observados en el espect ro ARESI EM. 

   Una vez asignados todos los protones de la cadena glicosídica, se 

correlacionaron estos valores con los correspondientes a los carbonos a los cuales 

se encuent ran unidos, m ediante el análisis del espectro HSQC (Tabla I I -2) . 

 
Tabla II-2.  Datos de RMN 1H y 13C de las cadenas glicosídicas de los compuestos 1,  2 y  3a,b 

 

 

2 3 1 

posición C, mult. H (J en Hz) C, mult. H (J en Hz) C, mult. H (J en Hz) 

 

1’ 105,2 CH 4,66, d (7,2) 105,6CH 4,66, d (7,3) 105,6 

CH 

4,79, d (7,3) 

2’ 82,5 CH 3,99-4,04 (m) 83,6 CH 4,00-4,04 (m) 83,3 CH 4,01-4,08 (m) 

3’ 75,3 CH 4,27, t (8,9) 75,5 CH 4,27-4,34 (m) 75,7 CH 4,26,4,32 (m) 

4’ 76,4 CH 4,96-4,99 (m) 76,4 CH 5,10-5,15 (m) 76,6 CH 5,18-5,24 (m) 

5’ 64,3 CH2 3,75-3,79 (m), 4,77-4,84 

(m) 

64,6 CH2 3,64-3,67 (m), 4,57-

4,63 (m) 

 64,7CH2 3,85-3,88 (m), 4,88-4,91    

(m) 

1” 105,0 CH 5,01, d (7,8) 105,4 

CH 

4,97, d (7,8) 105,3 

CH 

5,00, d (7,8) 

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” 75,1 CH 3,94-4,01 (m) 75,6 CH 4,00-4,05 (m) 75,6 CH 4,03-4,10 (m) 

4” 86,0 CH 3,52, t (9,1) 88,9 CH  3,46-3,52 (m) 88,1 CH  3,48-3,54 (m) 

5” 71,9 CH 3,66-3,71 (m) 72,0 CH 3,72-3,76 (m) 72,2 CH 3,71-3,77 (m) 

6” 18,2 CH3 1,62, d (6,1) 18,5CH3 1,64, d (6,0) 18,5 CH3 1,73, d (6,0) 

1”’ 104,8 CH 4,79, d (8,1) 105,4 

CH 

4,83, d (7,5) 105,2 

CH 

4,87, d (7,5) 

2”’ 73,8 CH 3,88-3,93 (m) 74,3 CH 4,01-4,06 (m)  74,2 CH 4,01-4,07 (m)  

3”’ 86,5 CH 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”’ 66,2 CH3 4,12-4,17 (m), 3,62-3,67 78,6 CH 3,97-4,03 (m) 75,6 CH 4,36-4,41 (m) 
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(m) 

6’’’  - 62,3 CH2 4,46-4,51 (m), 4,26-

4,32 (m) 

68,5 CH2 4,78-4,81 (m), 5,22-5,25 

(m) 

1”” 104,7 CH 5,25, d (7,8) 106,1 

CH 

5,39, d (8,0) 105,6 

CH 

5,42, d (7,9) 

2”” 74,9 CH 3,86-3,92 (m) 75,4 CH 3,97-4,03 (m) 75,5 CH 4,03-4,09 (m) 

3”” 87,2 CH 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) 

5”” 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 CH2  4,02-4,06 (m), 4,38,  d.a 

(10,0) 

68,2 CH2 4,77-4,81 (m), 5,15-

5,21 (m) 

62,6CH2 4,27-4,33 (m), 4,55-4,60 

(m) 

OCH3 61,2 CH3 3,84, s 61,2 CH3 3,86, s 61,2 CH3 3,86, s 

a
 Datos a 500 MHz (

1
H) y 125 MHz (

13
C) en C5D5N/D2O (4:1). 

b
 Asignados por COSY 

1
H-

1
H, HMBC, HSQC, TOCSY y 

NOESY. 

    

   La configuración absoluta de los m onosacáridos de la cadena glicosídica de 

Patagonocósido B se estableció m ediante el análisis de los derivados obtenidos 

por am inación reduct iva5 y com paración con los pat rones de los m onosacáridos 

derivat izados de la mism a m anera. 

   Para obtener los derivados diastereom éricos de cada enant iómero se hizo 

reaccionar cada m onosacárido patrón de la serie D (xilosa, glucosa, 3-O-Me-

glucosa y quinovosa)  con 1-am ino-2-propanol racémico para obtener las im inas 

correspondientes, las cuales fueron reducidas a las am inas diastereoméricas. 

Cada m onosacárido or iginó am bos diastereómeros en cant idades equivalentes, 

los cuales fueron peracet ilados y analizados por CG-EM. 

   El com puesto 2 fue hidrolizado con ácido t r ifluoroacét ico 2 N a 120 °C durante 

2 horas, los m onosacáridos obtenidos y cada m onosacárido patrón se hicieron 

reaccionar con (S)-1-am ino-2-propanol. Luego de ser reducidos a las respect ivas 

am inas, cada m onosacárido (de la m ezcla y pat rones)  dio lugar a un único 

derivado que, luego de ser acet ilado, fue analizado por CG-EM. 

  Com parando los resultados obtenidos con la am ina quiral (S) -1-amino-2-

propanol y con la m ezcla racémica, se asignaron los t iem pos de retención para 

los azúcares de am bas series enant ioméricas, siendo los derivados producidos 

por la am ina (R)  equivalentes a aquellos producidos por el enant iómero del 

azúcar con la am ina (S) . En realidad sólo son crom atográficam ente equivalentes 

ya que son enant ióm eros ent re sí. 
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   Salvo en el caso de los derivados diastereom éricos de la glucosa, cada 

m onosacárido m ost ró una buena resolución. Los am ino alditoles acet ilados de 

glucosa, preparados con el amino alcohol racémico, dan práct icam ente una única 

señal en CG. 

   Por coinyección y análisis por CG-EM de cada D-m onosacárido pat rón con la 

m ezcla proveniente de la hidrólisis de 2, derivat izados am bos con el (S) -1-

am ino-2-propanol, se estableció la correspondencia de todos los m onosacáridos 

de la cadena glicosídica con la serie D. 

   La posición de los enlaces interglicosídicos se estableció a part ir  de las 

correlaciones observadas en los espect ros HMBC y en el espect ro NOESY;  las 

correlaciones de este espect ro se muest ran en la figura I I -4 y en el espect ro I I -3 

A. 

 

 

    

 

Figura I I -4 . Algunas de las correlaciones NOESY de la cadena glicosídica del compuesto 2. 

                                                                                     

   La señal del H-1‖ (δ 5,01 ppm )  correlacionó en el espect ro NOESY con el H-2 ’ 

(δ 4,02 ppm ) , el H-1 ’’’ correlacionó con el H-4‖ (δ 4,79/ 3,52 ppm )  y el H-1’’’’ 

correlacionó con el H-3’’’ (δ 5,25/ 4,17 ppm ) . Los valores de desplazamiento 

quím ico de protón se correlacionaron en el espect ro HSQC con los de carbono y 

se asignaron com o δ 82,5 ppm  (C-2’), 86,0 ppm (C-4‖) y 86,5 ppm (C-3’’’), los 

cuales difieren de los desplazamientos quím icos en los respect ivos 

m et ilglicósidos debido al desplazamiento a cam pos más bajos por efecto de la 

glicosidación. 



CapítuloII-Psolus patagonicus 45 
 

 

 Espect ro I I - 3 A. Espect ro NOESY del compuesto 2 (pir idina- d5/ D2O( 4: 1) )  

   La fórm ula m olecular de Patagonicósido B (2)  se determinó com o 

C53H83O25SNa (calc. 1151,4944) a part ir  del ión pseudom olecular  a m/z 

1151,4991  [MNa – Na]
-
 en el espect ro de ARESIEM (m odo negat ivo) , indicando la 

presencia de un grupo sulfato. 

 El espect ro de EM/ EM (Espect ro I I -3 B)  de ese ión m ost ró los iones 

fragm entarios a m/z 805,2918 [M -  3-O-Me-Glc-O-Xil -  2H – Na] -, 665,1704 [ M – 

OAgl -  Na] -, y 423,3297 [ M -  3-O-Me-Glc-O-Xil-O-Qui-O-Xil-ONaSO3-CO2] - 

indicando la presencia de una 3-O-m etilglucosa unida a una unidad de xilosa y 

de un grupo sulfato unido a quinovosa o a la unidad de xilosa unida a la aglicona 

t r it erpenoidal. 
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Espect ro I I -3 B. Espect ro EM/ EM del ión m/z 1151, 4991 del compuesto 2.  

 

   Con el propósito de confirm ar las posiciones del grupo sulfato en la cadena 

glicosídica, se realizó la solvólisis del compuesto 2 para obtener el compuesto 

desulfatado 2a. 

   Por com paración de los espect ros de RMN 13C (Tabla I I -2)  de 2 y del análogo 

desulfatado 2a (Tabla I I -3) se observa el desplazam iento a cam pos m ás bajos (δ 

4,0 ppm )  de la señal del C-4’ y el desplazamiento a campos más altos de las 

señales del C-5’ (δ 3,8 ppm )  y C-3’ (δ 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 determ inó que la cadena glicosídica del com puesto 2 

es idént ica a la del com puesto Neothyonidiósido, aislado de los holotureos 

Stichopus mollis6 y Neothyonidium magnum7, y a la del com puesto 

I ntercedensido A, aislado del holotureo Mensamaria intercedens8. 

   En base a los datos expuestos se estableció la estructura de Patagonicósido B 

(2)  com o 3-O- [ 3-O-m et ill--D-glucopiranosil- (13) --D-xilopiranosil- (14) --D-

quinovopiranosil- (12)-4-O-sodio sulfato--D-xilopiranosil] -holosta-7,25-dieno-

3,12,17- t r iol (Figura I I -5) . 
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Figura I I -5 . Est ructura de los compuestos 2 y  2a 

    

La fórmula m olecular del com puesto Patagonicósido C (3)  fue establecida 

com o C54H86O29S2Na2 en base al ión [ M – Na] - de m/z 1285,4548 observado en 

el espect ro de ARESIEM (m odo negat ivo) , espect ro I I -4 A y en base al análisis 

de datos de espectroscopía de RMN. Los datos de RMN 1H y 13C de 

Patagonicósido C (3)  (Tablas I I -1 y I I -2)  sugieren la presencia de la mism a 

aglicona de Patagonicósido A (1)  unida a una cadena glicosídica com puesta por 

cuatro m onosacáridos unidos de la mism a m anera que en el com puesto 1. 

 

            Espect ro I I -4 A. Espect ro ARESIEM del compuest os 3.  
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   La aglicona de este com puesto 3 se diferencia de la del com puesto 2 

únicam ente en la ausencia del doble enlace en la cadena lateral. Esto se observa 

claram ente en el espect ro de RMN 1H debido a la ausencia de la señal a δ 4,73 

ppm  del H-26 y por la presencia de dos dobletes a δ 0,87 y 0,86 ppm  

correspondientes a 26-CH3 y 27-CH3, respect ivam ente (Tabla I I -1) . 

 

 

                                   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                          

 

 

 

 

 

Espect ro I I -4 B. Espect ro RMN- 1H del compuesto 3 (pir idina/ D2O (4: 1) )  
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Espect ro I I -4 C. Sección del espect ro RMN- 1H del compuest o 3 (pir idina/ D2O (4: 1) ) .  

   En el espectro de RMN 13C de 3 se observaron señales característ icas de los 

cuatro carbonos anoméricos ent re δ 105,4 y 106,1 ppm , (dos de los cuales se 

observan com o una única señal, espect ro I I -5 A) . Estos m ost raron correlaciones 

en el espect ro de HSQC con las correspondientes señales de los protones 

anom éricos a δ 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 I I -2 y espectro I I -5 B). Las constantes de acoplamiento de los 

protones anom éricos indican la configuración de los enlaces glicosídicos. 



CapítuloII-Psolus patagonicus 50 
 

 

Espect ro I I -5 B. Sección del espect ro de  RMN 13C del compuesto 3.  

Espect ro I I -5 B. Espect ro HSQC del compuesto 3.  
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   Todos los valores de desplazam iento quím ico de protón y carbono 13 de los 

m onosacáridos del com puesto 3 (Tabla I I -2)  fueron asignados en base a los 

espect ros de COSY 1H- 1H, HSQC, HMBC, TOCSY y NOESY. 

Por com paración del espect ro de RMN 13C de la cadena glicosídica del 

com puesto 3 con el de Patagonicósido A (1)  (Tabla I I -2)  se observa que las 

señales correspondientes a la prim era y segunda unidad de m onosacárido son 

m uy sim ilares, sugiriendo que la pr im era unidad de m onosacárido es una xilosa 

sulfatada en la posición C-4 ’ y que la segunda unidad corresponde a quinovosa. 

Las diferencias ent re am bos com puestos se observan en el tercer m onosacárido 

(glucosa)  y en el cuarto (3-O-m et ilglucosa) . En la unidad de glucosa del glicósido 

3, la señal del C-6’’’ está desplazada en 6,2 ppm hacia campos más altos y la 

señal correspondiente a C-5’’’ está desplazada en 3,0 ppm hacia campos más 

bajos, indicando que la unidad de glucosa del compuesto 3 no se encuent ra 

sulfatada com o en el caso del glicósido 1. 
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1a , 3a R1,2,3 = H

 

                                              

Figura I I -6 . Est ructura de los compuestos 1,  3 y 1a 

 

Por el cont rario, en el caso de la unidad de 3-O-m et ilglucosa, la señal 

correspondiente a C-6’’’’ está desplazada en 5,6 ppm  hacia campos m ás bajos y 

la señal correspondiente a C-5’’’’ está desplazada en 3,2 ppm hacia campos más 

altos, correspondiendo este desplazam iento a los efectos  y  producidos por la 

presencia de un grupo sulfato en el C-6’’’’9. Por lo tanto, los glicósidos 

Patagonicósidos A (1)  y C (3)  son isómeros que difieren en la posición del 
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segundo grupo sulfato en la cadena glicosídica. Para confirm ar las posiciones de 

am bos sulfatos se preparó el derivado desulfatado (3a)  por solvólisis del 

com puesto 3 en una m ezcla de dioxano/ piridina.  

Por com paración de los espect ros de RMN 13C de Patagonicósido C (3)  (Tabla 

I I -2)  y de su análogo desulfatado 3a (Tabla I I -3)  se confirm ó la posición de los 

dos grupos sulfato en la m olécula. En el espectro del com puesto 3 se observa el 

desplazam iento en 4,6 ppm  de la señal de C-4’ hacia campos más bajos y los 

desplazam ientos de las señales de C-5’ en 2,1 ppm y de C-3’ en 2,3 ppm hacia 

cam pos m ás altos en la unidad de xilosa en com paración con los datos de su 

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

de la unidad de xilosa. 

 

Tabla II-3.  Datos de RMN 1H  y 13C  de las cadenas glicosídicas de los compuest os 2a y  3aa,b 

 

2a 3a 

 

posición C, mult.
 H (J en Hz) C, mult.

 H
 
(J en Hz) 

 

ϭ’ 106,2 CH  4,88, d (7,2) 105,6 CH 4,78, d (7,3) 

Ϯ’ 84,9 CH 4,13-4,18 (m) 83,6 CH 4,04-4,09 (m) 

ϯ’ 78,8 CH 4,26-4,30 (m) 77,8 CH 4,24-4,30 (m) 

ϰ’ 72,4 CH 3,82-3,88 (m) 71,8 CH 3,75-3,79 (m) 

ϱ’   68,1 CH2 3,69-3,76 (m), 4,35-4,40 

(m) 

 66,7 CH2 3,71-3,76 (m), 4,35-4,39 

(m) 

     

ϭ͟ 106,4 CH 5,27, d (7,6) 105,4
 
CH 5,15, d (7,5) 

Ϯ͟ 77,1 CH 4,15-4,18 (m) 76,2 CH 4,03-4,07 (m) 

ϯ͟ 76,2 CH 4,16-4,18 (m) 75,1 CH 3,96-4,02 (m) 

ϰ͟ 86,6 CH 3,72-3,78 (m) 87,1 CH  3,66-3,71 (m) 

ϱ͟ 69,4 CH 3,81-3,86 (m) 71,8 CH 3,75-3,80 (m) 

ϲ͟ 18,6 CH3 1,84, d (6,1)  18,5 CH3 1,74, d (6,1) 

     

ϭ͟’ 105,9 CH 4,93, (7,9) 104,7 CH 5,00, d (7,8) 

Ϯ͟’ 74,1 CH 4,03-4,08 (m) 73,9 CH 4,03-4,08 (m)  
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ϯ͟’ 88,1 CH 4,20-4,25 (m) 87,5 CH 4,31-4,34 (m) 

ϰ͟’ 69,7 CH 4,09-4,15 (m) 69,8 CH 3,97-4,02 (m) 

ϱ͟’  67,2 CH3 4,26-4,31 (m), 3,70-3,76 

(m) 

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

           ϲ͟’   62,1 CH2 4,46-4,53 (m), 4,13-4,19 

(m) 

     

ϭ͟͟ 106,1 CH 5,39, d (7,8) 105,2
 
CH 5,34, d (7,8) 

Ϯ͟͟ 75,7 CH 4,06-4,11(m) 75,8 CH 4,08-4,11 (m) 

ϯ͟͟ 88,7 CH 3,73-3,78 (m) 87,6 CH 3,76-3,81 (m) 

ϰ͟͟ 71,3 CH 4,22-4,27 (m) 70,9 CH 4,00-4,05 (m) 

ϱ͟͟ 78,9 CH 4,01-4,06 (m) 78,2 CH 4,02-4,07 (m) 

ϲ͟͟  62,8 CH2 4,52-4,57 (m), 4,33-4,39 

(m) 

 62,2 CH2 4,46-4,53 (m), 4,13-4,19 

(m) 

OCH3 61,4 CH3 3,94, s 61,2 CH3 3,90, s 

a
 Datos a 500 MHz (

1
H) y 125 MHz (

13
C) en C5D5N/D2O (4:1). 

b
 Asignados por COSY 

1
H-

1
H, HMBC, HSQC, TOCSY y 

NOESY. 

  

 De la m ism a m anera se observó un desplazamiento hacia cam pos m ás bajos 

(6,0 ppm)  de la señal de C-6’’’’ y un desplazamiento hacia campos más altos 

(2,9 ppm )  de la señal de C-5’’’’ de la unidad de 3-O-m et ilglucosa en el espectro 

de RMN 13C del com puesto 3 en com paración con el del com puesto 3a, indicando 

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

m et ilglucosa. 

   La posición de los enlaces interglicosídicos se confirm ó m ediante el espect ro 

NOESY del com puesto 3, observándose las correlaciones ent re el H-1’ de la 

xilosa y el H-3 de la aglicona, ent re el H-2’ de la xilosa y el H-1’’ de la 

quinovosa, ent re el H-4’’ de la quinovosa y el H-1’’’ de la glucosa y entre el H-

1’’’’ de la 3-O-m et ilglucosa terminal y el H-3’’’ del residuo de glucosa. 

   La configuración absoluta de los m onosacáridos de la cadena glicosídica de 

Patagonicósido B (3)  se estableció m ediante el análisis de los derivados 

obtenidos por am inación reduct iva de los m onosacáridos, de la mism a m anera 

que se realizó para el com puesto 2. 

En base a todos los datos expuestos se estableció la est ructura del com puesto 

Patagonicósido C (3)  com o 3-O- [ 6-O-SO3 Na2-3-O-m et il--D-glucopiranosil-
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(13) --D-glucopiranosil- (14) --D-quinovopiranosil- (12) -4-O-SO3Na2--D-

xilopiranosil] -holost -7-eno-3,12,17- t riol.  

Los glicósidos Patagonicósidos A (1) , B (2)  y C (3)  son los únicos ejem plos 

inform ados hasta el m om ento de holoturinas con una aglicona 7, 3,12,17-

t r ihidroxiholostano. 

 

II.4 ACTIVIDAD BIOLÓGICA 

 

 II.4.1 ACTIVIDAD CITOTÓXICA FRENTE A Artemia salina 

 

   El bioensayo de citotoxicidad que ut iliza Artemia salina era hasta hace algunos 

años el m ás em pleado en la búsqueda de com puestos citotóxicos10. 

   Artemia salina es un crustáceo que vive en ecosistem as hipersalinos con un 

período de generación relat ivam ente corto (20 días) . Los em briones 

encapsulados pueden m antenerse viables, en estado desecado, durante décadas. 

En su desarrollo at raviesan diversos estadíos naupliares o larvarios hasta llegar a 

adultos. Se los ut iliza generalm ente a las 48-72 horas de la incubación de los 

huevos cuando se encuent ran en el período de m etanauplio I . 

   Este test  ha sido ut ilizado com o prim er paso para detectar act iv idad 

ant itum oral y pest icida potencial y a pesar de que puede dar falsos posit ivos 

t iene la ventaja de no ut ilizar suero anim al y de poseer excelente correlación con 

el ensayo de citotoxicidad en células KB. 

   El ext racto m etanólico de los ejem plares A m ost ró toxicidad para larvas de 

Artemia salina con una DL50= 54,3 ppm . 

  

 II.4.2 ACTIVIDAD ANTIFÚNGICA 
 

Los com puestos Patagonicósidos A (1) , B (2)  y C (3)  y sus análogos 

desulfatados fueron evaluados frente al hongo fit opatógeno Cladosporium 

cladosporoides m ediante una técnica de bioautografía3. Se ut ilizó com o 

com puesto de referencia Benom il (C14H18N4O3) , un fungicida com ercial. Com o se 

puede observar en la Figura I I -7, los glicósidos 1-3 y sus análogos desulfatados 

m uest ran m arcadas diferencias en sus act ividades ant ifúngicas. Patagonicósido A 
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(1)  resulta considerablem ente m ás act ivo, de manera dependiente de la 

concentración, m ost rando zonas de inhibición de 10-22 mm  en las 

concentraciones probadas (5-20 µg/ punto) . Los glicósidos 2 y 3 resultaron 

m enos act ivos que 1, pero m ás act ivos que sus análogos desulfatados 2a y 3a, 

los cuales fueron inact ivos a la concent ración más baja (5 µg/ punto)  y 

débilm ente act ivos (halos de inhibición de 6 y 7 m m , respect ivamente)  a la 

m ayor concentración probada (20 µg/ punto) . Teniendo en cuenta que los 

com puestos 1 y 3 son isóm eros que difieren únicam ente en la posición de uno 

de grupos sulfato, los resultados obtenidos sugieren que, no sólo la presencia 

sino tam bién la posición de los grupos sulfato en la cadena de oligosacárido, 

juega un papel im portante en la act iv idad ant ifúngica de estos glicósidos 

t r it erpenoidales. 

 

 

 

Figura I I -7 . Actv idad ant ifúngica frente a Cladosporium cladosporoides. 

    

   El com puesto m ayoritario Patagonicósido A (1)  y su análogo desulfatado (1a)  

fueron evaluados adem ás frente a los hongos Cladosporium fulvum, Fusarium 

oxysporum y Monilla sp. (Figura I I -8) . 

    Com o se puede observar, el com puesto 1 resultó m ás act ivo que su análogo 

desulfatado frente a los t res hongos;  frente a Cladosporium fulvum y Monilla sp. 

m ost ró act ividad com parable al com puesto de referencia, al igual que frente a 
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Cladosporium cladosporoides (Figura I I -7) . En cam bio frente al hongo Fusarium 

oxysporum resultó m enos act ivo que benom il y con una act ividad com parable a 

1a. 

 
    Figura I I -8. Act iv idad ant ifúngica de 1 (Patagonicósido A)  y 1a (DS-Patagonicósido A)   frente a 

Cladosporium fulvum, Monilla sp y Fusarium oxisporum. B =  benomil 



CapítuloII-Psolus patagonicus 57 
 

II.4.3 ACTIVIDAD FRENTE A LÍNEAS CELULARES 
TUMORALES 
 

   Teniendo en cuenta que algunos glicósidos t r iterpenoidales aislados de 

holotureos inducen apoptosis en células tum orales in vitro11  e in vivo12 y que 

inyecciones de soluciones de algunos de estos com puestos producen regresión 

de tum ores en m odelos anim ales13, se decidió llevar a cabo el estudio de la 

act iv idad citotóxica y ant iproliferat iva de los Patagonicósidos A (1) , B (2)  y C (3)  

frente a líneas celulares tum orales. 

 

II-4.3.1 ACTIVIDAD ANTIPROLIFERATIVA Y CITOTÓXICA 

DEL GLICÓSIDO 1 Y SU ANÁLOGO DESULFATADO 1a 

 

   Se determ inó la act iv idad ant iproliferat iva de los com puestos 1 y 1a frente a 

las líneas celulares Hep3B (hepatocarcinom a hum ano) , MDA-MB231 (carcinom a 

m am ario hum ano)  y A549 (carcinom a de pulm ón hum ano) , según la 

m etodología descripta en la Parte experim ental. Se observó que luego de 24 

horas de incubación el porcentaje de células que sobrevivían disminuía 

gradualm ente con el incremento de la concent ración de am bos glicósidos. Los 

valores de I C50 del com puesto 1 en las líneas Hep3B, MDA-MB231 y A549 fueron 

similares (15,89, 19,62 y 15,04 µM, respect ivam ente) . El análogo desulfatado 

1a m ostró un efecto ligeram ente m ayor frente a las líneas Hep3B y MDA-MB231, 

con I C50  de 5,09 y 5,39 µM, respect ivam ente. Sin em bargo frente a la línea 

A549, la I C50 fue de 16,53 µM. Estos resultados (Figuras I I -9 a-c)  indicaron que 

los com puestos 1 y 1a son capaces de inhibir  el crecimiento de diferentes líneas 

celulares tum orales. Teniendo en cuenta que ambos glicósidos m ost raron valores 

de I C50 similares frente a la línea A549, se eligió esa línea para estudiar la acción 

biológica de am bos com puestos a niveles int racelulares. Por esta razón se 

determ inó en primer lugar la act iv idad citotóxica de los com puestos en esta 

línea, encont rándose que los valores de CC50 fueron de 44,0 µM para el 

com puesto 1 y 14,6 µM para el com puesto 1a (Figura I I -10) . 
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Figura I I -9 a-Curva dosis- respuesta de act iv idad ant iproliferat iva de los compuestos 1 y  1a frente 

a la línea celular A549.  

 

 

Figura I I -9 b-Curva dosis- respuesta de act iv idad ant iproliferat iva de los compuestos 1 y  1a frente 

a la línea celular Hep3B. 
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Figura I I -9 c-Curva dosis- respuesta de act iv idad ant iproliferat iva de los compuestos 1 y  1a frente 

a la línea celular MDA-MB231.  

      

 

Figura I I -10.Curva dosis- respuest a de act iv idad citotóxica de los compuestos 1 y  1a frente a la línea 

celular A549.  
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   Por ot ro lado, se evaluó la act iv idad ant iproliferat iva de los com puestos 2, 3 y 

sus análogos desulfatados 2a y 3a frente a las líneas celulares A549 y HeLa. Se 

observó que luego de 24 horas de incubación el porcentaje de células que 

sobrevivían dism inuía gradualmente con el increm ento de la concent ración de los 

glicósidos, al igual que para los com puestos 1 y 1a. Los valores de I C50 del 

com puesto 2 en las líneas A549 y HeLa fueron similares (9,73 y 7,94 µM, 

respect ivam ente) . El com puesto disulfatado 3 most ró un efecto ligeram ente 

m ayor frente a las líneas A549 y HeLa, con I C50  de 5,56 y 3,57 µM, 

respect ivam ente. Estos resultados m ost raron que los glicósidos 2 y 3 son 

capaces de inhibir el crecim iento de la línea celular  tum oral A549 en 

concentraciones m enores que los com puestos 1 y 1a. Al realizar los ensayos de 

act iv idad citotóxica de los com puestos en esta línea, se encont ró que el valor de 

CC50 fue 8,87 µM para el com puesto 2 y 4,04 µM para el com puesto 3. En la 

línea celular HeLa los valores de I C50 fueron 8,58 µM para el com puesto 2 y 7,94 

µM para el com puesto 3. 

  El com puesto 1a es el mism o análogo desulfatado de los com puestos 1 y 3. 

Los valores de I C50 del com puesto 2a en las líneas A549 y HeLa fueron similares 

(37,97 y 32,63 µM, respect ivam ente) . En el caso de la línea A549 el valor de 

CC50 fue 65,64   µM y en la línea HeLa 31,95 µM. 

 En las tablas I I -4 y 5 se m uestran los valores de I C50 (µM) de los glicósidos 

naturales 1-3 y sus análogos desulfatados 1a y 2a frente a la línea celular A549. 

Tabla I I - 4. Act iv idad citotóxica ( I C50)  de los compuestos 1,  1a,  2,  2a y 3 frente a la línea celular 

A549. 

Línea 

celular 

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

A549 44 (µM)  8,87 (µM) 4,04 (µM) 14,6 (µM) 65,64 

(µM)  

 

Tabla I I - 5. Act iv idad ant iproliferat iva ( IC50)  de los compuest os 1,  1a,  2,  2a y 3 frente a la línea 

celular A549.  

Línea 

celular 

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

A549 15,04 (µM)  9,73 (µM) 5,56 (µM) 16,53 (µM)  37,97 

(µM)  
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   Com o puede observarse en las tablas, los com puestos 1 y 2a resultaron 

ant iproliferat ivos a concentraciones m enores a aquellas a las que fueron 

citotóxicos. Para los ot ros dos com puestos estudiados los valores de I C50 para la 

act iv idad citotóxica fueron menores que los correspondientes para la act iv idad 

ant iproliferat iva. 

   Num erosos glicósidos t rit erpenoidales que cont ienen una cadena de 

tetrasacárido lineal han sido estudiados en cuanto a su act ividad citotóxica frente 

a líneas celulares in vitro. En part icular, los glicósidos Intercedensidos A, B, C, D, 

E, F, G y H aislados de Mensemaria intercedens8,14 y Philinopsidos A y B aislados 

de Pentacta quadrangularis15 resultaron mucho m ás citotóxicos que nuest ros 

com puestos frente a la línea celular A549, con valores de ED50 entre 0,7-1,8 

g/ m l. 

   Lo expuesto anteriormente indica que tanto la línea celular em pleada com o la 

est ructura química de los glicósidos son determinantes en las act ividades 

citotóxicas y ant iproliferat ivas de los m ism os. 

 

II-4.3.2 EFECTO DE LOS GLICÓSIDOS TRITERPENOIDALES 1 

Y 1a SOBRE LA ACTIVACIÓN DE NF-κB 

 

   El factor nuclear kappa B (NF-κB) es uno de los factores celulares 

t ranscripcionales vitales. Es una pieza clave en sistem as de respuesta rápida a 

señales ext racelulares desde el exter ior hacia el núcleo celular y cont rola y 

regula la expresión de dist intos genes. NF-κB tiene importancia en la respuesta 

inflam atoria e inmune, en el proceso de proliferación y muerte celular, en la 

replicación viral, en la producción de oxido nít rico y en la interacción ent re 

células16. 

   La act ivación o la sobreexpresión del factor NF-κB fue asociada con cáncer y 

m etástasis por el papel de este factor de t ranscripción en la regulación de la 

progresión del ciclo celular. NF-κB es importante en el desarrollo normal del ciclo 

celular e interviene en la regulación de la muerte celular. Algunos tum ores 

expresan de form a const itut iva la act ivación de NF-  κB17. 

   NF-κB responde a una gran cantidad de señales y activa también una 

im portante cant idad de genes. Es im portante tener en cuenta que NF-κB forma 

parte de la fam ilia de proteínas NF-κB/Rel que se fijan a las proteínas κB del 
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ADN. Se presenta como forma inactiva ligado a su inhibidor I kappa B (IκB) 

dentro del citoplasm a o com o form a act iva dent ro del núcleo. La act ividad del 

NF-κB depende de su localización celular. Si está en el citoplasm a se encuentra 

formando un complejo trimérico con alguno de sus inhibidores (IκB) que oculta 

sus secuencias de dest ino nuclear y es por tanto, t ranscripcionalm ente inact ivo. 

Cuando el IκB se fosforila, éste es ubiquitinilado, lo que permite su 

reconocimiento por el proteosom a que lo degrada, liberando al dímero del NF-κB 

(por ejem plo: p50/ p65)  que se t ransloca al núcleo, donde act iva a sus genes 

blanco. 

   La act ivación const itut iva de NF-κB es probable que part icipe en el crecim iento 

acelerado de una variedad de cánceres. La habilidad de NF-κB para inhibir  la 

apoptosis, así com o la capacidad para prom over la proliferación celular, hacen 

que sea un blanco at ract ivo para la terapia del cáncer 18,19. 

   Para invest igar el efecto de los com puestos 1 y 1a sobre la act ivación de NF-

κB, se agregaron soluciones de concent raciones correspondientes a las I C50 

(15,04 y 16,53 µM)  a las células A549 y se incubaron a 37 °C por períodos de 30 

m in o 2 horas. Luego del período de incubación se realizó una t inción de 

inm unofluorescencia indirecta para observar el estado de NF-κB. En las im ágenes 

obtenidas (Figura I I -11) se observó que la subunidad p65 de NF-κB aparecía en 

el núcleo de las células t ratadas. Se llevó a cabo un análisis semicuant itat ivo del 

ensayo para corroborar los resultados observados, contando 20 células por 

cam po (por duplicado) y calculando el porcentaje de t ranslocación com o el 

núm ero de células con fluorescencia en el núcleo, relat ivo al núm ero de células 

totales. 

   Am bos com puestos indujeron la act ivación de NF-κB. El 100 %  de las células 

t ratadas con el com puesto 1a m ostró la subunidad p65 en el núcleo, 

independientem ente del t iem po de t ratamiento, m ientras que las células 

t ratadas con el com puesto 1 m ost raron 100 %  de t ranslocación al ser t ratadas 

durante 2 horas y 78 %  cuando fueron t ratadas durante 30 m in. 
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A 

B C 

D 
E 

 

 

Figura I I - 11. Efecto de los compuestos 1 y  1a sobre la t ranslocación nuclear de NF-κB en células 
A549. A. Células cont rol sin t ratar. B y C. Células t ratadas con el compuesto 1 por 30 m in y 1 hora,  
respect ivamente. D y E. Células t rat adas con el compuesto 1a por 30 m in y 1 hora, respect ivamente.  

 

   Considerando que la act ividad de NF-κB se puede inducir en la m ayoría de las 

líneas celulares por t ratamiento con diferentes est ímulos, com o por ejem plo con 

TNF-α, se decidió provocar la translocación de NF-κB  en la línea celular A549 

usando esta citoquina. Para ello se agregó la m ism a al cult ivo celular y se lo 

incubó a 37°C. Se determ inó que la incubación con 10  ng/ ml de TNF-α durante 

30 m inutos suscitó la t ranslocación de NF-κB en el 100 %  de las células t ratadas. 

Resultados similares se obtuvieron cuando las células fueron incubadas 

simultáneamente con TNF-α y el compuesto 1 ó 1a. (Figura I I -12) 

   Estos resultados indicaron que am bos com puestos act ivan la v ía NF-κB y que 

ninguno de ellos inhibe la act ivación de NF-κB inducida por TNF-α. 
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Figura I I -12. Efecto de los compuestos 1 y  1a sobre la t ranslocación de NF-κB inducida por TNF-α 
células A549.  Las células fueron t ratadas con TNF-α por 30 m in y t ratadas simultáneamente o pre 
t ratadas con los compuestos..  A. Célu las cont rol t ratadas sólo con TNF-α. B. TNF-α + compuesto 1.  
C. Compuesto 1 ( 2hs)+  TNF-α. D. TNF-α + compuesto 1a .  E. Compuesto 1a ( 2hs)  +  TNF-α. 

 

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

DEGRADACIÓN DE IKBα 

   

   Debido a que la t ranslocación de NF-κB al núcleo es precedida por la 

degradación proteolítica de su inhibidor, IκBα, en el citoplasma, se decidió 

analizar si la act ivación de NF-kB por los com puestos estudiados era 

concomitante con la degradación de IκBα. 

   En prim er lugar las células A549 fueron t ratadas con los com puestos 1 y 1a en 

las concent raciones I C50, con o sin 10 ng/ ml de TNF-α, durante 30 minutos y 

posteriorm ente se exam inaron los ext ractos celulares obtenidos por Western blot  

(Figura I I -13 A) . 

   TNF-α indujo la degradación de IκBα en las células control luego de 30 min, en 

concordancia con la t ranslocación de NF-κB observada a t ravés de 

inm unofluorescencia indirecta. Así mism o, com o se esperaba, los com puestos 

estudiados provocaron la degradación de IκBα, tanto en presencia com o en 

ausencia de 10 ng/ ml de TNF-α. 

A 

B C 

D E 
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   Cuando las células fueron pret ratadas durante 2 horas con cualquiera de los 

dos com puestos, en ausencia o presencia de TNF-α, se obtuvieron los m ism os 

resultados (Figura I I -13 B) . 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura I I -13. Efecto de los los compuestos 1 y  1a sobre degradación de IκBα inducida por 
t ratam iento con TNF-α en células A549. A. Células tratadas con los compuestos con o sin 10 ng/ m l 
de  TNF-α durante 30 min. B. Células pre tratadas con los compuestos 1 y  1a y poster ior t ratam iento 
en los casos especif icados con 10 ng/ m l de  TNF-α durante 30 min. 

 

   Analizando los resultados obtenidos se puede observar que los com puestos 1 y 

1a no inhibían la t ranslocación de NF-kB al núcleo de las células A549, sino que 
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por el cont rario lo prom ovían y por consiguiente se inducía la degradación de 

IκBα.  

   Los resultados obtenidos indican que la act ividad las act ividades citotóxica y 

ant iproliferat iva de los glicósidos t riterpenoidales 1 y 1a no involucran un 

m ecanism o de acción relacionado con la inhibición de la t ranslocación al núcleo 

de NF-kB. 

 

 

II-4.4 ACTIVIDAD HEMOLÍTICA 

 

   Existen numerosos inform es sobre la act iv idad hem olít ica de glicósidos 

t r it erpenoidales provenientes del orden Dendrochirot ida20, observándose que 

esta act ividad se debe a su interacción con las m em branas celulares.  

   Los resultados de la act ividad hem olít ica de los com puestos 1 y 1a m ost raron 

que estos com puestos com enzaban a presentar act iv idad a concentraciones de 

1-3 µM y que los valores de I C50 eran de 82 µM para el com puesto 1 y 87 µM 

para el com puesto 1a. 

   Estos valores resultan inferiores a los inform ados para glicósidos 

t r it erpenoidales aislados de holotureos. Esto probablem ente esté relacionado con 

la presencia poco común de 2 grupos OH unidos en las posiciones 12 y 17 junto 

con un doble enlace en posición ∆7. 

   Estos valores resultan de im portancia, ya que nuevam ente se observa que 

estos com puestos no presentan act iv idad hem olít ica a las concent raciones que 

presentan act iv idad ant iproliferat iva.  
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CAPÍTULO III-Psolus  squamatus  

III.1  INTRODUCCIÓN. 

 

  El holotureo Psolus squamatus var. segregatus (Perr ier, 1905) 1 pertenece a la 

fam ilia Psolidae y al orden Dendrochirot ida. Present a las mism as característ icas 

m orfológicas que Psolus patagonicus, salvo el t ipo de escleritas, el tam año y su 

coloración anaranjada- roj iza, a diferencia de P. patagonicus el cual es de color 

crem a pálido a blanco. Estas diferencias pueden observarse en la Figura I I I -1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura I I I -1. En el cent ro se observa un ejemplar  de  Psolus squamatus var. segregatus,  las f lechas 

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

 

   Se recolectaron los ejem plares por buceo a una profundidad de 4-10 m  en los 

sust ratos rocosos de las I slas Bridges, Ushuaia (Tierra del Fuego) . Los 

ejem plares fueron ident ificados por la Dra. Claudia Muniain. 
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III.2 AISLAMIENTO DE METABOLITOS  

 

   Los ejem plares (15)  fueron ext raídos con EtOH, el ext racto obtenido fue 

concentrado a presión reducida y part icionado ent re MeOH: H2O 

(9: 1) / ciclohexano para separar los lípidos polares de los no polares. 

   El ext racto metanólico m ost ró act ividad ant ifúngica frente al hongo 

fit opatógeno Aspergillus niger mediante el ensayo de bioautografía2, t al com o se 

detalla en la Parte Experim ental. El fraccionamiento del ext racto se realizó 

mediante cromatografía ―flash‖ en columna seca de fase reversa utilizando H2O 

com o prim er eluyente y luego m ezclas de H2O-MeOH, con proporciones 

crecientes de MeOH y finalm ente MeOH. Las fracciones que eluyeron con MeOH 

60 %  y 70 %  contenían los glicósidos t riterpenoidales. Las fracciones fueron 

analizadas por CCD de silica gel con n-BuOH: AcOH: H2O (solvente A)  com o 

solvente de desarrollo y reveladas con una solución de p-anisaldehído. Se 

observaron 3 m anchas con Rf coincidentes con los de los glicósidos 

t r it erpenoidales aislados de Psolus patagonicus:  Patagonicósidos A (1) , B (2)  y C 

(3) . 

   La purificación final de las fracciones que contenían los glicósidos se realizó por 

crom atografía liquida de alta resolución con una columna Bondclone C18. Se 

ut ilizó com o fase m óvil CH3CN: H2O (30: 70) .   

   En la figura I I I -2 se muest ra el esquem a de aislamiento y purificación. 
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Figura I I I - 2. Aislam ient o y purif icación de glicósidos t r iterpenoidales de Psolus squamatus. 

 

I I I .3 ELUCIDACIÓN ESTRUCTURAL DE LOS GLICÓSIDOS 
AISLADOS  
 

   El com puesto m ayoritario 1 que en CCD presentó el m ism o Rf que 

Patagonicósido A (1)  fue analizado por RMN 1H en piridina-d5/ D2O (4: 1) , 

observándose las señales correspondientes a Patagonicósido A (1) 3 detalladas a 

cont inuación:  
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   A cam pos altos, las señales de los grupos met ilo de la aglicona a δ 1,91 (s), 

1,27 (s) , 1,10 (s) , 1,83 (s) , 1,27 (s) , 0,87 (d, J=6,6 Hz), δ 0,86 (d, J= 6,6 Hz) 

ppm  correspondientes a 32-CH3, 31-CH3, 30-CH3, 21-CH3, 19-CH3, 26-CH3 y 27-

CH3, respect ivam ente. 

   Las señales poco resueltas a δ 1,40-2,70 ppm corresponden a la m ontaña 

m et ilénica característ ica de las est ructuras esteroidales y t riterpenoidales. 

   A δ 4,86 ppm se observa un multiplete característico del H-12 de aquellas 

agliconas t riterpenoidales con un anillo lactónico 18(20)  que poseen un 

sust ituyente OH unido a C-12. 

   Entre δ 3,50 y 5,50 ppm se observan las señales de los protones de la cadena 

glicosídica. Las señales a δ 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 anóm ericos. 

   Un multiplete a δ 5,85 ppm  es característ ico del H-7 en glicósidos con un doble 

enlace Δ7. 

   Un doblete a δ 1,73 (d, J= 6,0)  corresponde al grupo m et ilo de quinovosa y un 

singulete a δ 3,86 indica la presencia de un grupo m etoxilo perteneciente a 3-O-

Me-glucosa. 

   El análisis del com puesto 1 por ARESI EM m ostró el ión m/z 1167,5309 [ M-

NaSO4+ H-Na] -, espectro I I I -1. Este dato, junto con los resultados del análisis 

por CCD y RMN 1H, confirm a que la est ructura del com puesto es la de 

Patagonicósido A (1)  (Figura I I I -3) . 

 

 

 
  

Espect ro I I I -1.  Espect ro ARESIEM del compuesto 1.  
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Figura I I I - 3. Est ructuras de Patagonicósidos A (1)  y  C (3) .  

   

   En cuanto a los dos com puestos m inoritarios (2 y 3)  aislados, el análisis de los 

espect ros de RMN 1H no fue tan claro debido a la escasa m asa obtenida. Si bien 

se ident if icaron algunas señales correspondientes a los glicósidos 

Patagonicósidos B (2)  y C (3) , el análisis no perm it ió asignar todas las señales, 

en part icular las correspondientes a la cadena glicosídica. 

   El análisis por ARESIEM del com puesto de m enor polaridad (2)  m ostró el ión 

m/z 1151,4991 [ M -  Na] -  correspondiente al ión pseudom olecular de 

Patagonicósido B (2)  (Figura I I I -4)  cuya fórm ula m olecular es C53H83O25SNa. 

Este resultado coincide con lo observado por CCD. 
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Figura I I I - 4. Est ructura de Patagonicósido B (2) .  

 

   El análisis del com puesto 3 por ARESI EM m ostró el ión m/z 1285,4599 [ M-Na] - 

Este dato junto con los valores de Rf en CCD y t iem po de retención en HPLC 

sugieren que la estructura de 3 coincidiría con la de Patagonicósido C (3)  de 

fórm ula m olecular C58H86O29S2Na2 ( f igura I I I -3) . 

 

   Los resultados obtenidos m uestran que, además de presentar las m ism as 

característ icas m orfológicas, Psolus patagonicus y P. squamatus presentaría la 

m ism a com posición en glicósidos t ri terpenoidales. Al com part ir  am bos holotureos 

el m ism o habitat , es probable que la biosíntesis de los glicósidos Patagonicósidos 

A, B y C esté relacionada con una dieta común a am bos organism os. 

Este dato deberá relacionarse con estudios de la dieta de estos organism os, ya 

que am bos holotureos fueron recolectados en el m ism o lugar,  para com prender 

m ás acerca de la síntesis de estos com puestos. 
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CAPÍTULO IV-Pseudocnus dubiosus leoninus 

IV.1 INTRODUCCIÓN 

 

   El holotureo Pseudocnus dubiosus leoninus (Sem per, 1867) 1 pertenece a la 

fam ilia Cucum ariidae y al orden Dendrochirot ida y no ha sido estudiado desde el 

punto de vista químico antes de este t rabajo de tesis doctoral. Los ejem plares 

fueron recolectados por buceo en m ayo de 2007 y octubre de 2009 a una 

profundidad de 5-12 m  en las cercanías de las I slas Bridges, Ushuaia, Tierra del 

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

   La ident ificación de los organism os fue realizada por la Dra. Claudia Muniain.   

 

IV.2 AISLAMIENTO DE GLICÓSIDOS TRITERPENOIDALES 

 

   Cuarenta y ocho ejemplares (38,95 g)  de P. dubiosus leoninus fueron 

hom ogeneizados en EtOH y ext raídos a tem peratura am biente. El extracto 

etanólico, una vez filt rado y evaporado hasta residuo seco, se part icionó ent re 

MeOH: H2O (9: 1) y ciclohexano para separar los lípidos polares de los no polares. 

   El ext racto metanólico m ost ró act ividad ant ifúngica frente al hongo 

Asperguillus niger m ediante el ensayo de bioautografía2. El fraccionamiento del 

extracto se realizó mediante cromatografía ―flash‖ en columna seca de fase 

reversa ut ilizando H2O com o primer eluyente, luego m ezclas de H2O-MeOH, con 

proporciones crecientes de MeOH y finalm ente MeOH. 

   Las fracciones obtenidas fueron analizadas por CCD de silica gel en el solvente 

A. Las fracciones eluidas con MeOH 60 %  y 70 %  m ost raron dos m anchas de Rf 

=  0,34 y 0,26 coincidentes con glicósidos t rit erpenoidales. Estas fracciones se 

analizaron por RMN 1H observándose señales a cam pos altos (δ 0,9-1,7 ppm ) 

característ icas de los m et ilos del esqueleto t r it erpenoidal y un grupo de señales a 

δ 3-5 ppm  correspondientes a los azúcares de la cadena glicosídica. 

   La purificación de ambas fracciones se realizó por HPLC con una columna C18 

ut ilizando com o fase m óvil MeOH: H2O (55: 45) , obteniéndose 2 glicósidos 
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t r it erpenoidales, denom inados com puestos 4 y 5. El proceso de aislamiento y 

purificación se m uest ra en la figura IV-1. 

Figura IV-1. Esquema de aislam iento y purif icación de glicósidos t r iterpenoidales de Pseudonus 

dubiosus leoninus. 

 

IV.3 ELUCIDACIÓN ESTRUCTURAL DE LOS GLICÓSIDOS 
AISLADOS 

 

   De la m ism a m anera que para los glicósidos aislados de los holotureos 

descriptos anteriorm ente, las est ructuras de los com puestos fueron 

determ inadas a part ir  de la interpretación de los datos obtenidos por m étodos 
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espect roscópicos (RMN- 1H y RMN- 13C, m ono y bidim ensional y ARESIEM)  y 

reacciones de hidrólisis ácida y derivat ización de los m onosacáridos de la cadena 

glicosídica. 

   El espect ro de RMN 1H del com puesto 4 realizado en piridina-d5/ D2O (4: 1) 

m ost ró las señales característ icas de un esqueleto t rit erpenoidal del t ipo 

holostano. 

   En el espectro de RMN 1H se observaron las señales a cam pos altos de los 

grupos m et ilo del esqueleto t rit erpenoidal:  δ 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-CH3, 

26-CH3, 30-CH3, 32-CH3, 19-CH3, 31-CH3 y 21-CH3, respect ivam ente (Espect ro 

I V-1) .   

 

 

Espect ro IV-1. Espect ro RMN 1H del compuesto 4 (pir idina-d5/ D2O).  

Las señales a δ 1,50-2,50 ppm , poco resueltas, corresponden a la m ontaña 

m et ilénica característ ica del esqueleto t rit erpenoidal. 
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   A δ 2,90 ppm se observó un singulete que integra para un protón. Esta señal 

es característ ica del H-17 en agliconas que poseen un grupo ceto en C-16 y un 

anillo lactónico 18(20) . 

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

oligosacárido, la cual será detallada m ás adelante.  

   A δ 5,76 ppm se observó una señal característ ica del H-7 en agliconas con un 

enlace olefínico 7(8) . 

   El espect ro de RMN 13C presentó señales para un enlace olefínico 7(8)  a δ 

122,7 ppm  (C-7)  y 145,1 ppm  (C-8)  y un anillo lactónico 18(20) a δ 179,7 ppm  

(C-18) y 84,4 ppm  (C-20) . El C-3 se observó a δ 89,7 ppm , valor característ ico 

en glicósidos t rit erpenoidales de holotureos debido a la glicosidación en esta 

posición. 

   A cam pos altos se observaron las señales de los m et ilos 26-CH3, 27-CH3, 30-

CH3, 32-CH3, 19-CH3, 31-CH3, 21-CH3 a δ 23,6, 23,4, 18,1, 32,9, 23,5, 29,4 y 

26,9 ppm , respect ivam ente. 

   La señal de un grupo carbonilo adicional a δ 213,6 ppm junto con la señal de 

un grupo m et ino a δ 64,5 ppm  (C-17) que correlacionaba con el singulete a δ 

2,90 ppm (H-17)  en el espect ro HSQC indicó la presencia de un grupo carbonilo 

en C-16. 

  Las señales a δ 60-106 ppm  corresponden casi exclusivam ente a los carbonos de 

los m onosacáridos presentes en la cadena glicosídica, la cual será descripta m ás 

adelante. 

   Para asignar los protones y carbonos del esqueleto t r it erpenoidal (Tabla I V-1)  se 

analizaron los datos aportados por los espect ros de RMN bidim ensionales COSY 
1H- 1H, HMBC, NOESY y TOCSY. 
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Tabla IV-1. Datos de RMN 1H y 13C  de la aglicona del glicósido 4a,b 

posición C, mult. H (J en Hz) 

1 36,7 CH2 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 24,1 CH2 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 CH2 1,95 (m), 1,71 (m) 

12 30,4 CH2 2,14, 2,34  (m) 

13 57,7 qC  

14 46,5 qC  

15 52,8 CH2 2,74 (d, 15.8), 2,57 (m)  

16             213,6 qC  

17 64,5 CH 2,90 s 

18 179,7 qC  

19 23,5 CH3 1,32 s 

20 84,4 qC  

21 26,9 CH3 1,50 s 

22 39,9 CH2                  1,72 (m), 1,87 (m) 

23 23,7 CH2 1,50 (m) 

24 40,1 CH2 1,22 (m) 

25 28,4 CH 1,57 (m) 

26 23,6 CH3 0,92 s 

27 23,4 CH3 0,90 s 

30 18,1 CH3  1,14 s 

31 29,4 CH3 1,34 s 

32 32,9 CH3 1,25 s 

a
 Datos a 500 MHz (

1
H) y 125 MHz (

13
C) en C5D5N/D2O (4:1). 

b
 Asignados por COSY 

1
H-

1
H, HMBC, HSQC, TOCSY y 

NOESY. 
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   La estereoquím ica de los cent ros quirales de la aglicona fue determinada a part ir 

del análisis del espect ro NOESY (Figura I V-2) . 
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                               Figura IV-2. Correlaciones NOESY del compuesto 4.  

 

   La señal del H-3 (δ 3,34 ppm)  m ost ró correlaciones en el espect ro NOESY con 

las señales correspondientes a 31-CH3 (δ 1,34 ppm) e H-5 (δ 1,11 ppm), 

indicando que H-3, H-5 y 31-CH3 se encuent ran en la m ism a cara de la m olécula 

() . 

   En el espect ro COSY 1H- 1H se observa la correlación ent re los met ilos 30-CH3 (δ 

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

   El m et ilo 19-CH3 (δ 1,32 ppm) que correlaciona con la señal a δ 23,5 ppm en el 

espect ro HSQC, correlaciona en el espect ro NOESY con las señales de 30-CH3 (δ 

1,14 ppm )  e H-9 (δ 3,79 ppm). Estas correlaciones permiten la asignación de los 

m etilos 19-CH3 y 30-CH3 e indican que el H-9 presenta configuración . 

   Con los datos obtenidos fue posible determ inar la est ructura de la aglicona del 

com puesto 4 com o 16-ceto-holost -7-en-3-ol (Figura IV-3) . 
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Figura IV-3. Aglicona del compuesto 4.  

 

   Antes de analizar los datos espectroscópicos referidos a la cadena glicosídica de 

4 se determ inó la ident idad y proporción de los m onosacáridos que la com ponen. 

Para ello, el glicósido 4 fue hidrolizado con ácido t rif luoroacét ico 2N a 120 °C 

durante 2 horas y los m onosacáridos libres fueron convert idos en los respect ivos 

alditoles peracet ilados y analizados por CG-EM junto con pat rones derivat izados en 

las mism as condiciones. Se determinó la presencia de quinovosa, xilosa, 3 -O-Me-

glucosa y glucosa en una relación 1: 1: 1: 1. 

   En el espectro de RMN 13C del glicósido 4 se observaron cuat ro señales 

correspondientes a carbonos anom éricos a δ 105,7, 105,6, 106,0 y 106,1 ppm, los 

cuales m ost raron correlaciones en el espect ro HSQC con las señales de los 

protones anom éricos a δ 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 espect ro I V-2). Las 

constantes de acoplam iento de los protones anom éricos corresponden a la 

configuración de los enlaces glicósidicos3. Los valores de desplazamiento químico 

de los carbonos anom éricos indican que los monosacáridos se encuent ran en su 

form a piranósica. 
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Espect ro IV-2. Sección espect ro HSQC del compuest o 4.  

   Los valores de desplazamiento quím ico de los carbonos y protones de la cadena 

glicosídica del com puesto 4 (Tabla I V-2)  se asignaron en base a los espect ros de 

RMN bidim ensionales COSY 1H- 1H, HSQC, HMBC, TOCSY y NOESY. 

   En el espect ro de RMN 1H se observó la presencia de un doblete a δ1,62 

(J= 6,1 Hz)  que correlaciona en el espect ro HSQC con la señal a δ 18,8 ppm 

correspondiente al grupo m et ilo de quinovosa. 

   El singulete a δ 3,93 ppm  que integra para t res protones y la señal a δ 61,5 

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

   En el espectro TOCSY del com puesto 4 se correlacionaron las señales de los 

protones anom éricos con las de los protones correspondientes a cada 

m onosacárido, ident if icándose los siguientes sistem as de protones:  

   H-1΄(δ 4,78 ppm) con las señales a δ 5,25, 4,08, 4,07, 3,77 y 4,70 ppm. 

   H-1 ’’ (δ 5,03 ppm) con las señales a δ 3,99, 3,52, 3,97, 3,81, 1,62 ppm . 

   H-1’’’ (δ 4,88 ppm) con las señales a δ 3,81, 4,30, 3,88, 4,36 ppm.  

   H-1‖‖ (δ 5,41 ppm) con las señales a δ 3,92, 4,22, 3,78, 4,04, 4,35 y 4,54 

ppm . 

   Las señales de los protones de cada m onosacárido se asignaron a part ir  de la 

señal del protón anom érico de cada azúcar, la cual correlacionó en el espect ro 

COSY 1H- 1H con la correspondiente a H-2:  H-1 ’/H-2 ’ (δ 4,78/ 4,08 ppm ) , H-
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1‖/H-2‖ (δ 5,03/ 3,97 ppm), H-1’’’/H-2’’’ (δ 4,88/ 3,81 ppm) e H-1‖‖/H-2‖‖ (δ 

5,41/  3,92 ppm ) . Por ot ra parte, la señal de H-3 de cada m onosacárido 

correlacionó en el espectro COSY 1H- 1H con sus protones vecinos (H-2 e H-4) , 

perm it iendo asignar la posición de estos protones en cada uno de los sistem as 

ident ificados a part ir  del espect ro TOCSY. En el espect ro NOESY se observaron 

las correlaciones ent re los H-3 de cada m onosacárido con los protones 

anom éricos y los protones unidos a C-5. De esta m anera se asignó el H-5 de 

cada m onosacárido:  H-5’ (δ 3,77, 4,70 ppm ) , H-5‖ (δ 3,81 ppm ) , H-5’’’ (δ 4,30 

ppm )  e H-5‖‖ (δ 4,04 ppm ) . 

   La señal a δ 1,62 ppm  (H-6‖), correspondiente al metilo de quinovosa, 

correlacionó en el espectro COSY 1H- 1H con la señal a δ 3,81 ppm (H-5‖). Por 

ot ro lado, la señal de C-6 ’’ (δ 18,8 ppm) asignada por HSQC, correlacionó con el 

H-5‖ en el espectro HMBC. A partir de estos datos se completó la asignación de 

las señales de la quinovosa. 

   Las correlaciones observadas en el espect ro COSY 1H- 1H ent re H-5’’’/H-6a’’’ (δ 

4,30/  4,87 ppm ) e H-5’’’/H-6b’’’ (δ 4,30/ 5,29 ppm )  com pletaron la asignación de 

las señales de la glucosa. 

   La asignación de las señales de los protones de C-6 del m onosacárido terminal 

de la cadena glicosídica se basó, al igual que en el caso de la glucosa, en las 

correlaciones observadas en el espect ro COSY 1H- 1H ent re H-5‖‖/H-6‖‖ (δ 

4,04/ 4,35 y 4,54 ppm ) . El grupo O-Me (δ 3,93/61,5 ppm) se ubicó en el C-3 (δ 

88,7 ppm ) de la glucosa term inal a part ir  del análisis de los datos de RMN 2D 

(TOCSY y HMBC) . 

 

Tabla IV-2.  Dat os de RMN 1H  y 13C  de la cadena glicosídica del compuesto 4a,b 

posición C, mult. H (J en Hz) 

1’ 105,7 CH 4,78 d (7,2) 

2’ 83,8 CH 4,08 (m) 

3’ 75,6 CH 4,07 t (8,9) 

4’ 76,6 CH 5,25 (m) 

5’             65,0 CH2 3,77 (m), 4,70 (m) 

1” 105,6 CH 5,03 d (7,8) 

2” 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 CH3 1,62, d (6,1) 

1”’ 106,0 CH 4,88 d (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 CH2 4,30 (m) 

6’’’           68,6 CH2 5,29 (m), 4,87 (m) 

1”” 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 CH2                4,35 (m), 4,54  d. a  (10,5) 

OCH3 61,5 CH3 3,93 s 

a
 Datos a 500 MHz (

1
H) y 125 MHz (

13
C) en C5D5N/D2O (4:1). 

b
 Asignados por COSY 

1
H-

1
H, HMBC, HSQC, TOCSY y 

NOESY. 

 

   La configuración absoluta de los m onosacáridos de la cadena glicosídica del 

com puesto 4 se estableció m ediante el análisis por CG-EM de los derivados 

obtenidos por am inación reduct iva del producto de hidrólisis ácida del com puesto 

y com paración con los pat rones de los m onosacáridos derivat izados de la mism a 

m anera. 

   Para obtener los derivados diastereoméricos de cada enant ióm ero, se hizo 

reaccionar cada m onosacárido pat rón de la serie D (xilosa, glucosa, 3-O-Me-

glucosa y quinovosa)  con la mezcla racémica de 1-amino-2-propanol para 

obtener las im inas correspondientes, las cuales fueron reducidas a las aminas 

diastereom éricas. Cada m onosacárido originó am bos diasteróm eros en 

cant idades equivalentes, los cuales fueron peracet ilados y analizados por CG-EM. 

   El com puesto 4 fue hidrolizado con ácido t r if luoroacét ico 2 N a 120 °C durante 

2 horas, los m onosacáridos obtenidos de la hidrólisis y cada m onosacárido 

pat rón se hicieron reaccionar con (S) -1-am ino-2-propanol. Luego de ser 

reducidos a las respect ivas am inas, cada m onosacárido (de la m ezcla y 

pat rones)  dio lugar a un único derivado que, luego de su peracet ilación, fue 

analizado por CG-EM. 
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   Com parando los resultados obtenidos con la am ina quiral (S) -1-amino-2-

propanol y con la mezcla racémica, se asignaron los t iem pos de retención para 

los azúcares de am bas series enant iom éricas, siendo los derivados producidos 

por la am ina (R)  equivalentes a aquellos producidos por el enant iómero del 

azúcar con la amina (S) . En realidad sólo son crom atográficamente equivalentes, 

ya que son enant ióm eros ent re sí. 

   Salvo la glucosa, el resto de los m onosacáridos m ost raron buena resolución. 

Los am ino alditoles acet ilados de glucosa, preparados con el amino alcohol 

racémico dieron práct icam ente una única señal en CG. 

   Por coinyección y análisis por CG-EM de cada D-m onosacárido con la mezcla 

de hidrólisis, derivat izados am bos con el (S) -1-am ino-2-propanol, se estableció 

la correspondencia de todos los m onosacáridos presentes con la serie D.  

   Las posiciones de los carbonos que part icipan de los enlaces interglicosídicos 

se establecieron a part ir  de correlaciones observadas en el espect ro NOESY ent re 

las señales de los protones anom éricos y las señales correspondientes a 

protones de ot ras unidades glicosídicas, tal como se observa en la Figura IV-4. 

 

 

 

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

   El H-1‖ correlaciona con el H-2 ’ (δ 5,03/4,08 ppm ) , el H-1 ’’’ correlaciona con 

H-4‖ (δ 4,88/3,52 ppm )  y el H-1‖‖ correlaciona con el H-3’’’ (δ 5,41/ 4,36 ppm ) . 

Los valores de H se correlacionaron en el espect ro HSQC con los valores de C y  

se asignaron como δ 83,8 ppm (C-2 ’), 87,8 ppm  (C-3’’’) y 89,1 ppm (C-4‖), los 

cuales difieren de los desplazamientos quím icos en los respect ivos 

m et ilglicósidos debido al desplazamiento a cam pos más bajos por efecto de la 

glicosidación en dichas posiciones. 
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   El espect ro de m asa de 4 obtenido por ARESI EM (m odo negat ivo)  m ost ró los 

iones a m/z 1267,5248 M-Na-, y el espect ro EM/ EM de este ión presento los 

siguientes picos:  m/z 1147,5565 M-NaSO4-Na-H-  y m/z 827,3620 M-3-O-

MeGlc-Glc-NaSO3- , espectro IV-3 A y B. 

 

Espect ro IV-3 A. Espect ro ARESIEM del compuest o 4.  

 

 

 

Espect ro IV-3 B. Espect ro ARESIEM del ión m/z 1267,5248 del compuesto 4.  

 

   En base a estos datos y los de RMN se determ inó la fórmula m olecular del 

com puesto 4 com o C54H84O28S2Na2. Este glicósido disulfatado no ha sido 

inform ado en la lit eratura y su est ructura quím ica se m uestra en la Figura IV-5. 

   En base a lo expuesto se establece que la cadena glicosídica de 4 corresponde 

a 3-O-m et il--D-glucopiranosil- (1-3) -6’’’-O-SO3Na--D-glucopiranosil- (1-4) --D-

quinovopiranosil- (1-2) -4΄-O-SO3Na--D-xilosa ident ificada previam ente en los 

glicósidos Patagonicósido A (1) , aislado de Psolus patagonicus, 
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Cucum echinósidos A y C, aislados del holotureo Cucumaria echinata4, y en 

Hem oiedem ósido A, aislado del holotureo Hemioedema spectabilis5. 

    

O

OH
OH

OCH3

CH2OH O

OH

O

OH

O

O
O

OH

OH

CH3

O

OR

O

OH

OO

4  R = SO3Na

O

CH2OR

 

 

Figura IV-5. Est ruct ura del compuesto 4.  

 

   Respecto de la estructura química del com puesto 5, su espectro ESIEM de alta 

resolución m ost ró los iones a m/z 1267,5210 [ M-Na]  y 1147, 5566 M-NaSO4-

Na-H-, los cuales coinciden con los del com puesto 4 y corresponden a la fórmula 

m olecular C54H84O28S2Na2. Por ot ra parte, el análisis por CG-EM de los alditoles 

peracet ilados de los m onosacáridos obtenidos por hidrólisis ácida del glicósido 5 

indicó la presencia de los m ism os azúcares que para el com puesto 4. Debido a la 

escasa m asa obtenida luego de la purificación del com puesto 5, no fue posible 

realizar la asignación com pleta de las señales de RMN 1H y 13C. 

   El análisis por CCD y HPLC de los com puestos 4 y 5 m ost ró que 5 es m ás 

polar que 4. Dado que am bos com puestos presentan la m ism a fórmula 

m olecular y sus cadenas glicosídicas están const ituídas por los m ism os 

m onosacáridos, am bos glicósidos son isóm eros que podrían diferenciarse en la 

posición de los grupos sulfato (al igual que los Patagonicósidos A y C) o en la 

secuencia de los m onosacáridos.  
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CAPÍTULO V-Hemioedema spectabilis 

V.1  INTRODUCCION 

 

   Este holotureo perteneciente a la familia Cucum ariidae (Ludwig 1882) 1   y al 

orden Dendrochirot ida, fue estudiado previamente en nuest ro laboratorio, 

aislándose del mism o los glicósidos t r it erpenoidales sulfatados Hem oiedem ósidos 

A (6)  y B (7) 2. Estos com puestos presentaron act iv idad ant ifúngica frente al 

hongo fit opatógeno Cladosporium cucumerinum y act ividad citotóxica frente a 

Artemia salina. 

   Estos mism os com puestos fueron aislados del holotureo Staurocucumis 

liouvillei3 recolectado en las cercanías de la I sla subantárt ica Buovet . 

   Con el propósito de aislar nuevam ente los glicósidos t rit erpenoidales para 

llevar a cabo estudios de relación est ructura – act iv idad biológica y caracter izar 

ot ros lípidos polares presentes en el organism o, se realizó una nueva recolección 

de ejem plares de H. spectabilis. 

   La recolección e ident ificación de los organism os fue realizada en agosto de 

2008 en el Golfo de San Jorge (Chubut )  por la Dra. Claudia Muniain del Inst ituto 

de Invest igación e I ngeniería Am biental de la Universidad Nacional de San 

Mart ín. Un ejem plar fue preservado en el Museo de Ciencias Naturales 

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

   Cuat ro ejem plares de Hemioedema spectabilis (111 g)  fueron diseccionados en 

su epidermis, túbulos y parte interna. La epiderm is es la piel de todo el cuerpo, 

la cual presenta espículas u osículos calcáreos en toda su superficie interna a 

modo de un ―endoesqueleto‖. La parte que denominamos interna com prendió los 

órganos digest ivo y respiratorio y las gónadas de reproducción. Con respecto a 

los túbulos, llam ados órganos de Cuvier, generalm ente son liberados cuando el 

anim al es m olestado o para inm ovilizar a una presa o depredador.  

   Se ext rajeron las t res partes con etanol y cada ext racto se concent ró a presión 

reducida y se part icionó ent re ciclohexano y MeOH: H2O (9: 1) . Los ext ractos 

m etanólicos se evaporaron hasta obtener residuos acuosos, los cuales se 

part icionaron ent re n-BuOH y H2O. 

   Los extractos n-butanólicos de cada una de las fracciones m ost raron por CCD 

de silica gel dos m anchas de Rf= 0,28 y 0,36. En los espect ros de RMN 1H de 

dichas fracciones se observaron señales a cam pos altos ( δ 0,9-1,7 ppm)  

característ icas de los m et ilos del esquelet o t r it erpenoidal y a  3-5 ppm  

correspondientes a los azúcares de los glicósidos t rit erpenoidales. Se cont inuó 

t rabajando con cada fracción por separado con el objeto de realizar un análisis 

de las concent raciones de los glicósidos t rit erpenoidales en cada una de las 

partes del organism o. 

   Se realizó el fraccionamiento de los ext ractos n-butanólicos m ediante 

crom atografía en columna seca de fase reversa, eluyendo con un gradiente de 

H2O: MeOH, desde 100 %  de H2O hasta 100 %  MeOH.  

   Se analizaron las fracciones obtenidas por CCD de silica gel y se observó que 

las fracciones eluidas con MeOH 50 %  y 60 %  contenían los glicósidos 

t r it erpenoidales.  

   El procedimiento de aislam iento y purificación se muest ra en la figura V-1. 
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Figura V-1. Esquema de aislam iento y purif icación de glicósidos t r iterpenoidales de Hemioedema 

spectabilis. 

 

   Cada fracción conteniendo los glicósidos t rit erpenoidales se analizó por HPLC 

analít ico con el propósito de determ inar la pureza de cada m ezcla. En aquellos 

casos en que se observo la presencia de ot ros com puestos dist intos de los 

Hem oiedem ósido A y B, se repurificaron las fracciones por una cartucho de fase 

reversa (SPE)  eluyendo con un gradiente H2O: MeOH, desde 100 %  de H2O hasta 

100 %  MeOH.  

  En la tabla V-1 se observa la m asa total de extracto de cada una de las partes 

obtenidas por disección del organism o y la m asa de la m ezcla de glicósidos que 

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

 
Epidermis Parte interna Túbulos 

Masa ext racto 165 m g 450 m g 90 m g 

Mezcla de 

Hem oiedem ósidos A y B 

6,1 m g 10 m g 3,5 m g 

   

   Com o se observa en la tabla, los ext ractos correspondientes a la epiderm is y a 

los túbulos cont ienen porcentajes similares de glicósidos t r it erpenoidales (3,7 y 

3,9% , respect ivamente)  m ient ras que su concent ración en la parte interna fue 

m enor (0,2% ) . 

   Dado que a part ir de la parte interna se aisló la m ayor cant idad de glicósidos, 

se cont inuó con la purificación de esta fracción con el propósito de obtener los 

com puestos puros para realizar los ensayos de act iv idad biológica. 

  La purificación final de esta fracción se realizó por crom atografía líquida de alta 

resolución con una columna Bondclone C18 ut ilizando com o fase m óvil MeOH 

50% , aislándose los com puestos Hem oidem ósidos A y B. Figura V-2. 
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                                     Figura V-2. Hemoiedemósidos A (6) , B (7)  y  6a 
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  Estos com puestos fueron analizados por ARESIEM (m odo negat ivo)  

observándose en el caso del com puesto Hem oiedem ósido A (6) , cuya fórm ula 

m olecular es C54H82O28S2Na2, el ión pseudom olecular a m/z 1265,4281 

correspondiente a [ MNaNa-Na] - y los iones a m/z 1163,4878 [ M-NaSO3-Na] - y m/z  

807,2711 [ M-3-O-MeGlc-GlcNaSO3-Na] -. En la figura V-3 se observa el espectro 

RMN 1H correspondiente a este com puesto. 

En el caso del com puesto Hem oiedem ósido B (7)  cuya fórmula m olecular es 

C54H81O31S3Na3 se observó el ión pseudom olecular m/z 1367,3665 

correspondiente a [ M3Na-Na] -.     

 

 

 

 

 

 

 

 

                   

 

                                                                                 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

                                           Figura V-3. Espect ro de RMN1H Hemoidemósido A (6) .  

 

   Los Hem oiedem ósidos A y B presentan la mism a aglicona t r it erpenoidal y la 

m ism a cadena glicosídica y difieren únicam ente en la cant idad de grupos sulfato 

unidos a los m onosacáridos. El com puesto Hem oiedem ósido A presenta dos 

grupos sulfato unidos a las unidades de xilosa y glucosa, m ient ras que el 

Hem oiedem ósido B presenta un tercer grupo sulfato unido a la 3-m etoxiglucosa. 

CH3(32) 

CH3(19) 

CH3(31) 

CH3(21) 

CH3(30) CH3(27) 
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   Teniendo en cuenta esto la porción de la cadena lateral de la glicona para 

am bos com puestos presenta los mism as señales en el espect ro de RMN 1H (  

figura V-3) donde se muest ra am pliada la zona de los m et ilos de la aglicona. 

   Con el objeto de obtener el análogo desulfatado (6a)  de am bos com puestos, 

se realizó una reacción de solvólisis sobre el com puesto m ayoritario 6 en una 

m ezcla de dioxano/ piridina a 120 º C. 

 

 

V.3 ACTIVIDAD ANTIPROLIFERATIVA Y CITÓTOXICA DE LOS 
GLICÓSIDOS TRITERPENOIDALES Y DE SU ANALOGO 
DESULFATADO 

 

   Considerando que los glicósidos t r it epenoidales Patagonicósidos A, B y C 

aislados del holotureo Psolus patagonicus presentaron act iv idad ant iproliferat iva 

y citotóxica frente a líneas celulares tum orales, se decidió evaluar las act iv idades 

de los com puestos Hem oiedem ósidos A y B con el objeto de cont inuar los 

estudios de relación est ructura-act ividad de esta clase de com puestos.  

   Se determ inó la act iv idad ant iproliferat iva de los com puestos 6, 7 y 6a frente 

a las líneas celulares A549 y HeLa. Se observó que luego de 24 horas de 

incubación el porcentaje de células que sobrevivían dism inuía gradualm ente con 

el incremento de la concent ración de los glicósidos. En la Tabla V-2 se m uestran 

los valores de I C50 para cada uno de los com puestos:  

 

Tabla V-2. 

Línea celular IC50(uM) Hemo A (6) IC50(uM) Hemo B (7) IC50(uM) Desulfatado 6a 

A549 7,43 3,16 22,78 

HeLa 9,95 2,15 13,63 

 

 

   Los valores de I C50 obtenidos m ost raron que el com puesto t risulfatado 7 fue el 

m ás act ivo frente a am bas líneas celulares. El glicósido disulfatado ( 6)  fue m ás 

act ivo que el análogo desulfatado 6a, el cual m ost ró una m ayor act iv idad 

ant iproliferat iva frente a las líneas HeLa. Estos resultados indicaron que los 
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glicósidos fueron capaces de inhibir  el crecimiento de diferentes líneas celulares 

tum orales. La act iv idad citotóxica de los com puestos se m uest ra a cont inuación:  

 

Tabla V-3. 

Línea celular IC50(uM) Hemo A (6) IC50(uM) Hemo B (7) IC50(uM)Desulfatado 6a 

A549 29.71 5.96 32.93 

HeLa 21.96 2.80 30.53 

  

   Cabe resaltar que la relación ent re act ividad citotóxica y act ividad 

ant iproliferat iva en la línea celular A549 y HeLa para los t res com puestos 

presenta resultados interesantes, ya que los com puestos inh iben la proliferación 

celular a concentraciones en las cuales aún no presentan act iv idad citotóxica. 

   Es necesario señalar que tanto la línea celular em pleada, com o la cadena 

glicosídica y la aglicona son determinantes de la act iv idad de los com puestos 

evaluados.  

 

V.4 GLICOESFINGOLÍPIDOS 

 

   Son m oléculas anfipát icas que cont ribuyen a la integridad est ructural celular y 

actúan com o mediadores en eventos biológicos com o reconocimiento, 

com unicación int racelular y desarrollo celular 5. Se caracter izan por contener t res 

unidades estructurales básicas:  una m olécula de ácido graso, una m olécula de 

esfingosina o uno de sus derivados y una o m ás unidades de m onosacáridos 

const ituyendo la parte polar. 

  La base de t ipo esfingosina o fit oesfingosina se encuent ra unida mediante su 

grupo amino por un enlace amida a un ácido graso, el cual puede ser saturado o 

insaturado. La est ructura resultante form ada por la base y el ácido graso recibe 

el nom bre de ceram ida, unidad est ructural que caracter iza a los esfingolípidos y  

que const ituye la porción lipofílica de los glicoesfingolípidos.  La unión glicosídica 

se presenta ent re el C anom érico del azúcar y el grupo hidroxilo del C-1 de la 

base, com o se observa en la figura V-4. 
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                                       Figura V-4. Est ruct ura de un glicoesfingolípido.  

   El carácter anfipát ico de estos metabolitos se debe a la unión a la ceram ida 

mediante un enlace β-glicósidico de una cadena de carbohidratos form ada por 

una o m ás unidades de m onosacáridos. 

   Los glicoesfingolípidos se clasifican en base a sus característ icas est ructurales 

en dos grupos:  

-Glicoesfingolípidos neut ros y,  

-Glicoesfingolípidos acídicos (gangliósidos) .  

   Los glicoesfingolípidos m ás sencillos son las m onohexosilceramidas neutras o 

cerebrósidos, los cuales se denominan glucocerebrósidos o galactocebrósidos, 

según presenten glucosa o galactosa com o el monosacárido un ido a la ceramida, 

respect ivam ente. Los gangliósidos const ituyen el grupo de glicoesfingolípidos 

m ás com plejos. A la porción lipofílica se une una cadena glicosídica que cont iene 

al m enos un residuo de ácido siálico (ácido N-acet ilneuramínico y sus derivados) , 

el cual le confiere carga negat iva a la m olécula a pH fisiológico.  

   Estos com puestos se encuentran am pliam ente dist r ibuidos en los organism os 

m arinos y dentro del phylum  Echinoderm ata se han aislado glicosilceram idas de 

las clases Asteroidea6,7,  Echinoidea8 y Holoturoidea9,10. 

   Las glicosilceram idas se encuent ran en los organism os m arinos form ando 

m ezclas ext rem adam ente com plejas. La com plej idad de estas m ezclas ha 

requerido la com binación de métodos extract ivos y crom atográficos para lograr 

el aislamiento de especies m oleculares. 

   Existe una diversidad de m étodos ut ilizados en la actualidad, desde el clásico 

m étodo de Folch11 que ut iliza mezclas de CHCl3: MeOH (1: 2)  y el m étodo de Bligh 

Ceram ida 
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y Dyer12, hasta ext racciones con alcoholes (MeOH y EtOH) , seguidas de 

part iciones del extracto evaporado, ent re H2O y CHCl3
9,13, o reext racción con 

tolueno14. 

   La aplicación de HPLC permit ió el estudio de m ezclas com plejas de 

cerebrósidos y la purificación de los dist intos com ponentes. Se observó15 que 

ut ilizando una columna de fase reversa C-18, de alto contenido de carbono, para 

cerebrósidos conteniendo la mism a base, el núm ero de átom os de carbono del 

ácido graso de la hexosilceram ida es determinante en el orden de elución. La 

presencia de insaturaciones o de un grupo hidroxilo en el ácido graso disminuye 

el t iem po de retención. 

   Los glucósidos eluyen antes que los galactósidos, respetando el orden de 

elución determinado por las cadenas hidrocarbonadas del ácido y la base. 

Respecto a esta últ im a, si ésta es la única variante, los derivados de la 

fit oesfingosina poseen m enor t iem po de retención que lo de esfingosina. 

   En lo que respecta a las act ividades biológicas de estos com puestos podem os 

citar num erosos ejem plos:  el cerebrósido agelasphins, aislado de la esponja 

Agelas mauritiana presenta potente act iv idad ant itum oral16, la act iv idad 

citotóxica frente a líneas celulares de cáncer de colón de bases esfingoides 

provenientes de cerebrósidos de holotureos17, act iv idad ant irpoliferat iva de 

cerebrósidos aislados de plantas18 y  act ividad citotóxica de cerebrósidos aislados 

de est rellas 19, ent re ot ras. 

 

V.4.1 CEREBRÓSIDOS AISLADOS DE HOLOTUREOS 
 

   Los holotureos son, junto con las estrellas de m ar, las dos clases del phylum 

Echinoderm ata en las cuales el núm ero de glucosilceram idas y gangliósidos 

aislados es m ás abundante. 

   Dentro de los holotureos las especies estudiadas hasta el año 2003 en cuanto 

a la presencia específica de glicosilceramidas eran Cucumaria echinata10,13, 

Pentacta australis9 , Holothuria pervicox20 y Holothuria coronopertusa21. 

   Desde esa fecha en adelante se incrementó el núm ero de holotureos 

estudiados con respecto a esta clase de m etabolitos. Las especies estudiadas 
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fueron Stichopus japonicus22, Holothuria leucospilota23 y Bohadschia argus24, 

aislándose de ellos cerebrósidos con est ructuras novedosas.  

   Las bases encont radas en glicosilceram idas aisladas de holotureos derivan de 

esfingosina y fit oesfingosina.   

   Las bases de cadena larga (―esfingoideos‖ según IUPAC) son 2-am ino 

alcoholes alifát icos de cadena larga (14 a 22 C)  que pueden considerarse 

derivados de una est ructura básica, la esfinganina o (2S,3R)-2-

aminooctadeno-1,3-diol . 

   El derivado m ás com ún en la naturaleza es la esfingosina (2S,3R,4E)-2-

amino-4--octadeno-1,3-diol o (4E)-esfing-4-enina. Las bases t ipo 

esfingosina presentan el mism o pat rón de sust itución que ésta hasta el C-5 y 

diferente longitud de cadena hidrocarbonada (17,18 y 22 C)  (Figura V-5) . 
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Figura V-5. Algunos Cerebrósidos aisaldos de holotureos.  



CapítuloV-Hemioedema spectabilis 100 
 

   La cadena hidrocarbonada de estas bases puede ser saturada t ipo anteiso, iso 

, m onoinsaturada o diinsaturada, com o se observa en la figura V-5. 

   Las glicosilceramidas aisladas de holotureos poseen ácidos grasos saturados de 

18 a 24 átom os de carbono y ácidos 2-hidroxi sust ituidos, saturados o 

m onoinsaturados, con cadenas de 15 a 24 átomos de carbono. Com o se observa 

en la figura V-6.  
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                         Figura V-6. SJC- 1 Glucocerebrósidos aislados de Stichopus japonicus 

  Hasta el año 2009 todas las glicosilceram idas aisladas de holotureos eran 

glucosilcerebrósidos. Recientem ente, se informó por pr im era vez el aislam iento 

de galactosilceramidas del holotureo Bohadschia argus24.   
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Figura V-7. Galactocerebrósidos aislados de Bohadschia argus 
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V.5 AISLAMIENTO DE CEREBRÓSIDOS  
 

   3 ejem plares de Hemioedema spectabilis (103 g)  fueron diseccionados en su 

epiderm is, túbulos y parte interna y cada fracción se ext rajo con CH2Cl2: MeOH 

(1: 2) , m ezcla ut ilizada previam ente en nuestro laborator io para el aislamiento de 

cerebrósidos de la est rella de m ar Anasterias minuta25. 

   El ext racto lipídico obtenido se fraccionó siguiendo la m etodología ut ilizada 

para la purificación de cerebrósidos del holotureo Bohadschia argus24. El ext racto 

se concent ró a presión reducida y se ext rajo con hexano. La fase m etanólico 

acuosa obtenida se ext rajo con n-BuOH y la fase de n-BuOH se concent ró y se 

part icionó ent re H2O y AcOEt / n-BuOH (3: 1) . 

   La fracción orgánica se concentró y purificó m ediante crom atografía en 

colum na de silica gel 60 G (0,063-0,200 m m) ut ilizando mezclas de 

CH2Cl2: MeOH: H2O con proporciones crecientes de MeOH y H2O y finalm ente 

MeOH com o eluyente.  Se obtuvieron m ezclas com plejas (CCD fase reversa)  de 

cerebrósidos (77,1 m g parte interna, 19,7 m g túbulos, 97,3 m g epidermis) .  

 

               

                  Figura V-8. Aislam iento y purif icación de cerebrósidos de H. spectabilis. 
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   El análisis de las m ezclas por CCD (silica gel)  m ost ró dos m anchas 

coincidentes con patrones com erciales de gluco-  y galactocerebrósidos. Un 

análisis prelim inar por RMN 2D (HSQC)  perm it ió confirm ar la presencia de 

galacto- y glucosilceramidas. 

   Se guardaron de las fracciones de parte interna y epidermis (25 m g)  de la 

m ezcla de cerebrósidos y de la fracción de túbulos (15 m g) para su análisis com o 

tal.  

   Por ot ro lado la m asa restante se purificó m ediante separación en 

crom atografía en colum na de silica gel ut ilizando com o eluyente m ezclas de 

CH2Cl2: MeOH: H2O con proporciones crecientes de MeOH y H2O y finalm ente 

MeOH com o eluyente, obteniedno de esta m anera gluco y galacto cerebrósidos 

por separado com o se observa en la Figura V-8.  

   El análisis posterior tuvo dos objet ivos:  determ inar la com posición en ácidos 

grasos, bases y m onosacáridos presentes en la m ezcla de cerebrósidos, en las 

fracciones de glucocerebrósidos y en las de galactocerebrósidos y por ot ro lado 

aislar los cerebrósidos m ayoritar ios presentes en cada fracción.  Se observó en el 

análisis de las diferentes fracciones que exist ía en todas ellas un porcentaje 

m ayor de glucocerebrósidos que de galactocerebrósidos. 

   La purificación de las mezclas se realizó por crom atografía líquida de alta 

resolución de fase reversa ut ilizando com o fase m óvil MeOH: H2O (99: 1)  y (98: 2)  

(Ver parte experim ental)  para obtener los cerebrósidos puros.  

 

V.6 ELUCIDACION ESTRUCTURAL DE CEREBROSIDOS 
 

   Com o se detalló anteriorm ente la elucidación estructural de los com ponentes 

presentes en las diferentes fracciones se llevó a cabo por un lado a part ir del  

análisis por RMN y espect rom et ría de m asa y por ot ro lado a part ir  de los 

resultados obtenidos luego de la metanólisis. 

   La espect roscopía de RMN 1H, 13C y HSQC nos permit ió corroborar la presencia 

de las glicosilceram idas detectadas por CCD y reconocer sus característ icas 

est ructurales. 
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   En prim er lugar se observa la naturaleza lípidica de estos com puestos a part ir 

de la señal intensa a H 1,25 ppm , característ ica de los protones met ilénicos de 

las cadenas hidrocarbonadas del ácido y de la base que com ponen la ceram ida. 

Esta señal correlaciona en el espectro HSQC con carbonos a C 22,9-33,5 ppm . 

   Se pudo reconocer fácilmente la presencia de m et ilos term inales (H 0,85-0,90 

ppm ) , que según su desplazam iento quím ico y m ult iplicidad permiten 

diagnost icar los t ipos de cadenas hidrocarbonadas del ácido o de la base. Las 

cadenas de t ipo normal presentan un t riplete, con J= 6,6-7,5 Hz, mientras que 

las cadenas de t ipo iso presentan un doblete con J= 6 Hz y las de t ipo anteiso se 

observan com o un mult iplete. En cuanto a los desplazam ientos de 13C de estos 

m et ilos tam bién presentan valores característ icos, las cadenas de t ipo normal 

presentan señales a C 14,0-14,5 ppm , en tanto que las cadenas iso muest ran 

señales a C 22,5-22,8  ppm  y las cadenas anteiso presentan señales a C 11,5 

ppm  (met ilo term inal)  y 19,5 ppm  (m et ilo de la ram ificación) . 

   La presencia de ácidos grasos hidroxilados se observa com o una señal a H 

3,95-4,00 ppm  correspondiente al H-2 de ácidos α-hidroxilados, que correlaciona 

en el espect ro HSQC con un carbono a C 77 ppm  aproxim adam ente. Si los 

ácidos grasos son no hidroxilados, las señales de protón de los met ilenos 

adyacentes al grupo carbonilo de la am ida se observan a H 2,10-2,20 ppm . 

   En las glicosilceramidas aisladas se observaron las señales correspondientes a 

los t res t ipos de cadenas hidrocarbonadas y las correspondientes tanto a ácidos 

grasos hidroxilados com o no hidroxilados. 
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                                       Figura V-9. RMN 1H de la mezcla de cerebrósidos de túbulos.  

 

   Las señales correspondientes a los protones anom éricos de las unidades de 

m onosacáridos se presentan com o dobletes a  4,2-4,8 ppm , con valores de J 

que perm iten determinar el t ipo de unión (α o β) y que correlacionan en el 

espect ro HSQC con señales de carbono a  103-106 ppm . La cant idad de señales 

observadas en esta zona perm ite inferir el núm ero de unidades de 

m onosacáridos de la cadena glicosídica unida a la ceramida. En el espect ro HSQC 

de la m ezcal de glicosilceram idas de H. spectabilis se pudo observa la presencia 

de dos señales correspondientes a m onosacáridos (Figura V-10) . 
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Figura V-10. HSQC de la mezcla de cerebrósidos de túbulos.  

 

   Los protones olefínicos de los dobles enlaces presentes en las glicosilceramidas 

se observan a  5,33-6,00 ppm . La m ult iplicidad de la señal de los protones 

unidos a un doble enlace aislado permite inferir  la geom et ría del doble enlace. La 

presencia de un t riplete indica una configuración Z m ient ras que un mult iplete 

indica una configuración E26. El espectro de RMN 13C aporta datos sobre la 

geom et ría de los dobles enlaces aislados, ya que los valores de los m et ilenos 

vecinos a carbonos olefínicos se encuent ran a cam pos m ás bajos cuando el doble 

enlace t iene configuración E ( 32,0-34,0 ppm)  y a cam pos m ás altos cuando 

t iene configuración Z ( 27,5-29,0 ppm ) 27. En los espectros de RMN de nuest ras 
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m ezclas de esfingolípidos se observaron varias señales correspondientes a 

dobles enlaces, los cuales pueden pertenecer tanto a la base com o a los ácidos 

grasos. A part ir  del análisis de los espect ros HSQC y COSY podem os postular que 

existen bases con 3 dobles enlaces y ácidos grasos m onoinsaturados, pero 

t ratándose de una mezcla de esfingolípidos no fue posible asignar las est ructuras 

de los m ism os. Estos datos se corroboran por el análisis de los productos de la 

m etánolisis.  

   La señal que se observa a cam pos m ás bajos, un doblete a  7,0-8,5 ppm  (J= 9 

Hz)  intercam biable con D2O, corresponde al H am ídico.   

   El perfil de los espect ros de RMN 1H de la m ezcla de gluco-  y 

galactocerebrósidos de todas las fracciones (epiderm is, parte interna y túbulos) , 

no presentaron diferencias claras, los espectros obtenidos fueron muy similares, 

por ellos se realizó la descripción del mism o para la m ezcla de cerebrósidos.  

   Una vez establecidas las característ icas generales de las glicosilceramidas sin 

derivat izar, se procedió a la elucidación est ructural de los diferentes unidades:  la 

o las unidades de m onosacáridos, las bases y los ácidos grasos. 

   Para la obtención de cada uno de estos componentes se ut iliza el m étodo de 

Gaver y Sweeley28, el cual consiste en la m etanólisis del cerebrósido en medio 

ácido para dar los ésteres m et ílicos de los ácidos grasos, el m et ilglicósido del 

m onosacárido y la m ezcla de las bases libres ( figura V-11) . 
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Figura V-11.  



CapítuloV-Hemioedema spectabilis 107 
 

   La m ezcla de ésteres m et ílicos de los ácidos grasos se separó de la mezcla de 

reacción mediante part ición ent re ciclohexano y agua para el posterior análisis 

de la fase orgánica por CG-EM. Previo a ésto, se determinó su poder rotatorio y 

el signo negat ivo del mism o sugirió la configuración R para los α-hidroxiácidos 

presentes por com paración con el valor reportado en la lit eratura29. 

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

larga en la fase orgánica y el met ilglicósido en la fase acusosa.  

   La fase orgánica (AcOEt ) , conteniendo las bases libres, se concentró a presión 

reducida y el residuo fue acet ilado con anhídrido acét ico en piridina. Las bases 

acet iladas se purificaron mediante crom atografía en columna de silica gel y  se 

analizaron por CG-EM.  

   El m et ilglicósido fue hidrolizado, reducido y peracet ilado para su análisis por 

CG-EM por coinyección con pat rones de glucosa y galactosa t ratados en las 

m ism as condiciones. 

   

V-6.1 ANÁLISIS DE LOS ÁCIDOS GRASOS 
 

   El análisis por CG-EM de las mezclas de ésteres m etílicos de los ácidos grasos 

de los cerebrósidos de las fracciones de epiderm is, túbulos y parte interna 

m ost raron la presencia de ácidos grasos saturados, insaturados y 2-hidroxilados. 

   Es posible diferenciar por EM los ácidos grasos no sust ituidos, los cuales 

producen el ión m/z 74, t ipo Mc Lafferty, de los 2-OH ácidos, que no dan este 

ión. 

   La posición del doble enlace en los ácidos grasos m onoinsaturados se 

determ inó mediante análisis por CG-EM de los derivados obtenidos por adición 

de dim et ildisulfuro (DMDS) 30. 

   En la tabla V-2 se indican los ácidos grasos ident ificados en las m ezclas de 

cerebrósidos aisladas de las diferentes fracciones de H. spectabilis. 

   Los ácidos grasos presentes en las fracciones de epidermis, túbulos y parte 

interna fueron los mism os, la diferencia se encont ró en los porcentajes de cada 
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ácido en las dist intas fracciones;  estos datos no se analizaron con profundidad ya 

que se consideró que no eran relevantes para este t rabajo de tesis. 

Tabla V-4.Ésteres met ílicos de ácidos grasos de cerebrósidos.  

ÁCI DOS 

GRASOS 

Mezcla de gluco-  y 

galactocerebrósidos 

Glucocerebrósidos Galactocerebrósidos 

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-OH 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-OH x x -  

24: 1 x x -  

24: 0 x x -  

23: 0-2-OH x x -  

24: 1-2-OH x x -  
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24: 0-2-OH x x -  

25: 0-2-OH x x -  

26: 0-2-OH x x x 

X=  se observaron, -=  no se observaron.  

 

   Hasta la fecha com o se m encionó anteriorm ente los únicos galactocerebrósidos 

aislados de holotureos fueron los aislados de B.argus,  en estos se encont raron 

los siguientes ácidos grasos: C21: 0 (heneicosanoico)  C22: 0 (docosanoico)   y 

C23: 0 ( t r icosanoico)   y  el ácido 2-hidroxitet racosenoico de m et ilo C24: 1-2-OH.  

   Teniendo en cuenta estos datos es la prim era vez que se reporta la presencia 

de los ácidos grasos C14: 0, C16: 0, C17: 0, C18: 0, C19: 0 para 

galactocerebrósidos y el ácido graso 2-hidroxi sust ituido C26: 0-2-OH para gluco-  

y galactocerebrósidos aislados de un holotureo. 

 
 
V.6.2 BASES 
 
   Las bases acet iladas se analizaron por CG-EM. Las bases acet iladas de las 

galactosilceram idas no pudieron ser ident ificadas ya que luego de la m etanólisis 

y la purificación se obtuvo m uy poca m asa, la cual al ser analizada por CG-EM 

m ost ró algunos picos de muy baja intensidad que no se dist inguían bien del 

ruido del espect ro. 

   En cuanto al análisis por CG-EM de las bases de las fracciones de las m ezclas 

de cerebrósidos y las de glucosilceramidas, en todos los casos los iones 

m oleculares m ost raron muy baja abundancia y fue posible asignar las 

est ructuras en base a los iones provenientes de las sucesivas pérdidas de los 

grupos acet ilo. Las bases ident if icadas en las m ezclas fueron las mism as que se 

encont raron en la fracción de glucocerebrósidos. 

   Se lograron ident if icar las siguientes bases:   
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AcO

OAc

NH
Ac

CH3

335

144

43

59

153

326

99

380

223

256

 

[ M] + = 479 

[ M-99-60-60] + = 260 

[ M-153-144-59] + = 123 

   El ión a m/z 256 corresponde a la ruptura ent re C-6/ C-7, en posición β con 

respecto al doble enlace a 4. 

 

AcO

OAc

NH
Ac

CH3

321

144

43

59

139

326

85

380  

 

[ M] + = 465 

[ M-60] + = 405 

[ M-153-144-59] + = 123 
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144

43
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V.6.3 MONOSACÁRIDOS 

 

   Para determinar la ident idad de los m et ilglicósidos que se encont raban en la 

fracción acuosa, se llevó a cabo la hidrólisis de los mism os y su conversión en 

alditoles para su posterior acet ilación y análisis por CG-EM junto a los test igos de 

D-glucosa y D-galactosa preparados en las mism as condiciones. Se observó la 

presencia de am bos m onosacáridos en los cerebrósidos de este holotureo. 

   La configuración absoluta de la glucosa de la m uest ra se determinó ut ilizando 

el m étodo de Hara31 que consiste en la reacción de glucosa con el clorhidrato del 

éster m etílico de la L-cisteína para form ar el derivado de t iazolidina figura V-12.   

 

n=  2, 3, 4, 5 

No se pudo definir el 
t ipo de base iso, anteiso 

o normal. 

[ M] + = 397      

[ M-59] + = 338 

[ M-43-59] + = 295 

[ M] + = 411     

[ M-256] + = 155 

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

[ M] + = 439    

[ M-256] + = 183 

[ M-43-59] + = 337 

[ M] + = 397      

[ M-59] + = 338 

[ M-43-59] + = 295 



CapítuloV-Hemioedema spectabilis 112 
 

 

OH

OH

OH

OH

OH

Cl-

SH

COOCH3H3N

H

 

                                      

Piridina

 

OH

S

N

H

OH

OHOH OH

H

COOCH3

H
S

N

H

AcO

H

COOCH3

H

AcO AcO AcO

AcO
Ac2O /Piridina

 

Figura V-12.  

    

   Si bien el clorhidrato del éster m et ílico de la L-cisteína es un producto 

com ercial, al m om ento de realizar estos estudios no se encont raba disponible en 

el m ercado, por lo cual se sintet izó en el laborator io (Ver parte Experim ental)  

según la siguiente reacción:  

 

 

 

 

 

 

 

   Por ot ro lado, se obtuvieron los derivados de t iazolidina de pat rones de D-  y L-

glucosa. Los derivados acet ilados se analizaron por CG, siendo el t iem po de 

            

                                     

 

                           Figura V-13. Síntesis del clorhidrato del éster met ílico de L-cisteína 
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retención del derivado de t iazolidina de la m uest ra el mism o que el 

correspondiente a la D-glucosa.  

   En cuanto a la configuración absoluta de la galactosa, teniendo en cuenta que 

el confórmero L es de costo m uy elevado y que existe ot ra técnica para 

determ inar la configuración de la galactosa, se estableció la m ism a m ediante el 

análisis del der ivado obtenido por am inación reduct iva del m onosacárido (Ver 

Parte Experim ental) . Determ inando por esta técnica la presencia de D-galactosa 

en los cerebrósidos aislados. 

 

V.7 PURIFICACIÓN DE MEZCLAS DE CEREBRÓSIDOS 

  

 Teniendo en cuenta la experiencia de nuest ro laborator io en el aislam iento de 

cerebrósidos32,33 m ediante HPLC ut ilizando una colum na C-18 con alto contenido 

de carbono (Ver parte experimental) , se ut ilizó ésta para obtener los 

com ponentes m ayoritar ios puros. La fases m óviles empleadas fueron MeOH: H2O 

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

 Lam entablem ente, no se logró obtener ningún cerebrósido puro, ya que cuando 

se analizaron m ediante RMN las dist intas fracciones obtenidas por HPLC se 

observó que todas ellas presentaban m ás de un com ponente.  

  Las mezclas m enos com plejas fueron analizadas por RMN y espect rom et ría de 

m asa y fueron finalm ente som et idas a metanólisis con el próposito de análizar la 

com posición de bases, ácidos grasos y m onosacáridos presentes en las mism as.  

 

 V.7.1 CARACTERIZACIÓN ESTRUCTURAL DE LAS 
FRACCIONES PURIFICADAS POR HPLC  
 

  Se detalla a cont inuación el análisis de las fracciones m ás puras obtenidas 

luego de la purificación por HPLC con MeOH: H20 (98: 2)  de la mezcla de 

glucocerebrósidos de la fracción de epiderm is. No fue posible repurificar estas 

fracciones debido a la escasa m asa obtenida (0,7-1,8 m g) . 

  Se llevó a cabo el análisis de las fracciones H14 (1,2 m g)  y H16 (1,5 m g) , ya 

que fueron las que m ost raron espect ros de RMN 1H m ás claros, aunque se 
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notaba que no tenían un solo com ponente. A cont inuación se detallan en la tabla 

V-5, los iones observados al analizar estas m uest ras por ARESIEM.  

En la tabla x se observan los datos obtenidos a partir del análisis por ESI en modo (-) y (+) de   

Tabla V-5. Datos ARESIEM ( modo posit ivo y negat ivo)  de las fracciones H14 y H16. tATax 

Fracción H14 Fracción 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 realizó la m etanólisis de las fracciones H14 y H16 para ident if icar los 

com ponentes de los cerebrósidos m ediante el m ism o procedimiento descr ipto 

anter iorm ente. 

   Las m ezclas de los ésteres m et ílicos de los ácidos grasos se analizaron por CG-

EM, ident if icándose los ácidos grasos que se indican en la tabla V-6. 
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Tabla V-6.Ésteres met ílicos de ácidos grasos de las fracciones H14 y H16.  

ÁCI DOS 

GRASOS 

H14 H16 

22: 0 x -  

23: 0 x X 

22: 0-2-OH x X 

22: 1 x -  

23: 1-2-OH x X 

24: 1 x X 

24: 0 x X 

23: 0-2-OH -  X 

24: 1-2-OH x X 

24: 0-2-OH x X 

25: 0-2-OH -  X 

26: 0-2-OH -  X 

 

   El m onosacárido fue ident ificado com o glucosa a part ir  del análisis por CG-EM 

del alditol peracet ilado junto con los correspondientes derivados de glucosa y 

galactosa. 

   No fue posible proponer estructuras para estas fracciones debido a que el 

análisis de las bases presentes en las mism as no se pudo realizar por que fue 

m uy escasa la m asa obtenida. Sin em bargo si es interesante destacar que es la 

pr im era vez que se inform a para un holotureo la presencia de un 

glucocerebrósido que presenta el ácido graso 26: 0 –2-OH. 
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V.8  ACTIVIDAD ANTIPROLIFERATIVA Y CITÓTOXICA DE 
LOS GLICOESFINGOLÍPIDOS. 
 

   Considerando los datos bibliográficos sobre la act ividad de estos com puestos 

frente a líneas celulares17,18 se realizaron ensayos de act ividad citotóxica y 

ant iproliferat iva de lo m ism os frente a la línea A549 (carcinom a de pu lm ón 

hum ano) . 

   Se llevaron a cabo los ensayos de act ividad citotóxica y ant iproliferat iva con 

las m ezclas de gluco-  y galactocerebrósidos y adem ás se realizaron los ensayos 

con las fracciones correspondientes a glucocerebrósidos y por ot ro lado 

galactocerebrósidos de la fracción de epiderm is. 

   Debido a que se t rabajó con m ezclas de compuestos no se puede expresar en 

cant idades cuant itat ivas los resultados obtenidos, si podem os m encionar que las 

m ezclas resultaron act ivas en el orden de 30 uM y por ot ro lado cabe rem arcar 

que los galactocerebrósidos resultaron m ás act ivos que los glucocerebrósidos.  

   En cuanto a estos resultados no se encont raron datos en la bibliografía que 

hicieran referencia a la relación est ructura act iv idad ent re gluco y 

galactocerebrósidos, sin em bargo en este punto es im portante tener en cuenta 

que estas m ezclas no sólo se diferencian en los m onosacáridos que las 

com ponen, sino que tam bién existen diferencias en cuanto a las bases y ácidos 

grasos presentes en las m ism as. 

   En la bibliografía existen reportes sobre la select iv idad de glucosilceramidas, 

m ost rando que esta clase de com puestos no m uest ran  citotoxicidad frente a 

líneas celulares norm ales, este es un dato que los postula com o posibles agentes 

ant itum orales, por ello se considera que debe cont inuarse con el estudio de la 

relación est ructura act iv idad de esta clase de com puestos, ya que hasta la fecha 

no existen datos específicos sobre en cuanto a la relación est ructura act iv idad.   
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CAPÍTULO VI-Athyonidium chilensis 

VI.1 INTRODUCCION 

 

   Athyonidium chilensis pertenece al orden Dendrochirot ida y a la familia 

Cucum ariidae. Es la especie de holotureo de mayor tam año de Chile1 y una de 

las m ás abundantes dent ro de las 74 especies de holotureos existentes a lo largo 

de la costa chilena2. Tiene gran im portancia com ercial, ya que es exportado por 

Chile com o especie com est ible3. Para evitar la sobreexplotación de A. chilensis 

de los bancos naturales, se encuentra en desarrollo un proyecto de cult ivo en el 

sur de Chile4. 

   Este holotureo se encuent ra generalm ente enterrado en el subst rato arenoso-

rocoso del interm areal y del subm areal somero. Posee un cuerpo blanquecino-

grisáceo y cilíndrico, con pies am bulacrales presentes en la pared del cuerpo. Su 

tam año puede alcanzar hasta 20 cm  de longitud total. Presenta 5 pares de 

tentáculos ramificados de color negro, la corona de tentáculos se encuentra 

expuesta y con ella se alim enta de restos de m acroalgas e invertebrados del 

fondo m arino5. La form a y el color de los tentáculos sem ejan algas. El resto del 

cuerpo se encuentra enterrado en el sust rato y t iene form a de saco alargado. 

   Athyonidium chilensis es un filt rador no select ivo y su acción es de gran 

im portancia debido a la depredación de larvas, el pastoreo de algas, la filt ración 

del plancton y el reciclaje de part ículas orgánicas.  

   Existe un inform e6 en la lit eratura sobre la presencia en A. chilensis de una 

toxina, denom inada holotur ina, a la cual se le asigna la función de inhibi r  el 

establecimiento de ot ros organism os m arinos en su cercanía, aunque se propone 

que tam bién podría ser ut ilizada com o una señal de alerta. Pero hasta el 

m om ento no se encont ró en la lit eratura ninguna publicación donde se describa 

el aislamiento y la caracterización química de esta toxina. 

   A pesar de su im portancia com ercial, A. chilensis no ha sido estudiado desde el 

punto de vista quím ico. En este t rabajo se inform a por pr im era vez el 

aislam iento y la caracterización de com puestos polares de este holotureo. 

   Los ejem plares fueron recolectados en abril de 2001 en el sedim ento 

interm areal de Las Cruces, Chile (33 29 44 S, 71 37 30 W) , e ident if icados por la 
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Dra. Claudia Muniain del Inst ituto de I nvest igación e I ngeniería Am biental de la 

Universidad Nacional de San Mart ín. Un ejem plar se encuent ra depositado en el 

Museo de Ciencias Naturales ―Bernardino Rivadavia‖, Buenos Aires. (MACN N° 

37461)  

 

VI.2 AISLAMIENTO DE METABOLITOS 

 

   Los ejem plares de A. chilensis fueron diseccionados en su epiderm is, par te 

interna y túbulos. Con el objet ivo de aislar los glicósidos t r it erpenoidales de este 

organism o, se ext rajeron las t res partes con etanol y éste se evaporó a presión 

reducida. Luego, los ext ractos acuosos rem anentes fueron percolados a t ravés 

de una columna de Am berlit e XAD-2, lavando con agua dest ilada hasta 

elim inación de las sales, indicada por la reacción negat iva de cloruros al ensayar 

el eluido con solución de AgNO3 0,1 N. Los compuestos orgánicos se recuperaron 

por elución con MeOH. 

   El eluido m etanólico se concentró y se part icionó ent re ciclohexano y 

MeOH: H2O (9: 1) , para separar los lípidos polares (LP)  en la fase m etanólica de 

los no polares (LNP)  en la fase de ciclohexano. Luego el ext racto m etanólico se 

evaporó y el residuo obtenido se part icionó ent re n-BuOH-H2O, para elim inar 

restos de sales. En la tabla VI -1 se indican las m asas obtenidas de cada t ipo de 

lípidos. 

 

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

Parte del organism o LNP LP 

Parte I nterna 0,39 g 2,5 g 

Epidermis 1,5 g 2,15 g 

Túbulos 1,86 g 10 g 

 

   Los lípidos polares (LP)  fueron los com ponentes m ayoritarios de los ext ractos 

etanólicos de las t res partes del organism o. Los contenidos de LP de la parte 

interna y de túbulos fueron 6,4 y 5,6 veces superiores, respect ivam ente, a los 
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lípidos no polares (LNP) . En la epiderm is, el contenido de LP resultó ser 1,4 

veces superior al contenido de LNP. 

   A cont inuación, se evaluó la act ividad ant ifúngica m ediante técnica de 

autobiografía7 frente al hongo Aspergillus niger de las fracciones de lípidos 

polares, observándose act ividad ant ifúngica en los ext ractos butanólicos de las 

t res partes. En la figura VI -1 se observan los resultados obtenidos, los mism os 

m uest ran que las t res fracciones resultaron act ivas frente al hongo estudiado, 

siendo la fracción correspondiente a parte interna la que presento m ayor 

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

 

 

                Figura VI -1. Act iv idad ant igúngica de LP frente a Aspergillus niger.  

 

   Se purificó cada ext racto butanólico m ediante crom atografía en colum na de 

silica gel 60 G (0,063-0,200 m m ) ut ilizando com o solventes de elución m ezclas 

de CH2Cl2: MeOH: H2O con proporciones crecientes de MeOH y H2O y finalm ente 

MeOH com o eluyente. Las fracciones eluidas con CH2Cl2: MeOH: H2O (6,5: 3,5: 4)  

resultaron ser las de m ayor m asa y fueron evaluadas en su act ividad ant ifúngica 

frente a los hongos Aspergillus niger, A. parasiticus y A. flavus. Se seleccionaron 

las fracciones act ivas de las t res partes del organism o para cont inuar con su 

estudio. El análisis por RMN 1H y 13C de estas fracciones m ost ró que las señales 

característ icas de glicósidos t r it erpenoidales eran minoritarias y que 
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predom inaban las correspondientes a lípidos com o com ponentes m ayoritarios de 

las m ezclas. 

   El análisis de las fracciones por CCD frente a pat rones com erciales de 

fosfolípidos ( fosfat idilcolina, fosfat idilser ina, fosfat idiletanolam ina y 

lisofosfat idilcolina)  junto con los datos de RMN, en part icular de 31P, confirm ó la 

presencia de fosfolípidos. 

   Las mezclas fueron repurificadas por Sephadex LH 60 y LH 20 ut ilizando 

MeOH: H2O (2: 1)  y MeOH, respect ivamente com o eluyentes, con el propósito de 

aislar los glicósidos t r it erpenoidales minoritar ios y los fosfolípidos m ayoritarios. 

Las pr im eras fracciones en eluir  contenían fosfolípidos m ient ras que en las 

últ im as se encont raban los glicósidos t riterpenoidales. Se realizaron ensayos de 

act iv idad ant ifúngica de las diferentes fracciones frente al hongo Aspergillus 

niger, resultando act ivas aquellas fracciones que contenían los glicósidos 

t r it erpenoidales, en cambio las que tenían m ezclas de fosfolípidos no m ost raron 

halos de inhibición.  

   Tal com o se había observado en el análisis por RMN, las fracciones 

correspondientes a fosfolípidos resultaron ser  las m ayoritar ias, observándose en 

este holotureo una m uy baja proporción de glicósidos t rit erpenoidales. Teniendo 

en cuenta que estos últ im os suelen caracterizarse por su toxicidad8, se considera 

que esta com posición estaría de acuerdo con el consum o hum ano de este 

organism o m arino. 

   La purificación de las fracciones de fosfolípidos se realizó por crom atografía en 

capa preparat iva (CHCl3: MeOH: AcOH: H2O (25: 15: 4: 2) ) ;  para la ext racción de 

los com puestos de la silica se ut ilizó MeOH: CHCl3 (99: 1) . Se aislaron los 

fosfolípidos fosfat idilcolina, fosfat idilserina y lisofosfat idilcolina. 

   Para purificar las fracciones conteniendo glicósidos t r it erpenoidales y 

fosfolípidos se realizó una cromatografía ―flash‖ en columna seca de fase 

reversa, ut ilizando H2O com o primer eluyente y luego m ezclas de MeOH-H2O, 

con proporciones crecientes de MeOH y finalm ente MeOH. Los fosfolípidos 

quedaban retenidos en la fase reversa m ientras que los glicósidos 

t r it erpenoidales eran eluidos con m ezclas de H2O: MeOH (40: 60, 50: 50 y 60: 40) . 

El análisis de las fracciones conteniendo glicósidos t rit erpenoidales por CCD de 

fase norm al ut ilizando n-BuOH: AcOH: H2O (12: 3: 5)  com o solvente de desarrollo 

m ost ró que se t rataba de mezclas com plejas. Se realizaron sucesivas 
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purificaciones por HPLC preparat ivo con una colum na Bondclone C18 ut ilizando 

com o fases m óviles MeOH: H2O (50: 50;  60: 40)  y CH3CN: H2O (30: 70) . Se 

analizaron por RMN aquellas fracciones que se obtuvieron com o un único pico 

por HPLC, pero debido a la escasa m asa obtenida no fue posible determinar la 

est ructura de los glicósidos t r it erpenoidales;  ot ras fracciones presentaban 

m ezclas de glicósidos. 

   Se seleccionó una de las fracciones que presentaba un único pico por HPLC y 

cuyo espectro de RMN 1H presentaba señales característ icas de glicósidos 

t r it erpenoidales para realizar ensayos de act iv idad citotóxica y ant iproliferat iva 

frente a la línea celular tum oral A549. La fracción resultó citotóxica a una 

concentración de (I C50)  9,97 µg/ ml y m ostró act iv idad ant iproliferat iva a 10,13 

µg/ m l. 

   Dado que no fue posible obtener ningún glicósido t r it erpenoidal puro con m asa 

suficiente para su elucidación est ructural, se juntaron todas aquellas fracciones 

provenientes de las purificaciones por HPLC para realizar una nueva purificacción 

por crom atogafía en capa preparat iva de fase reversa, ut ilizando com o solvente 

de desarrollo CH3CN: H2O (75: 25) . Se obtuvieron 5 fracciones (P1 a P5) . Las 

fracciones P2 y P3  m ost raron una sola m ancha al ser analizadas por CCD en 

fase norm al (n-BuOH: AcOH: H2O). Los espect ros de RMN 1H de estas fracciones 

presentaron señales a cam pos altos (δ 0,9-1,7 ppm )  característ icas de los 

m et ilos del esqueleto t r it erpenoidal y señales ent re 3 y 5 ppm  correspondientes 

a los azúcares de la cadena glicosídica. Sólo la fracción P2 m ost ró un espectro 

que sugería la presencia de un com puesto puro. Sin em bargo debido a la escasa 

m asa obtenida no fue posible elucidar las est ructuras de estos com puestos por 

RMN. 

   A cont inuación se seleccionó la fracción P2 para realizar estudios de 

espect rom et ría de m asa. En el espect ro de m asa ARESIEM en m odo negat ivo se 

observaron los iones m/z 1349,6775, 1327,6956, 1259,5405, 1213,5412, 

1113,4830, ent re ot ros de m enor intensidad. El análisis por EM/ EM del ión de 

m/z 1327,6956 rindió los iones m/z 1157,4328, 997,3923 y 783,2797. Por ot ro 

lado el espect ro EM/ EM del ión m/z 997 m ostró el ión m/z 937,8177 y el ión m/z 

835,3405. 

    El análisis por  EM/ EM del ión m/z 1113 dió el ión 951,4212 el cual podría 

corresponer a la pérdida de una unidad de glucosa [ 1113 - Glc] - y el ión 

851,3338 el cual podría corresponer a la pérdida de una glucosa y un grupo 
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sulfato  [ 1113-  Glc-NaSO3+  2H-Na] -, adem ás de los iones de m/z 997,3933 y 

1159,4403. Si bien estas asignaciones corroboran la presencia de glicósidos 

t r it erpenoidales en las fracciones purificadas, no son suficientes para elucidar la 

est ructura quím ica de los glicósidos. 

 

VI.2.1 FOSFOLÍPIDOS 
 

   Estos com puestos pertenecen a la fam ilia de lípidos com plejos junto con 

glicolípidos y esfingolípidos, tom ando com o referencia la clasificación descripta 

por Chirst ie9. En los fosfolípidos uno de los hidroxilos pr im arios del glicerol, en 

lugar de estar sust ituido por un ácido graso (com o en el caso de los 

t r iglicéridos) , se encuent ra ester if icado por el ácido fosfór ico, el cual const ituye 

la cabeza polar de la m olécula y puede a su vez ser esterif icado por dist intos 

alcoholes. Los ácidos grasos que ester if ican los ot ros dos hidroxilos del glicerol 

const ituyen la cola no polar y se caracter izan por tener un núm ero par de 

carbonos comprendido entre 16 y 24. Los ácidos grasos t ienen una dist r ibución 

característ ica en los fosfolípidos, generalm ente se encuent ra en la posición sn-1 

un ácido graso saturado y en la posicón sn-2 un ácido graso insaturado. 

   El fosfolípido m ás sencillo es el ácido fosfat ídico (AP) , el cual no cont iene 

ningún grupo esterif icando al ácido fosfórico.  

                                                                   

   En cuanto a los fosfolípidos m ás abundantes en la naturaleza, éstos son la 

fosfat idiletanolamina (PE)  y la fosfat idilcolina ( PC) , en los cuales los grupos que 

esterifican al ácido fosfór ico son los am inoalcoholes etanolam ina y colina, 

respect ivam ente. A cont inuación se m uestran las estructuras de estos 

fosfolípidos, junto con fosfat idilser ina (PS) , en la cual el grupo que ester i f ica al 

ácido fosfórico es la serina y lisofosfat idilcolina (LPC)  la cual corresponde a la 

fosfat idilcolina que no se encuent ra esterificada en la posición 2.      

Ácido fosfatídico 
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              Fosfatidilcolina (PC)                      Fosfatidiletanolamina (PE) 

 

                                                                                    

 

         

             Fosfatidilserina (PS)                                  Lisofosfatidilcolina  

 

   Los plasm alógenos son fosfoglicéridos en los que el glicerol fosfato t iene unido 

en el C-1, mediante un enlace t ipo éter, un alcohol de cadena larga. 

Com únm ente, la parte polar de los plasm alógenos es etanolam ina, colina o 

ser ina.  
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                             Plasmalógeno de Fosfatidilcolina 

   Los fosfolípidos son los principales com ponentes de las m em branas y proveen 

una fuente de derivados de lípidos que actúan com o segundos m ensajeros, com o 

por ejem plo los inositolfosfatos y diacilgliceroles, los cuales están im plicados en 

la regulación de diferentes funciones celulares incluida ent re ellas la 

proliferación10. Adem ás, esta clase de lípidos const ituye una fuente im portante 

de ácidos grasos n-3 poliinsaturados (PUFA) , que son beneficiosos para la 

salud11,12. Así mism o los fosfolípidos t ienen aplicaciones industr iales en 

alim entos, cosm ét ica, productos de agricultura y farm acéut icos13.  

   Si bien los fosfolípidos son los com ponentes lipídicos m ayoritarios en algunas 

especies de holotureos, const ituyendo ent re el 69-95 %  de los lípidos totales14, 

existen pocas publicaciones sobre el estudio de fosfolípidos en estos 

equinoderm os15-18.  

 

 

VI.2.1.1 CARACTERIZACIÓN DE FOSFOLÍPIDOS 
 

   Se realizó el análisis por CCD en 1 y 2 dim ensiones de las fracciones de 

fosfolípidos y de los fosfolípidos purificados por placa preparat iva. Por 

com paración con estándares com erciales de PC, PE, PS, PI , esfingom ielina, liso 

PC y cardiolipina se determinó la presencia de PC, PS y liso PC en las fracciones 

de Parte interna, epiderm is y túbulos analizadas.  
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   Con el propósito de corroborar los datos obtenidos m ediante CCD se realizó un 

análisis por RMN 13C y 1H de la m ezcla de fosfolípidos sin purificar de cada parte 

del organism o. 

   El espectro de RMN 13C de las m ezclas de fosfolípidos m ost ró señales 

característ icas de PC10, presentando una señal a δC 54,21 ppm , característ ica del 

grupo m et ilo unido a nit rógeno ( -N(CH3) 3) , una señal a δC 59,40 ppm 

correspondiente al m et ileno unido a nit rógeno ( -CH2N-)  y ot ra a δC 66,22 ppm 

correspondiente a un m et ileno unido a oxígeno ( -CH2O-) . Estas señales son 

caracter ist icas para PC y permiten diferenciar la de ot ros fosfolípidos, por ejem plo 

el carbono del grupo -CH2N- de PE presenta un δC entre 40,39 y 40,44 ppm , el 

cual no fue observado en los espect ros de RMN 13C de las m ezclas de fosfolípidos 

aisladas de A. chilensis. En el espectro de RMN 1H se observó la señal 

correspondiente a los grupos m et ilo de -N(CH3) 3  com o un singulete a δH 3,49 

ppm . 

   Se analizaron y com pararon los espect ros de RMN 1H y de 13C de las fracciones 

de fosfolípidos aisladas de Parte interna, túbulos y epidermis, observándose en 

todos ellos las señales correspodientes a fosfat idilcolina, figura. VI -2. 
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Figura VI -2. Espect ro de RMN 13C de mezcla de fosfolípidos de la fracción de túbulos.  

 

VI.2.2 ÁCIDOS GRASOS 
  

   Dentro de los ácidos grasos, el estudio de los ácidos poliinsaturados (PUFA)  es 

el que ha despertado m ayor interés en los últ im os años, ya que las enzim as 

hum anas involucradas en la síntesis de ácidos grasos no pueden int roducir sit ios 

insaturados m as allá de C-9 y por lo tanto no pueden sintet izar los ácidos 

linoleico (18:2 Δ9,12) o linolénico (18:3 Δ9,12,15) , entre ot ros. Estos ácidos grasos 

deben obtenerse a part ir  de la dieta y por este m ot ivo se los llam a ácidos 

grasos esenciales. El ácido linoleico es especialm ente im portante porque es 

necesario para la síntesis del ácido araquidónico (20:4 Δ5,8,11,14) , el cual es el 

precursor de los eicosanoides (prostaglandinas, t rom boxanos y leucot rienos) 19,20.  

Por consiguiente, las personas que no consumen grasas en su dieta presentan 

problem as de crecimiento, m ala cicat rización y derm at it is. El ácido linoleico es 

http://themedicalbiochemistrypage.org/spanish/eicosanoids-sp.html
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adem ás un const ituyente de los esfingolípidos de las células epidérmicas, las 

cuales funcionan com o una barrera im permeable al agua en la piel.  

   Dentro de los n-3 PUFA existen 3 ácidos de marcada importancia: ácido α-

linolénico (ALA), ácido eicosapentaenoico (EPA) y ácido docosahexaenoico (DHA) . 

ALA es t ransform ado, una vez ingerido, en EPA y DHA com o se muest ra en la 

figura VI -3. 

 

Figura VI -3. Ruta metabólica del ácido linoleico.  

elongasa 

http://themedicalbiochemistrypage.org/spanish/sphingolipids-sp.html
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Los fosfolípidos de la m ayoria de los organismos m arinos, incluidos crustáceos, 

m oluscos, holotureos y peces, entre ot ros, son r icos en PUFA, especialm ente los 

pertenecientes a la famila de ácidos grasos n-321-23.  

   En cuanto a la com posición de ácidos grasos de holotureos, éstos adem ás de 

presentar altas proporciones de PUFA, en algunas especies cont ienen ácidos 

grasos de cadena im par, tales com o ácidos ram ificados de C15: 0 y C17: 0. 

Teniendo en cuenta que estos ácidos grasos im pares son m arcadores 

bacterianos22,23 que se encuentran en los sedim entos del lecho m arino com o 

derivados de m icroorganism os24 y que el det r itus es el m ayor com ponente de la 

dieta de los holotureos25, se ha propuesto que este t ipo de ácidos grasos 

proviene de la dieta23 y de una buena asimilación en los tej idos14. 

 

VI.2.2.1 CARACTERIZACIÓN DE ÁCIDOS GRASOS  
 

   Considerando la relevancia que t ienen las funciones biológicas de los ácidos 

grasos y teniendo en cuenta que Athyonidium chilensis es una especie de 

im portancia com ercial, se llevó a cabo la caracterización de los ácidos grasos 

presentes en los lípidos del invertebrado. 

   Se prepararon los ésteres m et ílicos de los ácidos grasos (FAMEs)  de la fracción  

de lípidos no polares, de lípidos polares totales y de fosfolípidos m ediante el 

t ratam iento de las muest ras con cloruro de acet ilo en metanol durante 2 horas a 

70 °C (Ver Parte Experim ental) . Se eligió este proc edim iento en m edio ácido, ya 

que los enlaces am ida presentes en esfingolípidos no son t ransester if icados en 

m edio básico9. Por ot ro lado, los aldehídos derivados de plasm alógenos no son 

liberados en condiciones básicas. 

   Los FAMEs así obtenidos se purificaron por crom atografía en columna de 

silicagel, ut ilizando com o eluyente un gradiente se solventes com enzando con 

ciclohexano 100 %  hasta una m ezcla de ciclohexano: acetona 50 % . Las 

fracciones eluidas se analizaron por CCD de silicagel con ciclohexano: acetona 

(70: 30) , revelando con H2SO4 10%  en EtOH. Los ésteres m etílicos purificados (Rf 

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

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

separación por crom atografía gaseosa de los derivados de ácidos grasos es el  
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núm ero de átom os de carbono de la cadena, eluyendo en prim era instancia los 

de m enor tam año. 

   La presencia de insaturaciones dism inuye el t iem po de retención, 

observándose que un m ayor núm ero de ellas incrementará la diferencia en el 

t iem po de retención respecto del derivado del ácido saturado, mient ras que la 

presencia de grupos hidroxilo aum enta el t iem po de retención respecto del ácido 

no sust ituido. Es im portante tener en cuenta que la descripción respecto a los 

t iem pos de elución depende del relleno de la columna;  los datos detallados en el 

parráfo anter ior están referidos a la columna em pleada en este t rabajo de tesis 

doctoral para el análisis de los ésteres m etílicos de los ácidos grasos. 

   El espect ro de m asa de los FAMEs muest ra pérdidas de 31 um a, característ ica 

de la pérdida del grupo m etoxilo y que origina el ion [ M-31] +  ( ion acilio) , un 

segundo ion diagnóst ico es la pérdida de la fracción alquílica a part ir de la 

porción acilo, produciendo el fragm ento [ CH3-O-C= O] +  (m/z 59)  que, aunque de 

m enor intensidad, es característ ico de los ésteres m et ílicos. 

   Es posible diferenciar los ácidos grasos no sust ituidos, los cuales producen el 

ión m/z 74, t ipo Mc Laffert y, de los 2-OH ácidos, que no dan ese ión. 

   Cuando el ácido graso se encuent ra insaturado, es posible determinar la 

posición de la insaturación a part ir  del análisis del espect ro de m asa del derivado 

dim et il disufuro29 del éster m et ílico del ácido graso. Se t rata de un método 

sencillo y rápido que permite detectar los compuestos insaturados en cant idades 

del orden de ng. Los espect ros de m asa presentan fragm entos or iginados por la 

ruptura del doble enlace derivat izado. Generalmente el fragmento terminal da un 

ión de alta abundancia relat iva, siendo en m uchos casos el pico base del 

espect ro. El ión m olecular es poco abundante. En la figura VI -4 se observa el 

espect ro de m asa del derivado dim et il disulfuro del ácido 18: 1 (n -9) . Si bien esta 

m etodología permite determ inar la posición del doble enlace, no permite 

diferenciar los isóm eros E y Z, ya que sus espect ros de m asa son similares. 
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 Figura VI -4. Espect ro de masa del derivado dimet il disulfuro del éster met ílico del ácido 18: 1 (n-9) .  

   Si bien las m ezclas de ácidos grasos obtenidos de todas las fracciones de 

lípidos de este holotureo presentaron una composición com pleja, se logró una 

buena resolución de los diferentes FAMES (figura VI -5)y la ident ificación de cada 

uno de ellos a t ravés de su espectro de m asa. En el caso de los ácidos linoleico, 

araquidónico y DHA, la ident if icación se confirmó por com paración con patrones 

com erciales. 
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Figura VI -5. A. Cromatograma de los FAMEs de fosfolípidos de epiderm is. B detalle de la región 

recuadrada en el cromatogram a.  
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   El análisis de los FAMEs por CG-EM perm it ió ident if icar la presencia de 

aldehídos de cadena larga, los cuales no se encuentran generalm ente en form a 

libre sino que están incluidos en lípidos com plejos en la form a de vinil -éteres 

form ando plasm alógenos (p.ej . plasm alógenos de fosfat idilcolina y 

fosfat idiletanolamina) . En estos lípidos, el C-1 del glicerol está unido a la cadena 

carbonada a t ravés de un enlace vinil-éter [ –C–O–C= C–] , el cual es sensible al 

t ratam iento ácido y genera aldehídos de cadena larga que en presencia de 

m etanol form an dimet ilacetales (DMA)  figura VI -6. 

 

 

H2C O
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H2C O
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O CH2CH2N(CH3)3

CH CH R

RCOO CH3(CH2)n HC

OCH3

OCH3

75

H+/MeOH
RCOOCH3

 

Figura VI -6. Hidrólisis de plasmalógenos.  

   Uno de los picos del espectro de m asa que perm iten la ident if icación de los 

DMA provenientes de aldehídos es el ión correspondiente a [ M-  31] + , 

característ ico de la pérdida de un grupo m etoxilo. Así mism o resulta 

característ ico para estos com puestos el ión de m/z 75 que corresponde a 

[ CH(OCH3) 2] + .   

 

VI.2.2.1.1 ÁCIDOS GRASOS DE LÍPIDOS NO POLARES 
 

   En la tabla VI -2 se observan los ácidos grasos ident ificados en las fracciones 

de lípidos no polares de túbulos, parte interna y epiderm is. 
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Tabla VI -2. Ésteres met íl icos de ácidos grasos de lípidos no polares.  

Ácidos grasos Túbulos 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
a
 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
a
 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
a
 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
a
 - 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
a
 - 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 

α OH ϮϮ:Ϭ - - 4.51 ± 0.4 

α OH Ϯϯ:Ϭ - - 3.20 ± 0.4 

α OH Ϯϰ:ϭ - - 8.60 ± 0.3 

SAFA
b
 58.26 69.39  47.04  

MUFA
c
 33.73 23.97 46.90 

PUFA
d
 7.97 6.42 5.39 

 a)  ram ificados, b)  ácidos grasos saturados, c)  ácidos grasos monoinsaturados, d)  ácidos grasos 

poliinsaturados.  

 

   Se ident ificaron 18 ácidos grasos en los lípidos no polares de túbulos, 29 en la 

fracción de la parte interna y 36 en la epidermis. Los ácidos m ayoritarios fueron 

los ácidos grasos saturados (SFAs) , los cuales corresponden al 58,26%  del total 

de ácidos grasos en túbulos y al 69,39%  en la parte interna. En la epidermis el 

porcentaje de SFAs fue de 47,04% , valor muy cercano a la proporción de ácidos 

grasos m onoinsaturados (MUFAs)  (46.9% ) . Dent ro de los ácidos saturados el 

ácido palmít ico (16: 0)  resultó ser el m ayoritar io en la fracción de túbulos, 

correspondiendo al 22,40%  del total de ácidos grasos, seguido por los ácidos 
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m iríst ico (14: 0)  (15,50% )  y esteárico (18: 0)  (7,49% ) . El ácido esteárico fue el 

m ayoritario en la parte interna (14,25% )  y en la epidermis (10,69% ) . Los ácidos 

palmít ico y miríst ico se encont raron en 11,23%  y 8,72% , respect ivam ente en la 

fracción de LNP de la parte interna. 

   Los pr incipales MUFAs en la fracción de túbulos fueron los ácidos 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 ácido palm itoleico presentes en las fracciones de parte interna 

(4,34% )  y epidermis (2,05% )  fueron m enores que en túbulos. El ácido C18: 1 n -

7 resultó ser el m ayoritario de los ácidos m onoinsaturados (8,11% )  en la 

fracción de parte interna. Los MUFAs en la epiderm is corresponden al 46,9%  del 

total de ácidos grasos ident if icados y dent ro de ellos los ácidos pr incipales 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% ) . 

 

   Los ácidos grasos insaturados (PUFAs)  comprendieron el 7,97% , 6,42%  y 

5,39%  del total de los ácidos grasos de túbulos, parte interna y epidermis, 

respect ivam ente. El ácido C20: 2 n-6 correspondió al 3,93%  en la fracción de 

túbulos, seguido en porcentaje por los ácidos araquidónico(AA)  (C20: 4 n -6) 

(1,12% )  y eicosapentanoico (EPA)  (C20: 5 n-3)  (2,92% ) . En la parte interna y la 

epiderm is sólo se ident ificaron los ácidos AA (2,73 y 0,85% ) y EPA (2,71 y 

0,68% ) . 



CapítuloVI-Athyonidium chilensis 140 
 

   Los ácidos grasos ram ificados representaron el 7,46% , 19%  y 10,43%  en 

túbulos, parte interna y epidermis, respect ivamente, junto con los ácidos grasos 

de cadena im par saturados SFAs (15: 0, 17: 0 y 19: 0) , característ icos de 

bacterias25. Considerando que el detr ito es parte de la dieta de A. chilensis1, es 

fact ible que los ácidos grasos ramificados y de cadena im par tengan un origen 

dietar io. 

 

VI.2.2.1.2 ÁCIDOS GRASOS DE LÍPIDOS POLARES Y 
FOSFOLÍPIDOS 
 

   En la tabla VI -3 se observa la com posición de los ácidos grasos de lípidos 

polares y fosfolípidos de túbulos, parte interna y epidermis de A. chilensis. 

 

Tabla VI -3. Ésteres met íl icos de ácidos grasos de lípidos polares y fosfolípidos.  

  Lípidos Polares Fosfolípidos 

Ácidos 

grasos 
Túbulos Parte Interna Epidermis Túbulos Parte Interna Epidermis 

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
a
 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
a
 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
a
 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
a
 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 3.01 ± 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 4.77 ± 0.1 8.08 ± 0.05 10.22 ± 0.1 7.42 ± 0.3 15.38 ± 0.1 

18:1(n-7) - 0.37 ± 0.03 - - - - 

18:2(n-6) 0.69 ± 0.04 1.06 ± 0.1 1.80 ± 0.04 - 1.79 ± 0.1 2.49 ± 0.1 

19:0 0.70 ± 0.2 3.06 ± 0.01 1.97 ± 0.06 1.61 ± 0.08 4.74 ± 0.3 1.03 ± 0.03 

19:0 br
a
 - 1.04 ± 0.05 1.29 ± 0.05 - 3.66 ± 0.2 0.88± 0.01 

19:1(n-9) 0.98 ± 0.01 1.14 ± 0.01 1.26 ± 0.02 1.51 ± 0.06 1.91 ± 0.1 - 

20:0 1.61 ± 0.04 1.53 ± 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 7.59 ± 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 1.22 ± 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 2.56 ±  0.2 1.36 ± 0.03 - - 1.07 ± 0.03 

20:4(n-6) 6.27 ± 0.1 2.02 ± 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 1.85 ± 0.15 6.1 ± 0.03 2.01 ± 0.03 1.55 ± 0.05 5.92 ± 0.05 

21:0 0.74 ± 0.1 0.82 ± 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 0.76 ± 0.1 0.55 ± 0.08 0.82 ± 0.07 0.91 ± 0.1 1.02 ± 0.1 

22:0  0.38 ± 0.06 2.34 ± 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 0.12 ± 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 2.62 ± 0.04 0.60 ± 0.02 - 2.69 ± 0.06 0.73 ± 0.05 

22:2 (n-6) 1.84 ± 0.04 0.69 ± 0.1 - 1.01 ± 0.06 - - 

22:6 (n-3) 1.55 ± 0.2 0.65 ± 0.02 - - 0.75 ±  0.1 - 

23:0 0.71 ± 0.1 0.39 ± 0.1 1.3 ± 0.03 1.02 ± 0.07 3.02 ± 0.36 - 

23:1(n-9) 0.83 ± 0.01 2.26 ± 0.2 2.08 ± 0.05 0.56 ± 0.05 3.91 ±  0.1 2.54± 0.04 

23:1(n-7) -  0.27 ± 0.2       -   - -       -      

24:0 0.38 ± 0.08 0.57 ± 0.1 0.47 ± 0.06 1.48 ± 0.06 - - 

24:1(n-9) 1.37 ± 0.02 3.68 ± 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 - - 

αOH ϭϱ:Ϭ 0.27 ± 0.01 - - 0.98 ± 0.05 - - 

αOH ϭϲ:Ϭ 0.32 ± 0.1 - - 0.78 ± 0.01 - - 

αOH ϭ8:Ϭ 0.37 ± 0.2 - - - - - 

αOH ϮϮ:Ϭ 0.1 ± 0.1 - - 0.65 ± 0.02 - - 

SAFA
b 

39.06 57.49 42.01 47.02  48.75 35.37 

MUFA
c
 34.74 32.18 27.34 32.29  41.99 37.94 

PUFA
d
 23.17 8.83 21.16 15.53  5.93 19.18 

Heptadeca--

nal 
0.70 ± 0.08 0.81 ± 0.1 0.75  ± 0.1 1.07 ± 0.06 0.90 ± 0.12 0.61 ± 0.01 

Octadeca---

nal 
2.02 ± 0.04 0.71±  0.1 6.51 ±  0.1 3.00 ± 0.05 2.10 ± 0.12 5.09 ± 0.01 

Nonadeca---

nal 
  2.01 ± 0.03 0.94 ± 0.01  1.61 ± 0.1 

a)  ram ificados, b)  ácidos grasos saturados, c)  ácidos grasos monoinsaturados, d)  ácidos grasos 
poliinsaturados.  

 

   El perfil de ácidos grasos de la fracción de lípidos polares es similar al de los 

fosfolípidos. Al igual que para los lípidos no polares los SAFAs son predominantes 

en túbulos (47,02% ) y en la parte interna (48,75% ) , m ient ras que en la fracción 

de fosfolípidos de epiderm is los MUFAs se encont raron en un porcentaje algo 

superior (37,94% )  a los SFAs (35,37% ) . EL ácido esteárico fue el predom inat e 

en las t res fracciones (14,18% -15,56% -15,43% ) , seguido por el ácido palmit ico 

en la fracción de túbulos (8,67% ) . 

   En los fosfolípidos de túbulos el m ayor porcentaje de MUFAs corresponde a 

C18: 1 n-9 (10,22% )  y C20: 1 n-9 (12,16% ) , seguidos por un porcentaje m enor 

de los ácidos C18: 1 n-11 (2,17% )  y palm itoleico (1,21% ) . El ácido C18: 1 n-11 

(10,78% )  fue el ácido insaturado m ayoritar io en la part e interna, seguido por 

C18: 1 n-9 (7,42% ) , C20: 1 n-9 (4,94% ) y ácido palm itoleico (2,52% ) . La 

epiderm is m ost ró un alto contenido de ácido C18: 1 n-9 (15,38% )  junto con los 

ácidos 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 lípidos polares y fosfolípidos de túbulos y epidermis m ost raron m ayor 

porcentaje de PUFAs (15,53-19,18% )  com parando con el porcentaje de estos en 

los lípidos no polares (7,97-5,39% ) . Los pr incipales PUFAs en LP y fosfolípidos de 

túbulos 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 m ayorit arios en epidermis, com o se 

observa en las figuras. 

 

 

   En la fracción de lípidos polares de túbulos se encont raron 4 ácidos grasos 2 -

hydroxilados (C15h: 0, C16h: 0, C18h: 0 and C22h: 0) . Estos ácidos grasos son 

com ponentes com unes en esfingolípidos aislados de equinoderm os com o se 

detalló en el capítulo V. Por ot ro lado, ácidos grasos 2 -hidroxilados fueron 

previam ente inform ados en los fosfolípidos del holotureo Holothuria mexicana15. 

   En las fracciones de lípidos polares y fosfolípidos, se ident ificaron t res 

aldehídos. Heptadecanal (17: 0) fue ident ificado en bajas proporciones en las 

fracciones de túbulos (0,7-1,07% ) , parte interna (0,81-0,9% )  y epidermis (0,75-

0,61% ) . Octadecanal (18: 0)  resultó m ás abundante en LP (6,51% )  y fosfolípidos 

(5,09% )  de epiderm is. Nonadecanal (19: 0)  se ident ificó en fosfolípidos de 

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

   Los perfiles de los ácidos grasos de cadena ram ificada en LP y fosfolípidos 

fueron similares a los encont rados en los lípidos no polares, excepto en el caso 
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de los ácidos grasos ramificados de la parte interna que se encontraron en 

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

 

 

   Finalm ente analizando la com posición general de ácidos grasos de lípidos de 

Athyonidium chilensis, se observa que la proporción de PUFA es infer ior a la de 

MUFA y SAFA. Esta m ism a característ ica se observó en el holotureo 

Onierophanta mutabilis15. Sin em bargo, en ot ros holotureos estudiados la 

proporción de PUFA fue m ayor que las de SAFA y MUFA30-32.  

   Considerando que este holotureo es com est ible es importante el aporte 

realizado en este t rabajo de tesis respecto de su com posición quím ica. El alto 

contenido en fosfolípidos de A. chilensis muest ra el valor nutr it ivo de este 

holotureo com est ible. Por otra parte, el conocimiento de la composición en 

ácidos grasos de estos lípidos polares es im portante desde el punto de vista 

nut ricional y un factor a tener en cuenta en la conservación del organism o previo 

a su consum o. 
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CAPÍTULO VII-PARTE EXPERIMENTAL 

VII. INSTRUMENTAL, MATERIALES Y METODOLOGÍAS 
UTILIZADAS 

 

VII.1. INSTRUMENTAL UTILIZADO EN LA IDENTIFICACIÓN Y 

ELUCIDACIÓN ESTRUCTURAL. 

   Los poderes rotatorios de los compuestos se determinaron en un polarím et ro 

Perkin Elm er 343 ut ilizando una lám para de sodio ( (ʄ= 589 nm ) , en m icroceldas 

de 1 dm  de longitud a t em peratura am biente, con el solvente y concentración 

especificada en cada caso. 

   Patagonicósido B [α]20
D=  -40,6 (c=  0,16, piridina)  

   Patagonicósido C [α]20
D=  -16,9 (c=  0,36, MeOH) 

   DS-Patagonicósido B [α]20
D=  -26,74 (c=  0,1) 

   Los espect ros de RMN 1H y RMN 13C fueron realizados a 500 y 125 MHz, 

respect ivam ente en un espect róm et ro Bruker AM-500, em pleando com o 

solventes deuterados los especificados en cada caso. 

   Los desplazam ientos químicos se expresan en la escala δ, en ppm  respecto de 

la resonancia del tet ram et ilsilano (TMS) ut ilizado com o referencia interna (0,00 

ppm )  o en su defecto la señal correpondiente al solvente ut ilizado, com o el pico 

cent ral del mult iplete del metanol a 3,30 ppm  y 49,0 ppm  (RMN- 1H y RMN 13C, 

respect ivam ente)  o el pico cent ral del t riplete de la pir idina a 7,65 ppm  y 136 

ppm  (RMN- 1H y RMN 13C, respect ivam ente) .  Las constantes de acoplam iento ( J)  

se expresan en Hz. Los experim entos de RMN-2D fueron adquiridos ut ilizando 

secuencias de pulsos estándar. 

   Los espect ros de m asa de alta resolución con ionización por elect rospray 

(ARESIEM/ EM)  fueron realizados en un equipo Bruker MicroOTOF QI I , (Biller ica, 

USA) , (UMYMFOR, FCEN, UBA) .  

   Para el análisis cualitat ivo de las m ezclas de cerebrósidos y Hem oiedem ósidos 

A y B se ut ilizó un crom atógrafo líquido de alta resolución que consta de un 

sistem a Gilson 506C, con una bom ba cuaternaria m odelo 322 Gilson, un detector 
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de arreglo de diodos m odelo 170 HP (200-400 nm )  operado en serie con un 

software de sistem a unipoint , con inyector m anual del t ipo Rheodyne. Para las 

separaciones y purificaciones de com puestos se ut ilizó un crom atógrafo Spectra 

Physics equipado con una bom ba Spect ra Series P100 y un inyector m anual 

Rheodyne. Los com puestos fueron detectados m ediante un detector de índice de 

refracción Shodex RI -71 y un detector U.V. Micromerit ics m odelo 787. Las 

colum nas ut ilizadas fueron:   

 Bondclone C-18 (Phenom enex)  tam año de part ícula 10 µm ( longitud 30 

cm  x 21,2 m m  d.i.)  con precolumna Bondclone C-18 (Phenom enex) 

tam año de part ícula 10 µm  ( longitud 10 cm x 21,2 m m d.i.) . 

 Bondclone C-18 (Phenom enex)  tam año de part ícula 10 µm  ( longuitud 30 

cm  x 7,8 mm  d.i.)  con precolum na Bondclone C-18 (Phenom enex) 

tam año de part ícula 10 µm  ( longitud 5 cm  x 7,8 m m d.i.) .  

 Bondclone C-18 (Phenom enex)  t am año de part ícula 10 µm  ( longuitud 30 

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

 Ult racarb ODS-20 5 µm , (Phenom enex)  longitud 25 cm  x 10 mm  d.i.  

 Ult racarb ODS-20 5 µm , (Phenom enex)  longitud 25 cm  x 4,6 mm  d.i. 

Los solventes ut ilizados en todos los casos fueron calidad HPLC, filt rados al 

vacío antes de su ut ilización y desgasificados. Se ut ilizaron soluciones acuosas 

con dist intos porcentajes de MeOH y CH3CN según se especificó en cada caso. 

 

   Los crom atógrafos gaseosos ut ilizados en esta tesis fueron:  un 

crom atógrafo gaseoso Hewlet t  Packard 5890A,  un crom atógrafo Hewlet t  Packard 

5890 acoplado a un espectróm et ro de m asa TRI O-2 VG y un crom atógrafo 

Shim azdu acoplado a un espect róm et ro de m asa QP5050. Las columnas 

capilares ut ilizadas fueron:   

 Ut ra-2 ( longitud 50 m , 0,25 m m  d.i. y 0,2 5 µm  de espesor de fase 

líquida) para el análisis de los ésteres m et ílicos de los ácidos grasos y los 

derivados DMDS de los ésteres m etílicos de los ácidos grasos. 

Condiciones:   

T inicial:  100 °C. 

T final:  280 °C  
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Ram pa:  5 °C/ m inuto. 

Luego isóterm ica a 280 °C, 10 m inutos. 

T inyector:  280 °C. 

T detector:  280 °C. 

 Ut ra-2 ( longitud 50 m , 0,25 m m  d.i. y 0,2 5 µm  de espesor de fase 

líquida)  para el análisis de los m onosacáridoss peracet ilados y los 1 -

desoxi-1- (2-hidroxipropilamino) alditoles. 

Condiciones:   

T inicial:  180 °C. 

T final:  250 °C  

Ram pa:  4 °C/ m inuto, hasta 220 °C (2 m in) 

Luego  ram pa 1 °C/ m inuto hasta 250 °C, 10 m inutos. 

T inyector:  280 °C. 

T detector:  280 °C. 

 

 CP-SI L 5 CB ( long. 50 m  )  para el análisis de las bases acet iladas de las 

glicosilceram idas. 

Condiciones:   

T inicial:  100 °C-  Tiem po=  1 m inuto. 

T final:  290 °C.  

Ram pa:  10 °C/ minuto. 

Tiem po:  10 m inutos. 

T inyector:  280 °C. 

T detector:  280 °C. 
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VII.2. MÉTODOS Y MATERIALES UTILIZADOS EN LOS 
PROCESOS EXTRACTIVOS Y DE PURIFICACIÓN. 

 

 En todos los casos se realizó la ext racción con EtOH, t res veces a 

tem peratura am biente y durante 24 hs cada vez, salvo en la extracción de las 

glicoesfingolípidos en la que se ut ilizó la m ezcla MeOH-CH2Cl2 (2: 1) . 

Los ext ractos fueron concent rados hasta residuo seco o siruposo  y 

fraccionados m ediante procesos separat ivos.   

Durante los procesos de separación y purificación se ut ilizaron diversas 

técnicas crom atográficas com o:  Crom atografía en capa delgada (CCD) , 

Cromatografía en columna (CC), Cromatografía ―flash‖ en columna seca, 

Crom atografía líquida de alta resolución (HPLC) , Crom atografía gas- líquido (CG) . 

 

a) Crom atografía en capa delgada  

Se em plearon las siguientes placas crom atográficas:  

 Silicagel 60 F254 sobre hojas de alum inio (Merck) , espesor:  0,2 m m , con 

indicador de fluorescencia a 254 nm . 

 Silicagel de fase reversa C18 sobre hojas de alum inio (Merck) , espesor:  

0,2 m m , con indicador de fluorescencia a 254 nm . 

 

 

b) Crom atografía en CCD preparat iva 

Se em plearon las m ism as crom atoplacas que en el caso de CCD y adem ás  se 

ut ilizaron crom atoplacas con zona de concent ración de Silicagel 60 F254 

(Merck) . 

 

Los sistem as de solventes ut ilizados en CCD y CCD preparat iva en fase norm al 

fueron:  

A. n-BuOH: AcOH: H2O (12: 3: 5) 

B. Ciclohexano: acetona (70: 30)  

C. MeOH: AcOH: H2O (15: 4: 2)  

D. CHCl3: MeOH: NH4OH (65: 35: 5)  
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E. CHCl3: MeOH: H2O (25: 10: 1) 

F. CHCl3: MeOH: AcOH (65: 25: 8)  

G. CHCl3: MeOH: AcOH: H2O (25: 15: 4: 2)  

H. CHCl3: MeOH: NH4OH (13: 5: 1)  

I . CHCl3: Acetona: MeOH: AcOH: H2O (6: 8: 2: 2: 1)  

Los solventes C a I  fueron ut ilizados para el análisis de las m ezclas de 

fosfolípidos frente a pat rones com erciales. 

Los sistem as de solventes ut ilizados en CCD en fase reversa fueron:  

J. MeOH: H2O (50: 50) ,(60: 40) . 

K. CH3CN: H2O (70: 30) 

Los agentes reveladores ut ilizados fueron:  

 Solución de H2SO4 10 %  en agua. 

 Solución de p-anisaldehído. (2 ml p-anisaldehído, 36 m l EtOH, 2m l de 

H2SO4, 0,4 m l AcOH glacial) .    

 Solución de ácido fosfom olíbdico 2,5 %  en 80 m l de EtOH y 20 ml de iso-

propanol. Este revelador fue ut ilizado para fosfolípidos. 

 Solución de ninhidr ina 0,2 %  en acetona.  Este revelador fue ut ilizado para 

ident ificar fosfat idiletanolam ina y fosfat idilserina.  

  c) 1-Crom atografía en columna 

Las CC fueron realizadas en columnas de vidr io, long 80 cm  x 5 cm  d.i.;  long. 

50 cm x 3 cm  d.i.;  o long. 40 cm x 1,5 cm d.i.  

La selección de columnas dependió de la cant idad de sustancia a separar y de 

la cant idad de fase adsorbente requerida. 

Se ut ilizaron com o adsorbentes:  

.Silica gel H (Merck) , Silica gel 60 (Merck, 230-400 m esh)  para crom atografía 

―flash‖. En los casos especificados las crom atografías fueron realizadas con 

presión ut ilizando aire com prim ido. 

.Filt ración por geles ut ilizando Sephadex lipofílico LH-20 y LH-60 (Sigm a) y 

com o solvente MeOH y MeOH-H2O (2: 1) , respect ivam ente. 
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.Resina de intercam bio Am berlit e XAD-2 (Sigma) . Se eluyó con agua hasta 

ausencia de sales indicada por la reacción negat iva de cloruros al ensayar el 

eluído con solución acuosa de AgNO3 0,1 N y posteriorm ente se recuperaron los 

com puestos orgánicos por elución con MeOH. 

   

2-Cromatografía ―flash‖ en colum na seca 

Fueron realizadas en em budos de vidr io con placa de vidrio sinter izado con 

un tam año de poro de 10-20 µm . 

Las dim ensiones de los em budos fueron:  long 10 cm , 15 cm  d.i.;  long 8 cm , 

7 cm d.i.;  long 6cm , 4cm  d.i., los cuales fueron seleccionados según la m asa de 

la muest ra y la cant idad de fase adsorbente necesaria. 

El adsorbente ut ilizado fue:  

.Silicagel de fase reversa (Davisil C18, 35-75 µ)  y com o solventes de 

desarrollo, H2O, m ezclas de MeOH-H2O con cant idades crecientes de MeOH y 

finalm ente MeOH. 

 

 

VII.3. METODOLOGÍAS UTILIZADAS  

 

Hidrólisis de los glicósidos triterpenoidales. 

   Se ut ilizó ácido t rifluoroacét ico dado que los rendimientos en todos los casos 

fueron al m enos iguales a los obtenidos con ácidos minerales y el ácido TFA 

puede ser rem ovido por evaporación2.   

   Existen estudios3 sobre la influencia del t iempo de hidrólisis. En esos t rabajos 

se inform a que t rabajando con ácido t rifluoroacét ico 2N a 121 °C, en un lapso de 

una hora, la hidrólisis es com pleta. El aum ento de los t iem pos de hidrólisis 

puede llevar a la degradación de los m onosacáridos, com o es el caso de la 

xilosa. 

   Los glicósidos t r it erpenoidales (entre 3 y 5 mg)  se disolvieron en 1 m l de TFA 

2N en un vial de reacción. La solución se calentó en estufa a 121 °C durante 1 
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hora. Luego se dejó enfriar a tem peratura am biente y se evaporó a presión 

reducida hasta sequedad. El residuo obtenido se part icionó ent re agua y CH2Cl2 

(1: 1, 1 m l) . En la fase acuosa se obtuvieron los m onósacaridos y en la fase 

orgánica la aglicona. 

 

Preparación de los alditoles peracetilados de los monosacáridos libres 

provenientes de la reacción de hidrólisis de los glicósidos. 

   Los m onosacáridos libres (1-3 m g)  provenientes de la hidrólisis de los 

glicósidos t r it erpenoidales se disolvieron en un vial con 0,5-1 ml de NH4OH 0,5 M 

y se hicieron reaccionar con 3-6 m g de NaBH4 a tem peratura am biente durante 

18 horas, luego se acidificó con AcOH 1M, se agregó MeOH (3 x 0,5 ml)  y se 

evaporó a presión reducida hasta residuo seco.  

   La mezcla de alditoles se peracet iló con Ac2O (0,2-0,5 m l)  y pir idina (0,2-0,5 

m l)  a 100 º C durante 45 minutos. Se enfrió la m ezcla de reacción y se part icionó 

entre CHCl3-H2O (1: 1, 1ml)  y la fase acuosa se ext rajo con CHCl3 (2 x 0,5 m l) . 

Las fases clorofórm icas se juntaron y lavaron con agua (3 x 1 ml) , solución 

saturada de NaHCO3 (3 x 1 ml)  y nuevam ente H2O (3 x 1 m l) . La fase orgánica 

se secó con Na2SO4 anhidro y se analizó por CG-EM. 

 

Preparación de 1-desoxi-1-(2-hidroxipropilamino) alditoles. 

   A la m ezcla de m onosacáridos libres (1-3 mg)  obtenida por hidrólisis de los 

glicósidos t rit erpenoidales se le agregaron las siguientes soluciones:  (a)  (S) -1-

am ino-2-propanol en MeOH (1: 8)  (20 l/  m g de azúcar) , (b)  AcOH glacial en 

MeOH (1: 4)  (20 l/  m g de azúcar)  y (c)  3%  Na[ BH3CN]  en MeOH (13 l/  m g de 

azúcar) . La m ezcla se dejó reaccionar a 65 º C durante 1,5 horas. 

Poster iorm ente, se enfr ió la m ezcla y se le agregó una solución acuosa de  

CF3CO2H  3 M gota a gota, bajo cam pana (se liberan m uy pequeñas cant idades 

de HCN)  hasta pH 1-2. La m ezcla se evaporó y posteriorm ente se coevaporó con   

H2O (3 x 0,5 m l) y MeOH (3 x 0,5 m l) . El residuo fue luego t ratado con  Ac2O (0,5 

m l)  y piridina  (0,5 ml)  a 100 º C  durante 0,75 horas. Luego de enfriar, los 

derivados se ext rajeron con  CHCl3-H2O (1: 1) ,  se lavó con H2O (3 x 1 ml) , con 
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solución saturada de  NaHCO3  (3 x 1 ml)  y finalm ente con H2O (1 x 1 ml) . La 

fase orgánica se secó con Na2SO4 anhidro. 

La m ezcla de los 1- [ (S) -N-acet il- (2-hidroxipropilam ino) ] -1-desoxialditol 

derivados de los m onosacáridos fue analizada por CG-EM junto con los pat rones 

de 1-desoxi-1- (2-hidroxipropilamino)  alditoles de D-quinovosa, D-xilosa, D-

glucosa y D-3-O-Me-glucosa preparados siguiendo la metodología descripta 

anter iorm ente. 

 

 Reacción de solvólisis de los compuestos sulfatados. 

   Una solución de 2-4 m g de cada glicósido t r iterpenoidal en dioxano (0,3 m l)  y 

pir idina (0,3 ml)  se calentó durante 2 horas a 120 °C en un vial Pierce de 1m l. 

Luego se enfrió, se agregó H2O (1 ml)  y se ext rajo con n-BuOH (3 x 0,5 m l) . Los 

ext ractos butanólicos se juntaron, se lavaron con agua y se evaporaron a presión 

reducida. 

 

 Obtención de los esteres metílicos de ácidos grasos.  

   La mezcla de lípidos no polares, lípidos polares y fosfolípidos (1 -8 m g)  fueron 

t ratados con una solución de 10%  de cloruro de acet ilo en m etanol, 2 horas a 70 

º C. Una vez enfr iada la m ezcla de reacción, se agregó H2O (1-0,5 m l)  y se 

ext rajo con CHCl3. 

Cuantificación de los ésteres metílicos de los ácidos grasos. 

   La cuant ificación de los ésteres m et ílicos de los ácidos grasos se realizó usando 

com o estándar interno el éster m et ílico del ácido t ridecanoico (C13: 0) . Para ello 

se pesó una cant idad conocida del estándar que se agregó a la m ezcla de los 

ésteres m et ílicos de los ácidos grasos de peso conocido y se les agregó un 

volum en medido de cloruro de m et ileno. Luego se inyectó 1µl de la solución en 

el CG-EM. Se calculó el %  de cada ácido graso en la mezcla en base al área de 

cada pico y la m asa del estándar agregado. 
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Obtención de los derivados con dimetilsulfuro. 

 

Se solubilizaron 1-4 m g de muest ra en 0,5 ml de DMDS y se agregaron 0,5 ml 

de CS2 conteniendo 2,5 m g de I 2 en un vial Pierce de 1ml. Se dejó reaccionar a 

60 °C durante 40 hs. La reacción se detuvo por el a gregado de una solución 

acuosa de Na2S2O3 5 % . Se ext rajo la fase orgánica con ciclohexano y se 

evaporó al vacío. El residuo se redisolvió en CH2Cl2 y se analizó por CG-EM. 

 

Metanólisis de las glucosilceramidas por el método de Gaver-Sweeley. 

 

La m ezcla de glucosilceramidas (3-10 m g) se calentó a reflujo con HCl 1N en 

MeOH acuoso al 82 %  (7-15 ml)  durante 18 horas. La m ezcla de reacción se 

dejó enfriar y se ext rajo con ciclohexano (3 x 5 ml) . La fase de ciclohexano 

(conteniendo los ésteres m etílicos de los ácidos grasos que const ituyen las 

glucosilceram idas)  se lavó con H2O, se secó con Na2SO4 anhidro y se evaporó a 

presión reducida hasta sequedad. 

La fase m etanólica se neut ralizó por pasaje a t ravés de una colum na con 

resina DOWEX 1, de intercam bio aniónico (previam ente lavada con una solución 

acuosa de NaOH 40 %  y luego con MeOH) . El eluído m etanólico se concent ró a 

presión reducida hasta sequedad y el residuo se part icionó ent re H2O-AcOEt 

(1: 1, 4m l) . La fase de AcOEt  (conteniendo las bases libres de cadena larga que 

com ponen las glucosilceramidas) fue lavada con agua (1 ml)  y concentrada a 

presión reducida hasta sequedad. 

La fase acuosa (conteniendo los m et ilglicósidos de las glicosilceram idas)  se 

evaporó a presión reducida hasta sequedad. 

 

Acetilación de las bases libres de las glucosilceramidas obtenidas por el 

método de Gaver-Sweeley. 

 

   Las bases se disolvieron en piridina (0,7 m l), se agregó Ac2O (0,7 ml)  y se 

calentó a 70 °C durante 2 horas en vial Pierce. Pos teriormente, las bases 

acet iladas se extrajeron con CH2Cl2 y se evaporaron a sequedad en corriente de 

N2 para su análisis por CG-EM. 
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Procedimiento para la obtención del clorhidrato del éster de L-cisteína. 

   Se agitó en baño de hielo una suspensión de 0,1 g (0,0085 m oles)  de L-

cisteina en 8 ml de MeOH y se le adicionó, gota a gota, 0,1  ml de cloruro de 

t ionilo. La solución resultante se calentó a reflujo durante 3,5 horas, después se 

enfrió a tem peratura am biente y se agitó durante 15 horas. Tras la evaporación 

del disolvente el sólido resultante se lavó con éter (2x1 m l) , se filt ró y se secó al 

vacío4. 

 

Determinación de la configuración absoluta de D-glucosa por el Método 

de Hara. 

   Los cerebrósidos (1-3 m g) se hidrolizaron con ácido TFA 2N (0,5 m l)  a 120 °C  

durante 1 hora, la m ezcla de reacción se llevó a sequedad y el residuo se 

part icionó ent re EtOAc y H2O. 

La fase acuosa se concent ró hasta sequedad y el residuo se disolvió en 

pir idina (0,5 m l)  y se hizo reaccionar con el clorhidrato del éster m et ílico de L-

cisteína (0,7 m g) a 70 °C durante una hora. 

El residuo se evaporó y se acet iló con Ac2O (0,5 m l) y piridina (0,5 ml)  a 100 

°C durante 45 m inutos. Los derivados acet ilados se extrajeron con CHCl3-H2O 

(1: 1)  (2 x 1ml) . Los extractos clorofórm icos se juntaron y lavaron con solución 

saturada de NaHCO3 (0,5 ml)  y H2O (2 x 0,5 m l)  y se llevaron a sequedad a 

presión reducida. Los derivados de t iazolidina acet ilados se analizaron por CG-

EM. 

En form a paralela se obtuvieron los derivados de t iazolidina de patrones de 

D-  y L-  glucosa y una vez acet ilados se analizaron por CG-EM.  

Derivado de t iazolidina acet ilado de D-glucosa:  tR =  24,9 minutos. 

Derivado de t iazolidina acet ilado de L-glucosa:  tR =  26,3 minutos. 
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VII.4. METODOLOGÍAS UTILIZADAS EN LOS ENSAYOS DE 
ACTIVIDAD BIOLÓGICA. 

 

Actividad citotóxica frente a Artemia salina 

 

El procedimiento general para realizar el test  de m ortalidad de Artemia salina se 

resum e en las siguientes etapas:  

1-  Una solución de agua m arina art ificial se prepara por disolución de 38 g de sal 

m arina com ercial por cada lit ro de agua dest ilada y una vez disuelta se fil t ra. 

2-  El recipiente para realizar el ensayo consta de dos sectores comunicados 

entre sí a t ravés de una ranura ubicada en la parte inferior. Luego de añadir el 

agua de m ar art if icial, se colocan los huevos de A. salina en el sector que 

perm anecerá cubier to y al abrigo de la luz, para ser incubados. Una lám para se 

coloca sobre el recipiente que perm anecerá descubierto con el fin de at raer las 

larvas que van naciendo. El proceso de incubación se realiza a 25 C y dura 

aproxim adam ente de 2 a 3 días.  A m edida que las larvas adquieren m ovilidad 

pasan por la ranura hacia el sector iluminado y una vez que alcanzan una 

longitud de aproxim adamente 1 m m , visibles a sim ple vista o bajo la lupa, 

pueden ser tom adas con una pipeta Pasteur. 

3-  Las concentraciones de las m uest ras a evaluar varían según se t raten de 

ext ractos o com puestos puros, recom endándose concent raciones finales de 1000 

a 1 ppm . Para ello se preparan las soluciones m adre y se tom an las alícuotas 

indicadas en el siguiente esquem a. 
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Compuesto o Extracto                                                     Concentración 1000 ppm  
 
 
                                                                                                     0,5 ml 

                                                                                                              
20 mg +  solvente hasta 2 ml                                                               0,5 ml 

                                                                                                     
                                                                                                         0,5 ml 
 
 
                                                                                     Concentración 100 ppm 
 
 

                                                                                               0,5 ml 
  
      0,2 ml +  solvente hasta 2 ml                                                         0,5 ml  
 

                                                                                     0,5 ml 
 
 

                                                                    Concentración 10 ppm 
                                                                   
                                                                                                          
                                                                                                         0,5 ml   
 
          0,2 ml +   solvente hasta 2 ml                                                    0,5 ml 
 
  0,5 ml 
 
 
                                                                                   Concentración 1 ppm 
 
 
                                                                                                        0,5 ml 
                        
                 0,2 ml +  solvente hasta 2 ml                                             0,5 ml 
 
                                                                                                        0,5 ml  

4-  Com o se t rabaja con fracciones polares, las m uest ras son apreciablem ente 

solubles en agua. Cuando la solubilidad es incom pleta puede ut ilizarse 

dim et ilsulfóxido (DMSO) com o cosolvente hasta una concent ración de 50 l por 

cada 5 ml de solución, dado que cant idades m ayores afectarían los resultados. 

Cuando se ut iliza este cosolvente se realizan blancos con una solución 

conteniendo DMSO. 

5-De cada una de las soluciones m adre se tom an 0,5 m l, se colocan en tubos de 

hem ólisis, se lleva su volumen a 4 ml con la solución de las sales m arinas, se 

agrega a cada uno de los tubos diez larvas de A. salina y finalm ente se com pleta 

el volum en a 5 m l con la solución salina. 

6-  Los tubos de hem ólisis conteniendo las larvas se colocan descubiertos debajo 

de una lám para de luz blanca, cuidando que la tem peratura no supere los 30 C. 
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7-  A las 24 horas se cuenta y anota el núm ero de larvas sobrevivientes. 

8-  Los datos recolectados se procesan ut ilizando el cálculo Probit  en un 

program a de com putadora (Program a Finney)  que permite determinar valores de 

DL50 y sus intervalos de confianza. 

 

Actividad antifúngica. 

   El m étodo ut ilizado fue el bioautobiográfico, el cual se basa en la detección del 

com puesto ant ifúngico m ediante la visualización de una zona clara ( libre de 

desarrollo fúngico)  en la placa crom atográfica en contraste con la pigm entación 

del m icelio del hongo con el que se ha t rabajado5. 

El proceso consta de las siguientes etapas:  

1-Las cepas ut ilizadas no deben poseer crecim iento aéreo ni plum oso y dar 

m icelios coloreados que permitan la visualización de los halos de inhibición. 

2-El m edio de cult ivo a ut ilizar debe poseer el balance iónico y energét ico 

necesario para el desarrollo de las cepas (Tabla VI I -1) . 

3-Preparación de los crom atoplacas:  Los cromatogram as se siem bran con las 

fracciones o los com puestos de interés provenientes de los procesos separat ivos 

y una vez desarrollada la crom atografía y elim inado el solvente de la fase m óvil, 

se pulverizan con las suspensiones de hongos. En el caso de los com puestos 

puros se siem bran direct am ente las concent raciones deseadas en un punto, las 

cuales se expresan en µg/ pto.  

4-Las cepas se desarrollan crecen en medio mínim o BC ( tabla VI I -1)  al cual se le 

ha agregado agar en un 30 %  aproxim adam ente, con una incubación de 4 -5 días 

a tem peratura am biente. Las esporas se remueven de las cajas de Pet r i con la 

solución de m edio mínim o con el fin de preparar una suspensión de las m ism as. 

5-Pulverización de las crom atoplacas:  una vez obtenida la suspensión de 

esporas, ésta se pulveriza sobre las placas crom atográficas y se incuban en 

atm ósfera húm eda, en la oscuridad durante 72 horas, hasta el crecim iento 

visible de los hongos. 



CapítuloVII-Parte Experimental 162 
 

6-Observación de los resultados:  luego del período de incubación, la 

visualización de halos blancos de inhibición sobre el fondo coloreado por los 

m icelios del hongo indica la presencia de com puestos fungitóxicos. 

7-Los halos de inhibición de las fracciones y com puestos evaluados se com paran 

con los de benom il, un agente ant ifúngico com ercial de am plio espect ro 

correspondiente al grupo de los carbam atos. 

 

Tabla VI I -1. Com posición del medio de cult ivo.  

Medio Mínim o BC Solución m adre de oligoelem entos 

KH2PO4                                                   0,875 gr 

K2HPO4                                      0,125 gr 

MgSO4.7 H20                          0,5 gr 

NaCl                                     0,1 gr  

CaCl2.6 H20                            0,1 gr  

(NH4) 2SO4                              1,0 gr 

Glucosa o Sacarosa                 10,0 gr 

Sol. m adre de oligoelem entos   10,0 m l 

Agua desionizada                    100 ml 

H3BO3                                  50 m g 

CuSO4.5 H2O                         4 m g 

KI                                         10 m g 

FeCl3.6 H2O                          20 m g 

MnSO4                                 40 m g  

(NH4) 2MoO4                           20 m g 

ZnSO4                                        40 m g 

Ext racto de levadura               0,2 gr 

Agua bidest ilada                    1000 ml 

 

 

 

Líneas celulares utilizadas en los ensayos de actividad citotóxica y 

antiproliferativa. 

   Las células de carcinom a hepatocelular hum ano Hep3B fueron crecidas en 

m edio esencial m ínim o Eagles (MEM 10 % ;  Natocor, Córdoba, Argent ina) , 
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piruvato de sodio (1 m M)  y L-glutamina (2 m M ; Gibco, Invit rogen Corp., 

Rockville, Md., USA) .  

   Las células de adenocarcinom a de glándula m am aria MDA-MB231 fueron 

crecidas en m edio RPMI  1640 suplem entado con 10%  de suero fetal bovino 

(RPMI  10% ;  Gibco, Invit rogen Corp.) .  

   Las células de adenocarcinom a de pulm ón A549 fueron crecidas en MEM 10 % . 

   Todas las células se m antuvieron en atm ósfera húm eda con 4%  de CO2 a 37 

°C. 

  

Ensayo de Actividad Citotóxica. 

    La viabilidad celular fue determinada siguiendo un protocolo publicado6, que 

consiste en m edir la viabilidad por la ruptura de la sal de t etrazolio, MTT 

Brom uro de 3- (4,5-dim et ilt iazol-2- il) -2,5-difenil t et razolio (Sigm a)  por la enzim a 

m itocondrial succinato deshidrogenasa para dar un producto azul ( form azan) . La 

absorbancia de las m uestras se determinó en un lector de microplacas 

Eurogenet ics MPR-Ai leyendo la absorbancia a 570 nm  y com o referencia 630 

nm , por duplicado. 

   Los resultados fueron expresados com o porcentaje de absorbancia de las 

células t ratadas respecto a células no t ratadas, considerando que las células no 

t ratadas usadas com o control t ienen 100 %  de supervivencia. 

   El valor de I C50 o CC50 se definió com o la concent ración de com puesto que 

causa el 50 %  de m uerte celular.  

 

 Ensayo de Actividad Antiproliferativa. 

  Se realizaron ensayos in vit ro para determinar la act ividad ant iproliferat iva de 

los com puestos en 3 líneas celulares tum orales:  Hep 3B, A549 y MDA-MB. 

   Las células (2,4 x 106)  crecidas en m icroplacas de 96 pocillos fueron t ratadas 

con dist intas concent raciones de los com puestos (5 a 100 µM)  a 37 º C durante 

24 horas en atm ósfera con 4 %  de CO2. Al cabo de dicho periodo, las células 

fueron fijadas con una solución acuosa de formaldehído 10%  durante 15 m in a 
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t em peratura am biente, lavadas con H2O dest ilada  y teñidas con cristal violeta 

0,05%  en 10%  de etanol durante 30 m inutos. Transcurr ido ese período el 

colorante se eluyó de las células con una solución 50%  etanol, 0,1%  ácido 

acét ico en agua. La absorbancia se leyó en un lector Eurogenet ics MPR-A 4i a 

590 nm .  

   Los resultados fueron expresados com o porcentaje de absorbancia de las 

células t ratadas respecto a células no t ratadas, considerando que las células no 

t ratadas usadas com o cont rol t ienen 100 %  de superviviencia. El valor de I C50 se 

definió com o la concent ración de com puesto que causa el 50 %  de m uerte 

celular.  

 

Ensayo de Actividad Hemolítica. 

   Se t rabajó sobre erit rocitos aislados de ratón, lavados 3 veces con buffer 

fosfato salino (PBS)  (pH 7,4) usando centr ifugación (450, 10 m in) . El residuo de 

erit rocitos obtenidos se resuspendió en PBS a una concent ración final de 1% , 

esta m etodología se encuentra descr ipta en la bibliografía7. 

   Para el ensayo de act iv idad hem olít ica se prepararon 100 ul de soluciones 

acuosas de diferentes concentraciones de los com puestos las que fueron 

m ezcladas con 900 ul de una suspensión de erit rocitos. Cada m ezcla se incubó a 

37 °C durante 1 hora. 

   Luego se cent rifugó la m ezcla, se tom aron 200 ul del sobrenadante y se 

t ransfir ieron a una m icroplaca de 96 pocillos, sobre la cual  se determ inó la 

concentración de hem oglobina espect roscópicam ente a 550 nm . Los resultados 

se expresaron com o porcentaje de hem ólisis. 

 

 

Ensayo de Inmunofluorescencia indirecta. 

 

   Se realizaron ensayos in vit ro para determ inar act iv idad  de am bos 

com puestos sobre NF-κB.  
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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 m etanol durante 10 m in 

a -20 °C. Luego se realizaron 3 lavados con buffer fo sfato salino (PBS) , se 

agregó al cubreobjeto un ant icuerpo prim ario policlonal ant i-p65, diluido 1/ 100, 

durante 30 m in a 37 °C y luego se realizaron 3 lava dos con PBS.   

   Las células se incubaron con un ant icuerpo secundario ant i conejo 

FluoroLinkTMCyTM2 (GE Healthcare BioScience) durante 30 minutos a 37 °C. 

   Finalmente los cubreobjetos fueron lavados, m ontados y fotografiados con un 

m icroscopio Zeiss con epifluorescencia ópt ica.  Las im ágenes fueron colectadas 

con un objet ivo de 40x e im portadas al program a NHI  im age 1.34 s (Wayne 

Rasband, Nat ional Inst itute of Mental Health , Bethesda, Md, USA) . 

   Las im ágenes de inmunofluorescencia fueron convert idas a 8 bits-grayscale, 

desde 0 (negro)  a 255 (blanco)  y am pliadas. Este proceso se repit ió para 

diferentes células en el cam po, el prom edio se calculó de m anera que represente 

el total y ó la densidad nuclear m edia para una célula individual. Para com parar 

la dist r ibución de fluorescencia dent ro de la célula, los resultados num éricos se 

colocaron en una tabla de Excel para ser analizados. La intensidad total se 

calculó com o la densidad media por área total y la intensidad nuclear se calculó 

com o la densidad m edia por área nuclear . Luego se calculó el porcentaje de 

intensidad en el núcleo respecto a la intensidad total. 

 

Análisis por Western blot. 

   Ext ractos de células crecidas en placas de 24 pocillos durante 24 horas fueron 

t ransferidos a gel de poliacr ilamida (SDS-PAGE) y poster iorm ente t ransferidas a  

m em branas de difluoruro de polivinideno durante 60 minutos a 75 mA. Las 

m em branas se bloquearon con PBS (conteniendo 5 %  de leche no filt rada) 

durante una noche y luego se incubaron con anticuerpo anti IκBα (Santa Cruz 

Biotechnology)  diluido 1/ 500 y ant i calnexina (Chemicon, Tem ecula, Calif., USA)  

diluida 1 / 3000 o ant i-act ina (provista por Viviana Cast illa, Laborator io de 

Virología, FCEN, UBA) . Luego de lavar, las m embranas fueron incubadas con un 

conjugado de peroxidasa ant iconejo o ant iratón diluido 1/ 10000. 

   Las bandas inm unoreact ivas fueron visualizadas usando un sistem a de 

quim iolum iniscencia (ECI , PerkinElm er, Boston, Mass, USA) .  
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