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RESUMEN

La busqueda de nuevos metabolitos bioactivos a partir de organismos marinos es una estrategia
promisoria para encontrar estructuras quimicas novedosas muy distintas a las halladas en productos
naturales terrestres. El estudio de metabolitos secundarios aislados de organismos marinos del
phylum Echinodermata nos permitié caracterizar una serie de compuestos con actividad antifingica
y antiviral e identificar lideres para desarrollar nuevos andlogos sintéticos.

Los organismos marinos constituyen una fuente de metabolitos secundarios de una enorme
diversidad quimica ya que sus estructuras son muy distintas a las encontradas en el ambito terrestre.
La investigacion sistematica de especies marinas y el interés en el rol bioldgico y ecoldgico de sus
metabolitos secundarios han conducido al descubrimiento de moléculas novedosas y con
actividades bioldgicas promisorias [1]. En nuestro pais son muy pocas las especies marinas que han
sido estudiadas desde el punto de vista quimico y por lo tanto el Mar Argentino constituye una
fuente poco explorada y explotada al dia de hoy de nuevos compuestos bioactivos.

En los ultimos 10 afios hemos estudiado los metabolitos secundarios de una serie de organismos
marinos pertenecientes al phylum Echinodermata (del griego echinos, espinoso y derma, piel), el
cual comprende alrededor de 7.000 especies vivientes ampliamente distribuidas en todos los
océanos Yy a distintas profundidades. El phylum se divide en 5 clases: Holoturoidea (pepinos de mar
u holoturios), Asteroidea (estrellas de mar), Ophiuroidea (ofiuros), Crinoidea (lirios y plumas de
mar) y Echinoidea (erizos de mar). Los organismos de las clases Asteroidea y Holoturoidea se
caracterizan por producir mezclas complejas de glicésidos esteroidales y triterpenoidales,
respectivamente, los cuales son responsables de su toxicidad general, pudiendo cumplir un rol
defensivo debido a sus propiedades membranotropicas. Estos metabolitos secundarios (saponinas)
son muy comunes en el reino vegetal pero en el reino animal se han encontrado s6lo en estos
equinodermos y en algunas esponjas, alcionarias, algas verdes y en peces del género Pardachirus.
Varias caracteristicas estructurales de las agliconas y de las cadenas de oligosacarido diferencian a
las saponinas de estrellas de mar (asterosaponinas) de las de holotureos (holoturinas) (Fig. 1).
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Figura 1: saponinas de estrellas de mar (estructura A) y de holotureos (estructura B).
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Las asterosaponinas (estructura A) contienen un ndcleo esteroidal con un grupo sulfato unido al
C-3 y unla cadena de oligosacarido unida al C-6 de de la aglicona. Las holoturinas (estructura B)
presentan una cadena de oligosacérido unida al C-3 del esqueleto triterpenoidal con grupos sulfato
unidos a las unidades de monosacarido en un 60 % de las holoturinas aisladas hasta el momento [2].
Las saponinas de estrellas de mar y holotureos presentan un amplio espectro de actividades
bioldgicas: antifingica, citotoxica, hemolitica, antiviral, antitumoral e inmunomodulatoria, las
cuales son una consecuencia de su accién membranotrépica frente a A°-esteroles en membranas
celulares. Las saponinas forman complejos con estos esteroles desarrollando canales idnicos y poros
de mayor tamafio lo que produce una alteracion de las propiedades fisico-quimicas de las
membranas. Las estrellas y pepinos de mar son resistentes a sus propias saponinas debido a la
presencia de A’- y A%-esteroles, A>-esteroles sulfatados y B-xilésidos de esteroles en lugar de los
A>-esteroles libres.

Los primeros trabajos de evaluacion de actividades biologicas de saponinas aisladas de
equinodermos se realizaron con extractos purificados de estos organismos marinos. Esta tendencia
ha cambiado en los Ultimos afos y actualmente las estructuras novedosas publicadas en la literatura
incluyen estudios de actividad bioldgica que permiten establecer correlaciones estructura-actividad
y contribuyen a una mejor comprension de la funcion que cumplen estos metabolitos secundarios en
los organismos productores. Por ejemplo, la estrella de mar Anasterias minuta, endémica de las
costas cercanas a Comodoro Rivadavia, produce tres saponinas mayoritarias (1-3) (Fig. 2), las
cuales presentan la misma cadena de hexasacarido y se diferencian en la estructura de la cadena
lateral del esqueleto esteroidal [3].
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Figura 2: Saponinas aisladas de Anasterias minuta.

La evaluacion de la actividad antifingica frente al hongo fitopatégeno Cladosporium
cucumerinum de los tres compuestos mostrd que mientras Versicosido A (1) y Anasterdsido A (2)
resultaron activos, Anaster6sido B (3) no mostré actividad antifungica. También resultd inactivo el
producto obtenido por desulfatacion solvolitica de la saponina 1. Por otra parte, la hidrolisis
enzimatica de 1 con una mezcla de glicosidasas de Charonia lampas rindié dos glicésidos, el
triglicosido 1a (Forbésido H) y el pentaglicésido 1b (Thornasterésido A). Luego de su separacion
por HPLC, 1b presentd una actividad antifingica similar a la de las saponinas 1y 2, mientras que el
triglicosido 1a resulté inactivo. Estos resultados indicarian que la cadena de oligosacarido junto con
la cadena lateral del esteroide y la presencia de un grupo sulfato en C-3 son caracteristicas
estructurales importantes en la actividad antifungica de estas saponinas.

La toxicidad de las saponinas aisladas de Anasterias minuta y de una estrella de mar de Chile
(Heliaster helianthus) ha sido demostrada in situ con especies de invertebrados intermareales en
Mar del Plata, Comodoro Rivadavia y Peninsula Valdés. Se observaron reacciones de escape,
inmovilidad y muerte de los organismos al contacto con las fracciones enriquecidas en saponinas
[4]. Un ejemplar del molusco Siphonaria lessoni liberé una mucosidad blanquecina al entrar en



contacto con estas fracciones. Una reaccion similar se produjo en ejemplares de S. lessoni bajo
estimulo mecanico, mediante presién del manto del animal. El analisis por RMN *H y de **C del
extracto de cloruro de metileno de la mucosidad mostré la presencia de dos compuestos
polipropionados (3 y 4) (Fig. 3), los cuales habian sido aislados previamente de S. lessoni de Chile y
S. pectinata. Algunos autores han sugerido que los compuestos polipropionados en moluscos de la
especie Siphonaria cumplirian un rol defensivo. La identificacion de estos compuestos en alta
concentracion en la mucosidad liberada avalaria esta propuesta.

3 R=CH,CHj,
4 R=CH;

Figura 3: Norpectinatone (3) y Pectinatone (4) identificados en la mucosidad de Siphonaria
lessoni.

Ademas de saponinas, las estrellas de mar producen glicésidos de esteroides polihidroxilados,
los cuales forman mezclas complejas de compuestos minoritarios. Las unidades de monosacéarido
(una o dos) estan usualmente unidas al C-24 de la cadena lateral de la aglicona esteroidal, aunque en
varios de estos metabolitos secundarios los sitios de glicosidacion comprenden C-3, C-26, C-28 o
C-29. Estos compuestos muestran una variabilidad estructural mucho mayor que la de las
asterosaponinas debido a la posibilidad de hidroxilacién en distintas posiciones del esqueleto
esteroidal (3B, 6 (o 0 B), 8, 15 (o 0 B), 16 (o0 0 B) y 24), a la identidad y posicion de la unidad de
monosacarido y a la presencia de grupos sulfato. La estrella A. minuta, ademas de las saponinas 1-3,
contiene los monoglicésidos sulfatados 5-7 (Fig. 4) [5], los cuales presentan una actividad
antifangica menor que las saponinas 1y 2.

5 R =S0s-Na*, A% 7
6 R=S05-Na*

Figura 4: glicosidos polihidroxilados sulfatados de A. minuta.

Al igual que A. minuta, la mayoria de las estrellas de mar producen mezclas complejas de
glicosidos esteroidales, lo cual requiere de la aplicacion de varios pasos de purificacion para obtener
los compuestos puros. Al trabajar con extractos etanélicos de organismos marinos, el primer paso es
la eliminacién de sales, principalmente cloruro de sodio. Esto se logra percolando el extracto acuoso
remanente de la evaporacion del etanol por la resina Amberlite XAD-2, lavando con agua destilada
hasta reaccién negativa de cloruro (con una solucion acuosa de nitrato de plata) y eluyendo los
glicosidos con metanol. El extracto metanolico contiene la mezcla de asterosaponinas y de



glicésidos de esteroides polihidroxilados, los cuales pueden separarse en ambos grupos de
metabolitos secundarios en funcion del peso molecular en una columna de Sephadex LH60
utilizando una mezcla de MeOH:H,O (2:1) como solvente de elucion. Las fracciones obtenidas se
purifican por cromatografia en columna seca de silica gel C-18 con mezclas de metanol y agua, con
cantidades crecientes de metanol. La separacion final de los glicosidos se realiza por HPLC en
columna de fase reversa eluyendo en general con MeOH:H,O (60:40).

Los compuestos se caracterizan luego por espectrometria de masa y RMN *H y de **C en una y dos
dimensiones. La espectrometria de masa es una técnica analitica muy sensible que posibilita el
estudio de compuestos polares de alto peso molecular mediante la aplicacion de técnicas de
ionizacion suaves como el bombardeo con atomos rapidos (FAB, fase atom bombardment),
electrospray (ESI) y MALDI (matriz assisted laser desorption ionization), ya sea en modo de iones
negativos o positivos. Los glicosidos esteroidales sulfatados pueden ser caracterizados por estas
técnicas sin derivatizacion previa, obteniéndose datos sobre su peso molecular y la secuencia de
monosacaridos en la cadena de oligosacarido a partir del analisis de patrones de fragmentacion. La
aplicacion de técnicas de espectrometria de masa tandem (EM/EM) permite obtener informacion
sobre mecanismos de fragmentacion de compuestos conocidos e informacién estructural sobre
metabolitos nuevos.

A diferencia de las saponinas de estrellas de mar, las holoturinas son compuestos de mayor
toxicidad, se encuentran en mayor proporcion en los organismos productores y son especificos para
diferentes grupos taxonémicos de holotureos. Las agliconas de estas saponinas presentan un anillo
lacténico 18,20 y se clasifican en dos series: las que presentan un doble enlace A y aquéllas con
uno A’. Recientemente hemos estudiado tres especies de holotureos, dos de ellos recolectados en el
Mar Argentino: Psolus patagonicus y Hemoiedema spectabilis y un tercero en las cercanias de las
Islas Georgias del Sur: Staurocucumis liouvillei. Los tres holotureos producen tetraglicosidos
triterpenoidales sulfatados en las unidades de monosacarido.

Los Hemoiedemdsidos A (8) y B (9) (Fig. 5) presentan la misma aglicona triterpenoidal y se
diferencian en el grado de sulfatacion de la cadena tetraglicosidica. Ambos glicésidos presentaron
actividad antifangica frente al hongo fitopatégeno Cladosporium cucumerinum, siendo mas activos
que benomyl, un fungicida comercial [6]. La evaluacion de las zootoxicidades de 8 y 9 en el
bioensayo de mortalidad de larvas del crustaceo Artemia salina mostrd una alta toxicidad del
glicosido 8 (CLsp 18.7 ppm) en comparacion con 9 (CLso 47.5 ppm), mientras que el derivado
semisintético desulfatado resulté mucho menos citotoxico (CLsg 424.5 ppm).
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Figura 5: Holoturinas aisladas de Hemoiedema spectabilis.

Patagonicdsido A (10) aislado de P. patagonicus (Fig. 6) presenta la misma cadena glicosidica
que 8 y se diferencia de éste en el doble enlace en A’ y la presencia de dos grupos hidroxilo en C-12



(o) y C-16 (o) [7]. Comparando las actividades antifingicas de 8, 9 y 10, este ultimo glicésido
presenta una actividad menor. A diferencia de lo que se observa en asterosaponinas, los derivados
semisintéticos desulfatados de 8-10 retienen la actividad antifungica pero son mucho menos activos.
Estos resultados sugieren que tanto la estructura de la aglicona como la presencia y el niUmero de
grupos sulfato en la cadena de oligosacarido juegan un papel importante en la actividad antifingica
de estas saponinas.
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Figura 6: Patagonicosido A aislado de Psolus patagonicus.

Los Liouvillosidos A (11) y B (12) (Fig. 7) aislados de Staurocucumis liouvillei son glicosidos
trisulfatados con la misma cadena glicosidica que 9. Ambos compuestos se diferencian en un doble
enlace en C-24 y presentan actividad virucida frente a herpes simplex, siendo el glicésido 12 el mas
activo [8]. Varias saponinas naturales aisladas de plantas presentan un comportamiento similar, ya
sea ejerciendo un efecto virucida directo o por interferencia en un paso del ciclo de replicacion del
virus.

11 R = cadena de oligosacarido de 9, A**
12 R; = cadena de oligosacarido de 9*

Figura 7: Holoturinas aisladas de Staurocucumis liouvillei.

A diferencia de los organismos de las clases Asteroidea y Holoturoidea, los ofiuros se
caracterizan por producir esteroides disulfatados en C-3 (o) y C-21 con grupos hidroxilo
adicionales en los anillos Ay B. Estos compuestos también han sido aislados de algunas especies de
esponjas. En los dltimos afios hemos caracterizado varios esteroides sulfatados novedosos de
ofiuros del Atlantico Sur como por ejemplo los compuestos 13-16 (Fig. 8) aislados de Ophiocoma
echinata y Ophioplocus januarii [2]. Estos compuestos presentaron actividad antiviral frente a virus
patdgenos en humanos como el virus herpes simplex, sincitial respiratorio y virus Junin,
responsable de la fiebre hemorragica argentina. La evaluaciéon de la actividad antiviral de otros
esteroides disulfatados naturales aislados del ofiuro antartico Astrotoma agassizii, nos permitié
identificar como caracteristica estructural importante para la actividad antiviral la presencia de
grupos hidroxilo sulfatados en C-2 y C-3 del nucleo esteroidal.
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Figura 8: esteroides disulfatados aislados de O. echinata y O. januarii.

Dado que una limitacién seria para la realizacion de estudios de actividad bioldgica de
productos naturales marinos es su baja proporcion en algunos organismos productores, la sintesis de
analogos se presenta como la mejor alternativa en estos casos. Partiendo de 3pB-hidroxi-5a-
colestano, por tosilacion y eliminacion, introdujimos un doble enlace en C-2-C-3, el cual por
epoxidacion y posterior apertura del epéxido en medio acido rindio el analogo dihidroxilado en C-2

(B)y C-3 (o) (Esquema 1).
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Esquema 1: a. TsCl, piridina, t.a., 24 h; b. LiBr, LiCO3, DMF, reflujo, 1.5 h; c. acido m-
cloroperbenzoico, Na,COs, CI,CHy, t. a., 4 h; d. H,SO4 1N, THF, t.a,, 24 h

El 2p,3a-dihidroxi-5a-colestano fue sulfatado utilizando el complejo de trioxido de azufre-
trietilamina obteniendo los compuestos monosulfatados en C-2 y C-3 y el disulfatado (Fig. 9):
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Figura 9: andlogos monosulfatados y disulfatado de 2f3,3a-dihidroxi-5a.-colestano.

Los compuestos monosulfatado en C-2 y disulfatado fueron los mas activos frente al virus
herpes simplex (HSV-2), mientras que el dihidroxilado result6 inactivo. El esteroide disulfatado



presentd el mejor indice de selectividad (relacion entre la concentracion de compuesto necesaria
para reducir la viabilidad de las células en un 50% Yy la concentracion que reduce el nimero de
placas de virus en un 50%) y por eso se continud con las pruebas de actividad frente al virus Junin y
al virus del dengue. El esteroide disulfatado result6 inactivo frente al virus Junin pero presenté una
marcada actividad inhibitoria frente al virus del dengue [9]. Estos resultados indican que el 2p3,3c-
dihidroxi-5a-colestano disulfatado es un buen compuesto modelo para introducir grupos
funcionales adicionales en el esqueleto esteroidal y la cadena lateral para establecer correlaciones
entre la estructura y la actividad inhibitoria frente a virus patégenos en humanos. Recientemente se
han aislado de esponjas varios esteroides polihidroxilados sulfatados en C-2 (a), C-3 (B) y C-6 (o)
que presentan actividad antiviral frente al virus de la leucemia y HIV. Estos resultados indican que
los esteroides sulfatados en los anillos A y B se presentan como compuestos con potencial actividad
antiviral frente a virus patégenos en humanos.

En conclusion, los organismos marinos son una fuente poco investigada para el descubrimiento
de nuevas moléculas con actividades bioldgicas promisorias. El estudio de especies del Mar
Argentino desde el punto de vista quimico permitird encontrar nuevos metabolitos bioactivos,
entender relaciones entre especies y aumentar nuestros conocimientos sobre recursos muy poco
explotados por nuestro pais.
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