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RESUMEN

Se realiz6 el estudio fotoquimico del alga verde Penicillus capitatus Lamarck, y la
evaluacion de la actividad antiinflamatoria de los metabolitos secundarios aislados.

Las técnicas de separacion utilizadas fueron la cromatografia en capa fina y
cromatografia en columna (utilizando silica gel y C1g como fases estacionarias). Para la
identificacion de los metabolitos se utilizaron las técnicas de resonancia magnética
nuclear de 'H, "*C, DEPT, COSY y HSQC; espectrometria de masas y espectrometria
de infrarrojo. A partir del extracto de hexano se lograron aislar, purificar e identificar 3
compuestos. Dos de ellos tipo sulfoquinovosil diacil glicerol (con cadenas lipidicas
saturadas de 16 y 18 atomos de carbono), no reportados para algas verdes, y un
compuesto nuevo tipo digalactoglicerolipido. Del extracto hidrometandlico se lograron
aislar 2 compuestos: uno de tipo amino éster, y otro cuya data espectroscopica
coincidié con los compuestos 3-hidroxi-propanoato de etilo y el acido 3-etoxi-

propandico.

El compuesto tipo sulfoquinovosil diacil glicerol con dos cadenas saturadas de 18
atomos de carbono, presenté una mayor actividad antiinflamatoria (ICso = 43.62 ug/mL)

debido a que inhibid la produccién de NO sin ser citotdxico.
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l.- INTRODUCCION.

Desde el principio de la humanidad, el hombre ha descubierto la capacidad que
tienen algunos metabolitos de plantas y animales, de ser agentes terapéuticos. Gracias
al empleo del conocimiento de las propiedades de los productos naturales, se

encontraron los primeros sedantes, antidiarreicos, antipiréticos, entre otros.

Los productos naturales marinos han atraido la atencién de bidlogos y quimicos
del mundo por mas de 5 décadas. Hasta la fecha se han aislado aproximadamente
16.000 productos a partir de organismos marinos, y se han reportado en cerca de 6.800
publicaciones. En adicion a éstas, existen otras publicaciones que cubren sintesis,
revisiones, estudios de actividad bioldgica, estudios ecologicos, etc., en el tema de

productos naturales marinos .
I.1. Las algas ? !

Las algas son organismos acuaticos de caracter autotrofos, que incluyen un amplio
grupo de especies de vida acuatica, que capturan energia solar a través de la
fotosintesis, usandola para convertir sustancias inorganicas en materia organica. Las
algas, en general, tienen una estructura relativamente simple; pueden ser unicelulares,
un filamento de células, una placa de células o un cuerpo sélido que puede comenzar a
aproximarse a la complejidad del cuerpo de una planta. Las algas macroscopicas a

pesar de su variedad presentan caracteristicas morfolégicas comunes:

1. Todas parecen fijadas al sustrato por medio de rizoides, similares a las raices de
las plantas, pero cuya funcién es unicamente fijar la planta ya que no toman
nutrientes. En ocasiones estos rizoides son sustituidos por un disco basal de

fijacion, como es el caso del sargazo.



2. Tras la estructura de fijacidon hay una estirpe mas o menos larga que puede
medir desde unos pocos milimetros hasta alcanzar un par de metros de longitud
en las laminarias.

3. La parte mas visible del alga es la lamina, que puede adoptar diversas formas:
filamentosa, hueca, comprimidas y delgadas, gruesas, incrustantes no

calcificadas e incrustantes calcificadas.

Si bien la mayor parte de las algas son fotosintéticas como las plantas, no se le
consideran plantas porque carecen de muchas estructuras vegetales como raices,

tallos, hojas especializadas y vascularidad.

Las algas macroscopicas presentan adaptaciones que les permiten vivir en
aguas poco profundas a lo largo de las costas, donde se acumulan, habitualmente,
muchos nutrientes; también sobreviven en estanques de agua dulce, lagos, rios,

manantiales de aguas termales, hielo polar, suelo humedo, entre otros.
1.2. Clasificacion de las algas "!

Las algas pertenecen al reino protista, que se define como el reino que involucra

todos aquellos organismos eucariotas que no son vegetales, ni animales ni hongos.

En principio, los nombres de algunas divisiones de algas derivaban de los
colores de los pigmentos dominantes, que enmascaran al verde brillante de las
clorofilas. Al aumentar el numero de las divisiones, otros caracteres fueron usados para
darles su nombre. La gran variedad de pigmentos que se encuentran en los
cloroplastos de las distintas divisiones de algas, sugiere que antes del desarrollo de las
células eucariotas existian diferentes tipos de procariotas productores de oxigeno.
Luego, las distintas divisiones de algas podrian haber evolucionado como resultado de
las relaciones simbidticas con los diferentes procariotas fotosintéticos, los que
posteriormente habrian originado los actuales cloroplastos.



Las algas no constituyen un grupo natural dentro de los protistas sino que son un
grupo polifilético. A continuacidn se describen las caracteristicas fundamentales de los
principales grupos de algas:

1.2.1. Bacilariofitas:

Las diatomeas son algas unicelulares, aunque a veces forman filamentos
simples o colonias. En sus cloroplastos contienen clorofila A y C, beta-caroteno vy
xantofilas, los cuales le confieren una coloracion pardo-dorada. Todas almacenan sus
reservas como crisolaminarina (un carbohidrato) y aceites. Son un componente muy
importante del fitoplancton oceanico y constituyen una fuente importante de alimento

para los animales marinos.
1.2.2. Crisofitas:

Entre los protistas unicelulares, las algas doradas son las que muestran una
mayor tendencia a formar colonias multicelulares. Sin embargo, a pesar de la
complejidad que estas colonias puedan alcanzar, cada una de sus células mantiene las
caracteristicas tipicas del grupo que permite identificarlas facilmente. Entre estas
caracteristicas se puede mencionar: pueden o no tener flagelos; sus cloroplastos
contienen clorofilas A y B, pero su color verde esta enmascarado por la fucoxantina que

le da su caracteristica tonalidad dorada.
1.2.3. Feofitas:

La mayoria de las algas marinas de las regiones templadas y de las costas
rocosas de las regiones mas frias del mundo pertenecen a este grupo, en el que muy
pocas son de agua dulce. Las algas pardas o feofitas contienen clorofilas Ay C, y
flucoxantina que, al igual que en las crisofitas, es el principal derivado carotenoide que

les da su color. En general, almacenan como sustancia de reserva un polisacarido



inusual llamado lamiranina (1), y a veces aceites, pero nunca almacenan almidén, como

lo hacen algunas algas verdes y las plantas. Sus paredes celulares contienen celulosa.
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1.2.4. Rodofitas:

La mayoria de las algas marinas son de color rojo. Se encuentran mas
comunmente en las aguas calidas y menos del 2% de las especies habitan aguas
continentales. Habitualmente crecen adheridas a rocas o a otras algas. Su color indica
que absorben la luz azul, la luz con mas penetracion en el agua. Esto le permite vivir a
mayores profundidades que otras algas. Las algas rojas contienen diferentes
pigmentos: clorofila A, carotenoides, y también ficobiliproteinas, la azulada ficocianina y
la rojiza ficoeritrina, que les dan colores distintivos. El producto de la fotosintesis es un
polisacarido sélido llamado almidon florideo.

1.2.5. Clorofitas:

Constituyen uno de los grupos de algas mas diversos. Aunque la mayoria son
acuaticas, algunas aparecen en una gran variedad de habitat, incluyendo la superficie
de la nieve y los troncos de los arboles; también se encuentran como simbioentes en
distintos organismos. Existen algas verdes unicelulares y microscopicas 15y 20 um, y

otras de mayor tamafo que van de 25 cm a 8 m. Estas algas contienen clorofilas Ay B



y beta-caroteno como pigmentos fotosintéticos y almacenan alimento en forma de

almidon.

Cerca de 30.000 especies de algas se han encontrado alrededor del mundo en
sitios donde solo se necesita luz y humedad. Las algas, junto con las plantas, son las
encargadas de dar oxigeno a la biosfera, son una fuente de alimento, y se han
encontrado usos medicinales y como fertilizantes. En la tabla 1 se puede observar la
clasificacion de algunas algas de interés.

Tabla 1. Clasificacion de las Algas

Reino Phylum Algunas clases de interés

Procariota| Cyanobacterias |Cyanophyta (Algas verde azuladas)

Chloroxybacterias

Glaucophyta

Rodophyta Rodophyta (Algas rojas)

Chrysophyceae (algas doradas) y Phaeophyceae
Heterokontophyta | (algas pardas)

Eucariota Haptophyta

Cryptophyta

Dinophyta

Euglenophyta

Chlotatachniophyta

Chlorophyta Chlorophyta (algas verdes)

A continuacion se presentan algunos metabolitos secundarios importantes

aislados de algas marinas:



1.3. Metabolitos secundarios de las algas marinas !"!

Se han realizado muchos trabajos sobre los metabolitos secundarios de las algas
marinas. Existen reportados trabajos sobre: aminoacidos, derivados de guanidina,
fenoles, carotenoides, diterpenoides, polimeros bioactivos, compuestos halogenados y
biosintesis de los metabolitos.

1.3.1. Bromo-fenoles:

Las algas verdes, rojas y pardas; han sido analizadas extensivamente para
detectar actividad antibacteriana y fungicida. Los compuestos activos aislados de
Symphyocladia gracilis, Rhodomela larix y Polysiphonia lanosa fueron: 2,3-dibromo-4,5-
dihidroxibenzaldehido (2), alcohol 2,3-dibromo-4,5-dihidroxibencilico (3), alcohol 3,5-
dibromo-p-hidroxibencilico (4) y el 5-bromo-3,4-dihidroxibenzaldehido (5).
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No mucho se sabe sobre el mecanismo de biosintesis, pero se presume que los
bromofenoles se forman a través de la via del shikimato. Su actividad bioldgica indica
que pueden tener un rol importante en la regulacion de los epifitos y los endofitos.



1.3.2. Heterociclos con Nitrégeno:

De las algas marinas se han obtenido compuestos que contienen nitrégeno
formando un heterociclo. De estos, los mas interesantes, debido a su potente actividad
frente a la ascariasis y su novedosa estructura quimica, son el acido domoico (6),
aislado del alga Chondria armata y el acido kainico (7), asilado del alga Digenea

simplex.
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1.3.3. Esteroles:

Se han encontrado varios esteroles en algas, como Rhodymenia palmata,
Porphyra purpurea, P. umbilicalis y Halosaccion ramentaceum. Entre los mas
importantes estan el colesterol (8), el 22-deshidrocolesterol (9), el demosterol (10), el

fucosterol (11), el condrilasterol (12) y el poriferasterol (13)



12 13

Reportes de los esteroles indican que, generalmente, tienen una baja toxicidad y
tienen la habilidad de reducir el nivel de colesterol en la sangre. También se reporta que

reduce la tendencia a formar deposiciones de grasa en el corazén .



1.3.4. Polisacaridos:

Este tipo de compuestos obtenidos a partir de algas, son econdmicamente uno

de los mas importantes debido a su extenso uso en alimentos y en medicina.

Entre los mas importantes se tiene el acido alginico, obtenido de algas pardas, a
partir de las generos de Fucus y Macrocystis. Esta conformado por dos mondmeros:
acido d-manuronico (14) y el acido I-gulurénico (15). Estan enlazados a través de una

cadena $-1,4-glicosidica.
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La propiedad mas importante de este compuesto es la habilidad de remover

estroncio (contaminante), sin comprometer la cantidad de Ca, Na o K en el cuerpo.

Existen otros polisacaridos como el sulfato de laminarin (16), aislado del alga
Laminaria clustoni, que tienen una gran estabilidad y una muy buena actividad

anticoagulante.
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Las algas rojas son fuente importante de agarosa (17), cuyo uso es muy

importante en estudios biomédicos y en inmunologia.
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1.4. Otros Metabolitos Secundarios aislados de organismos marinos:

Cuatro nuevos sesquiterpenoides del tipo éster nitrobenzoilo (18, 19, 20 y 21), se
aislaron de extractos organicos del cultivo del hongo Aspergillus versicolor, aislado de la
superficie del alga Penicillus capitatus. Presentaron una citotoxicidad significante en

células HCT — 116, de cancer de colon en humanos.®
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Se obtuvieron 2 nuevos compuestos tipo Diterpenoide: ent-erogorgiaene (22) y el (+)-
1,5-ciclo-5,8,9,10-tetrahidroerogorgiaene (23), a partir del alga parda Dictyota
dichotoma. En adicién, se obtuvo el pentadecano por primera vez encontrado en esta
alga. Se probd la citotoxicidad frente a celulas cancerigenas humanas de varios tipos, y
en celulas epiteliales en ratones JB6 Cl 41. Los compuestos mostraron una moderada
actividad frente distintas células cancerigenas y una actividad significativamente menor

frente a las células de raton.®©

Se encontraron metabolitos citotoxicos, communesinas A (24) y B (25), activos
contra el cultivo de células tipo P-388; del hongo Penicillium sp. a partir del alga marina

Enteromorpha intestinalis./”
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También se han encontrado sustancias antimacroalga producidas por los hongo
Fusarium sp. y Acremonium sp. Ambos hongos fueron extraidos del alga marina
Halymenia dilatata y produjeron los compuestos halimecinas A (26), B (27), C (29); para
el hongo Fusarium sp. y halimecinas D (28) y E (30) para el hongo Acremonium sp.®

26 : R1=H; R2=H; R3=Ac; R4=H; R5=H; R6=H; R7=H
27 : R1=H; R2=H; R3=Ac; R4=H; R5=H; R6=B-D-manosil; R7=H
28 : R1=H; R2=0H; R3=H; R4=H; R5=0H; R6=H; R7=H
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29 : R1=H; R2=Ac
30 : R1=OH; R2=H

Las algas marinas del orden de las Caulerpales son miembros importantes del
habitat de los arrecifes tropicales, y se ha demostrado que son de muy baja preferencia
en la dieta de los herbivoros que habitan junto a ellas®'. Investigaciones previas
proveen evidencia de que algas de este grupo producen metabolitos secundarios
bioldgicamente activos """ 2%, Un ejemplo de este tipo de algas es la especie Penicillus
capitatus

1.5. Especie Penicillus capitatus *"!

Penicillus es un género de las algas marinas muy comun en las aguas del caribe.
Se encuentran en camas de grama de mar y arena junto con Halimedas y Udoteas.

Penicillus pertenece a la familia de las Udoteaceae, y al orden de las Caulerpales
1.5.1 Descripcioén de la especie:

Esta formada por un cuerpo erecto de alrededor de 15 cm, que consiste de las
siguientes partes principalmente: un talo de 10 cm; una especie de cabeza de flor,
llamada capitulum, de unos 5 cm que perece estar incrustada en el talo; y unos rizoides
largos y bulbosos de sifones con arena adherente. Las paredes de los sifones estan
compuestas principalmente de p - 1,3 xilano, en vez de celulosa. El capitulum se

produce por sucesivas uniones de di-(tri)-chotomias que se dan en diferentes planos;
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en algunas especies los sifones capitulares estan regularmente comprimidos. Los
sifones de la base del capitulum, delimitan, por el desarrollo de pequefias ramas
radiales, un grupo de sifones medulares y una corteza simple. En la Figura 1, se
muestra una fotografia del habitat del alga Penicillus capitatus.

Figura 1: Fotografia del alga marina Penicillus capitatus

1.6 Metabolitos Secundarios del género Penicillus:

Se han encontrado los siguientes metabolitos secundarios tipo terpenoides
lineales, biolégicamente activos (inhibidores de actividad microbiana) ?? para el género
Penicillus: un triacetato (31) y un aldehido (32) para la especie Penicillus capitatus; y un
diterpeno triacetato (33), dihidroudoteal (34) y diterpenoides (35 y 36) para la especie

Penicillus dumetosus.
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35 o)\ 36

Otros metabolitos secundarios, como las capisteronas A (37) y B (38) se han

aislado del alga Penicillus capitatus. Se demostré que dichos metabolitos secundarios
tienen una potente inhibicion del patégeno marino Lindra thallasiae®. Otro estudio
indicé una buena actividad como inhibidoras de excrecion celular lo que hace mas

eficiente la accion antimicotica del fluconazol. 24
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37 38

También se aislo la enzima bromoperoxidasa del alga marina Penicillus
capitatus. Se ha propuesto que esta enzima juega un importante papel en la formacién
de metabolitos halogenados®®??! y en la catalisis de la formacién de nitrilos en el

ambiente marino 7.

Los estudios anteriormente mencionados muestran una actividad importante de
los metabolitos hallados a partir del alga marina Penicillus capitatus, pero ninguno
refleja la actividad antiinflamatoria de alguno de esos metabolitos; por esto se estudiara
la posible actividad antiinflamatoria de los metabolitos aislados de los extractos de esta

alga.

El alga Penicillus capitatus pertenece al orden de las Caulerpales familia de las
Udoteaceae y al phylum de las Clorofita. Con el fin de realizar el analisis fotoquimico y
medir su actividad antiinflamatoria, se estudiara dicha alga verde debido a los pocos
antecedentes encontrados, su presencia en las costas venezolanas y su potencial

actividad biologica.
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.7. Inflamacion

La inflamacion es un proceso inmunoldgico que se caracteriza por la presencia
de una serie de sintomas cardinales. Se trata de una respuesta inespecifica frente a
agresiones externas, y esta es generada por los agentes inflamatorios. ElI mayor
problema que surge de la inflamacion es que la defensa se dirija errbneamente hacia

agentes no dafiinos u 6rganos sanos, de manera que provoque lesién en tejidos 283"

Clasicamente la inflamacion se ha considerado integrada por los cuatros signos
de Celso: Calor, Rubor, Tumor y Dolor. Como se vera posteriormente, el calor y rubor
se deben a las alteraciones vasculares que determinan una acumulacion sanguinea en
el foco. El tumor se produce por el edema y cumulo de células inmunes, mientras que el
dolor es producido por la actuacion de determinados mediadores sobre las

terminaciones nerviosas del dolor 2.
1.7.1. Fases de la inflamacion ?"
1.7.1.1. Fase 1: Liberacion de los mediadores

En esta primera fase de la inflamacién se liberan moléculas, la mayor parte de
ellas, de estructura elemental que son liberadas o sintetizadas por el mastocito bajo la
actuacion de determinados estimulos. Aunque todos los tejidos al lesionarse van a
liberar mediadores de la inflamacion, la fuente principal de los mismos es el mastocito.
Esta es una célula inmune inespecifica que procede de la médula ésea, aunque los
mecanismos de su diferenciacién no son bien conocidos. El mastocito contiene en el
citoplasma granulos con mediadores de la inflamacion preformados. Los mastocitos se
detectan en casi todos los tejidos, siendo localizados principalmente alrededor de los

pequenos vasos, sobre los que actuaran los mediadores una vez liberados.

Los mecanismos bioquimicos que llevan a cabo este proceso no son aun bien

conocidos. Se cree que el proceso se inicia en la membrana con activacion de
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adenilato-ciclasa y de fosfolipasa A2. La adenilato-ciclasa determina un incremento
inicial de la concentracion intracitoplasmatica de cAMP, mientras que la fosfolipasa
ataca a los lipidos de membrana produciendo acido araquidénico. También aumenta la
permeabilidad de membrana al Ca®, con lo que se incrementa la concentracién de este
i6n en el citoplasma. El aumento de la concentracion de Ca*" y el del cAMP determinan
la formacion de microtubulos en el mastocito, asi como el movimiento de granulos
citoplasmaticos hacia la membrana celular, produciéndose posteriormente la fusién de
los granulos con ésta y la liberacion de mediadores al espacio extracelular. Estos
mediadores, que se encontraban preformados en los granulos, son principalmente
histamina, enzimas proteoliticas, el factor quimiotactico del eosinofilo (ECF-A,
eosinophil chemotactic factor), factor quimiotactico del neutrofilo (NCF, neutrophil
chemotactic factor) y heparina.

El acido araquiddnico formado puede seguir dos vias metabdlicas, la de la
enzima ciclo-oxigenasa que determina la produccién de prostaglandinas (PG) vy
tromboxanos y la de la lipooxigenasa que conduce a la formacion de leucotrienos (LT).
Todas estas sustancias de caracter lipidico, sintetizadas por el mastocito, son un
segundo grupo importante de mediadores de la inflamacion.

1.7.1.2. Fase 2: Efecto de los mediadores

En esta segunda fase se liberan los mediadores, provocando alteraciones vasculares y
efectos quimiotacticos que favorecen la llegada de las moléculas y células inmunes al

foco inflamatorio.

Entre los mediadores se pueden distinguir dos tipos: los preformados y los
sintetizados de novo. Entre los del primer grupo se encuentra la histamina, las enzimas
proteoliticas, los factores quimiotacticos y la heparina. La histamina es un mediador que
produce vasodilataciéon e incremento de permeabilidad actuando en los receptores H1.
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La mas importante de las enzimas proteoliticas es la kininogenasa, que actua
sobre las proteinas procedentes de la sangre, produciendo su ruptura en péptidos mas
pequefas llamados kininas. Estas ultimas producen vasodilatacion y aumento de la
permeabilidad vascular.

Los factores quimiotacticos son moléculas de alto peso molecular, capaces de

activar los eosinofilos y neutrofilos.

La heparina inhibe la coagulacion, favoreciendo la llegada al foco inflamatorio de
moléculas y células desde la sangre.

En el grupo de los sintetizados “in novo” estan los siguientes mediadores: PGE2,
LTB4 y el factor activador de plaquetas. La PGE2 es la prostaglandina mas importante
en el proceso inflamatorio, produciendo vasodilatacion y dolor. El LTB4 es un factor
quimiotactico para eosinofilos, mastocitos y macréfagos. Por ultimo, el factor activador
de plaquetas activa las plaquetas determinando su agregacién, con la liberacion de
mediadores por parte de estos cuerpos e inicio de los procesos de coagulacion.
Produce también, vasodilatacion y aumento de la permeabilidad vascular.

1.7.1.3. Fase 3: Llegada de las moléculas y células inmunes al foco inflamatorio

Los mediadores de la inflamacién producen dos efectos. En una primera fase,
alteraciones vasculares que facilitan el trasvase de moléculas desde la sangre al foco
inflamatorio, asi como la produccion de edema. En la segunda fase, mas tardia, las
propias alteraciones vasculares, asi como la liberacibn en el foco de factores
quimiotacticos, determinan la llegada de células inmunes procedente de la sangre y de
los tejidos circundantes. A continuacion se describe mas detalladamente el proceso de

la llegada de moléculas y células inmunes al foco inflamatorio.
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* Fase inicial. Llegada de moléculas

En esta primera etapa llegan las inmunoglobinas (Ig), que son anticuerpos que al
unirse bloquean el germen y sus toxinas. La funcion de las inmunoglobinas es activar
una célula denominada complemento y a su vez potenciar la fagocitosis, al unirse a los

receptores que presentan los fagocitos.

La activacién del complemento también puede ocurrir por otra via, debido a los
productos liberados directamente por el germen. Los factores del complemento C3a y
Cba, actuando sobre receptores de membrana, activan al mastocito y basdfilo
induciendo la liberacion de mediadores y amplificando, de esta forma, el fenomeno
inflamatorio. ElI C5a es un potente factor quimiotactico, mientras que el C3b, uniéndose
a receptores de membrana de los fagocitos, potencia la fagocitosis.

* Fase tardia. Llegada de células

Entre las células que llegan en esta fase esta el basofilo que, junto con el

mastocito, contribuye a la liberacion de los mediadores.

Por otro lado, el neutrdfilo es de las primeras ceélulas en llegar al foco
inflamatorio, eliminando al germen mediante la fagocitosis o liberando factores toxicos

que contiene en sus granulos citoplasmaticos.

Mas tardiamente, llegan el monocito y macréfago, procedente de la sangre y de
los tejidos cercanos, respectivamente. El monocito presenta idénticas funciones a las

sefaladas para el neutrdfilo.

El macréfago sintetiza un péptido inespecifico, la interleucina 1 (IL-1), que es una
auténtica hormona del sistema inmune, ya que pasando a la sangre produce efectos

sobre distintas partes del organismo. Determina la aparicién de fiebre, probablemente
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induciendo la sintesis de PGE en las células endoteliales que revisten los vasos

sanguineos del hipotalamo; a su vez la PGE actua sobre el centro termorregulador.

Los linfocitos T y B, potenciados por el macrofago, inician la respuesta
especifica. Las células B procedentes de los tejidos linfoides asociados a tejidos o
mucosas sintetizan inmunoglobinas, que unidas al mastocito o basofilo pueden
potenciar la inflamacidn. Por otra parte, las células T comienzan a producir linfoquinas

que prolongan la inflamacién en una respuesta inmune mas elaborada.
1.7.1.4. Fase 4: Regulacién de la respuesta inflamatoria

Como la gran mayoria de las respuestas inmunes, el fenomeno inflamatorio se
encuentra estrechamente regulado, evitando una respuesta exagerada o perjudicial.
Algunos de los mediadores que producen activacion, al variar su concentracion o actuar
sobre distintos receptores, van a producir inhibicion, logrando un equilibrio o modulacién

de la respuesta inflamatoria.

Entre los factores que intervienen en esta regulacion esta la histamina, actuando
sobre los receptores H2, induce en el mastocito y baséfilo una inhibicién de la liberacidon
de mediadores, inhibe la actividad del neutrdfilo, inhibe la quimiotaxis y activa las
células T supresoras. La PGE produce en el mastocito y basdfilo una inhibicién de la
liberacion de mediadores y sobre los linfocitos una inhibicién de la proliferacion vy
diferenciacion. Otro factor es la heparina que también inhibe la coagulaciéon y la
activacion de los factores del complemento. Por ultimo esta el eosindfilo, que acude al
foco inflamatorio donde libera una serie de enzimas que degradan determinados

mediadores potenciandose de la inflamacién.
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1.7.1.5. Fase 5: Reparacion

Cuando las causas de la agresion han desaparecido o han sido eliminadas por la
propia respuesta inflamatoria, se inician los procesos de reparacion. Estos procesos
integran la llegada a la zona de fibroblastos que van a proliferar y sintetizar colageno,
proliferacion de células epiteliales y proliferaciéon de vasos dentro de la herida.

No se conocen bien los mediadores responsables de estos fendmenos, parece
ser que la IL-1 (una citocina denominada interleucina-1) es la responsable de la
activacion de los fibroblastos. En la figura 2 se observa la biosintesis del axido nitrico
como parte del proceso de liberacion de mediadores en el proceso inflamatorio.

Reaccion global

L-arginine + 2 NADPH + O, = L-citrulline + NO + 2NADP*

L-arginine Citrulline

O._F

NADPH > NADP+

»

Cofactors for NOS Calmodulin/Ca?** BH 4 Haem FMN FAD

& B

0, NO

Figura 2. Biosintesis del 0xido nitrico

En la tabla 2 se describen otros mediadores involucrados en el proceso

inflamatorio, y el efecto que tienen en el organismo.



Tabla 2. Algunos mediadores presentes del proceso inflamatorio
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Mediador Efecto
Es un mediador ampliamente distribuido por el organismo.
Actuando sobre los receptores H1 (histamina 1) de los vasos
Histamina produce vasodilatacion e incremento de la permeabilidad.
Cuando actua sobre los receptores H2 (histamina 2) produce
efectos inhibidores o reguladores de la inflamacion.
La mas interesante es la quininogenasas que actua sobre
Enzimas algunas proteinas de la sangre para producir quininas. Las
proteoliticas quininas inducen la vasodilatacion, aumento de Ia
permeabilidad vascular y produce dolor.
Inhiben la coagulacion y la activacion de los factores del
Heparina

complemento.

Leucotrieno B4

Factor quimiotactico para eosinofilo, neutréfilos, mastocitos y

(LTB4) macrofagos.
Prostaglandina E2 | Produce vasodilatacién y dolor. En coordinacién con el factor
(PGE2) Cba y LTB4 aumenta la permeabilidad

Factor activante de
plaquetas (PAF)

Activa las plaquetas determinando su agregacion. Produce

vasodilatacion y aumento en la permeabilidad vascular.

Inmonuglobulinas

Se unen y bloquean al germen y sus toxinas.

Proteinas de la

fase aguda

Tienen la capacidad de fijar determinados gérmenes y activan

el complemento por la via clasica.

Tromboxanos A2

Producen agregacion plaquetaria y vasoconstriccion

Interleuquina 1(IL-

1)

Activa la proliferacion y diferenciacion de las células T y B,

contribuyendo a la respuesta especifica. Activan la

proliferacion de fibroblastos y colageno.
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. . A bajas concentraciones activan quimiocinas, citocinas y
Radicales Libres _ o _
i moléculas de adhesion leucocitaria endotelial: aumenta la
de Oxigeno _ _
respuesta inflamatoria.

Se produce gracias a las interleuquinas. Cuando se libera en
Oxido Nitrico cantidades incontroladas se produce vasodilatacion periférica

y necrosis tisular.

1.8. Metabolitos Secundarios con actividad Antiinflamatoria, extraidos de algas

marinas

Entre algunos ejemplos de compuestos aislados se tiene, por ejemplo; el feofitin
A (39), aislada del alga verde Enteromorpha prolifera, colectada en Japon, que presento
accion supresora en la produccién del anion superoxido Oz en ratén, inducido por TPA.
El Feofitin A mostré actividad en quimiotaxis de humano PMN por fMLP, presentando
una accidon antiinflamatoria dependiente de la cantidad administrada, y exhibié una
supresion significativa en algunas reacciones presentes en cuadros inflamatorios, estas

inducidas por TPA, tales como la formacién de edema en oreja de raton 2.

El extracto acuoso del alga Lonicera japonica mostro actividad antiinflamatoria a
bajas concentraciones (100 mg/Kg) sobre edema en pata de raton, permeabilidad
vascular e infiltracién de neutrdfilo. Es importante destacar que a concentraciones mas
altas el efecto antiinflamatorio desaparece y puede exhibir un efecto proinflamatorio,
posiblemente por la presencia de algun compuesto que ejerza esta accion El efecto
antiinflamatorio del extracto acuoso de Lonicera japonica puede deberse a la inhibicion
de la produccién de citocinas?®®!.
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1.8.1. Polisacaridos

Se estudio una serie de polisacaridos extraidos de algas marrones de la bahia
oriental de Japon. Entre ellos, fucoidanos y laminaranos extraidos de unas especies de
Laminaria japonica, Laminaria cichoroides y Fucus evanescens, laminaranos de
Laminaria gurjanoave, otros B-D-glucanos (40) y A-carragenina (41) de Chondrus
armatus. Todos estos compuestos mostraron actividad inhibidora de la activacion del
complemento. Presentando una mayor actividad los a-L- fucanos sulfatados de la L.
cichoroides, mientras que los fucoidanos de Laminaria japonica tuvieron un efecto
moderado. Es importante destacar que los polisacaridos obtenidos de la Laminaria
Jjaponica mostraron efecto sobre la actividad fagocitica de macrofagos contra
Staphyllococus aureus, produccion de anticuerpo policlonal (IgM e IgG) de células del
bazo e interleucina 1o y produccion de factor de necrosis tumoral a (TNF-a) en

macréfagos B4,
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1.8.2. Acidos grasos

Al estudiar el extracto metandlico de Zostera japonica, se encontré actividad
antiinflamatoria en una de sus subfracciones de hexano. La actividad antiinflamatoria
se baso6 en la inhibicion de TNF-a inducido por LPS, IL-1p y IL-6 en una cantidad
dependiente de la dosis, sugiriendo que esta subfraccion es bioactiva como
antiinflamatorio en ensayos in vitro. Esta subfraccion incluyo acido palmitico metil éster
(42) (21,5%), acido palmitico (43) (24,02%), acido linoléico metil éster (44) (13,09%),
acido oleico metil éster (45) (8,41%) y acido linoleico (46) (7,93%)%°..
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Se demostrd que el acido y - linoleico (18:3 n-6) reduce la produccion de IL-1
inducido por TNF. Ademas, se demostrd en otros ensayos que el acido linoleico tiene la
capacidad para inhibir IL-1 y IL-6 en macrofagos. Se ha demostrado que el acido
linoleico conjugado (CLA) puede inhibir algunos mediadores inflamatorios inducidos por
LPS, tales como; iNOS y COX-2 en células RAW264.7 en macréfago 1.

Se observo que la fraccion sulfoglicolipidica obtenida del alga roja Porphydium
cruentum, la cual posee capacidad para inhibir, la produccién de aniones superéxidos in
vitro desmostraron que esta fraccion logra una buena capacidad antiinflamatoria y evita
la proliferacién de células en panel de lineas de cancer. Los resultados demostraron
que esta fraccidn contenia gran cantidad de acidos grasos poliinsaturados (PUFAS),
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entre otros; acido hexadecandico (26,1%), acido araquidoénico (47) (36,8%), entre

otros®).
i
HO \ = \ = CH,
47
1.8.3. Fenoles

A partir de estudios quimicos realizados al alga roja Vidalia obtusaloba se

lograron aislar dos metabolitos bromofendlicos: vidadol A (48) y vidalol B (49). Ambos

mostraron actividad antiinflamatoria inhibiendo la fosfolipasa Az 2.

OH Br Br OH Br
I I Br Br I I I Br
HO OH OH HO HO OH OH
Br OH OH Br OH
48 49

A partir del alga roja Vidalia sp. fueron identificados tres compuestos fendlicos,
el alcohol p-hidroxibencilico (50), el etilanosol (51) y vidalenonola (52). En la realizacion
de este estudio se observo que el extracto lipidico tiene una importante actividad en

ensayos anticancerigenos .
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1.8.4. Péptidos

Dos conformeros estables de un heptapéptido ciclico cis,cis- (53) y trans,trans-
ceratospongamida (54) fueron aislados de la microalga roja Ceratodictyon spongiosum
y la esponja Sigmadocia symbiotica, las cuales existen en una relacion simbidtica
inusual. La actividad antiinflamatoria de ambos fue examinada midiendo la inhibicién de
sPLAZ2 por carcinoma, en células hepatocelular estimuladas con la citosina IL-1f pro -

inflamatoria 19,

HO,,
H;C e} / [
o ) —
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1.9. Justificacion

El estudio fitoquimico y bioldgico realizado al alga Penicillus capitatus se basa en
la importancia biologica y quimica que tienen los metabolitos secundarios hallados a
partir de productos naturales marinos. Este es el primero realizado a la especie
venezolana, ya que soélo existen algunos antecedentes de estudios hechos a la especie

colectada en Las Bahamas.

Es importante destacar que este estudio forma parte de un proyecto conjunto
entre las Facultades de: Farmacia (Laboratorio de Productos Naturales), Ciencias
(Laboratorio de Sintesis Organica) y Medicina (Instituto de Inmunologia), en el cual se
evalua la fitoquimica y actividad antiinflamatoria de un grupo de algas colectadas en las

costas Venezolanas.
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1.10. Objetivos
1.10.1. Objetivo General

Realizar el estudio fitoquimico del alga Penicillus capitatus y evaluar la posible
actividad antiinflamatoria de los extractos y/o metabolitos secundarios mayoritarios
presentes.

1.10.2. Objetivos Especificos

* Separar y purificar los compuestos quimicos presentes en los diferentes
extractos obtenidos del alga Penicillus capitatus, por medio de la cromatografia

en columna.

* Determinar la estructura de los compuestos por medio del empleo de técnicas
espectroscopicas modernas (Resonancia Magnética Nuclear, Espectrometria de
Masas y Espectrometria de Infrarrojo).

* Determinar la posible actividad antiinflamatoria de los extractos mediante
bioensayos asociados con inflamacion, tales como: medicion de 6xido nitrico y
anion superoxido; y evaluar la actividad antiproliferativa de los compuestos

puros, mediante el método de MTT.

* Evaluar la actividad antiinflamatoria de los metabolitos secundarios vya
caracterizados, mediante bioensayos asociados con inflamacién, tales como:
medicion de Oxido nitrico y anion superoxido; y evaluar la actividad

antiproliferativa de los compuestos puros, mediante el método de MTT.



32

Il.- PARTE EXPERIMENTAL
I.1. Materiales, reactivos y equipos:
11.1.1. Soportes cromatograficos

* Para la realizacion de cromatografia de capa fina fase normal, se emplearon placas
de silica gel Alugram ® de dimensiones 20 x 20 cm, con indicador de fluorescencia
UV2sa4.

* En la realizacion de cromatografia en columna de fase normal, se utilizo silica gel

60, con las siguientes especificaciones: 0,063-0,2 mm/ 70-230 mesh ASTM.

* Para cromatografia de capa fina fase reversa, se utilizaron placas RP-18 soportadas

en aluminio, de longitud 5 x 7,5 cm.

* En separaciones cromatograficas de tipo fase reversa, se utilizaron columnas Sep-
Pak® Vac 35 cc y12 cc Cys.

1.1.2. Solventes y reactivos
* Hexano

* Diclorometano

* Acetato de etilo

* Metanol

* Acetonitrilo

* Etanol

* Dimetilsulféxido (DMSO)
* Agua destilada

* Revelador de p-anisaldehido
* Revelador de timol

* Revelador de nihidrina
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* BSTFA (N,O-bis(trimetilsil)trifluoroacetamida)

Todos los solventes usados en la realizacion de este trabajo fueron de grado
técnico, previamente destilados. El DMSO se utilizé sin previo tratamiento.

11.1.3. Equipos

* Espectrometro de masas HP 5971A acoplado a un cromatégrafo de gases HP 5890,
con fuente de ionizacion por impacto electrénico (IE) de 70 eV (ubicado en el

Departamento de Quimica de la Universidad Simon Bolivar).

* Equipo de resonancia magnética nuclear JEOL, modelo Eclipse + de 400 MHz para
'Hy 100 MHz para *C, con deteccion por cuadratura (ubicado en el Departamento

de Quimica de la Universidad Simon Bolivar).

* Espectrofotometro de Infrarrojo BRUKER, Modelo Tensor FT-IR (ubicado en el

Departamento de Quimica de la Universidad Simon Bolivar).

* Espectrometro de masas Thermo — Finnigan, con detector de trampa de iones
(ubicado en el Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificas, IVIC.)

* Espectrometro de masas Varian Saturno 2000 con Trampa de lones Lineal 3200
QTRAP (Applied Biosystem), y fuente de ionizacion “Turbo lon Spray” en modo
positivo. Voltaje de lonSpray: 5500 V, “declustering potencial” de 70 V y energia de
colision de 10 V. (Ubicado en el Instituto de Medicina Tropical, Dr. Félix Pifano,
UCV)

* En la realizaciéon de este trabajo se usaron los rotaevaporadores Buchi R-114 y
Bichi RE 120.
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* Se utilizdé la lampara de UV-Visible marca Entela, Modelo UV GL-25, con dos

longitudes de onda disponibles: 254 y 365 nm.

1.2. Coleccidn e identificacion del alga Penicillus capitatus.

El alga verde Penicillus capitatus, fue colectada manualmente a una profundidad
de 1 metro en Ocumare de la Costa, estado Aragua, el 10 de marzo del afio 2007 y fue
identificada por los Doctores: Mayra Garcia (Insituto Jardin Botanico Tobias Laser) y
Santiago Gomez (Escuela de Biologia, Facultad de Ciencias, UCV).
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11.3. Procedimiento experimental.
Los pasos realizados en el tratamiento del alga Penicillus capitatus se describen
en el Esquema 1.

1.3.1 Obtencion de los extractos del alga Penicillus capitatus

Para la extraccion del material seco se sumergio el alga liofilizada y triturada en 2
L de metanol, por tres dias. Después de realizar este procedimiento tres veces, la
mezcla se filtré y se concentré al vacio hasta sequedad, el peso fue 218,25 g. Este
sélido fue tratado con metanol y se realizO un proceso de filtracion, del cual se
obtuvieron unos cristales insolubles en metanol, que luego de hacer pruebas de
solubilidad y medicién del punto de fusion, se determind que consistia de sales
inorganicas. Lo que permanecio disuelto en metanol, se llamo extracto crudo del alga.

Se evaporo al vacio el metanol, y se obtuvo un peso de 9,68 g

El extracto crudo fue disuelto en 100 mL de solucion MeOH/H20O, con una
relacion aproximada de 1/1 (solucidon hidrometandlica), y fue particionada con hexano,
diclorometano y acetato de etilo (en ese orden) con 3 volumenes de solvente; 2 veces
100mL y el ultimo volumen con 50 mL. Se obtuvieron 4 extractos: extracto de hexano
(PcH), extracto de diclorometano (PcD), extracto de acetato de etilo (PcAc) y extracto
hidrometandlico (PcAM). En la tabla 3 se muestran las cantidades de extracto obtenido
luego de la particion.

Tabla 3: Pesos de los extractos obtenidos

Extracto Peso del Extracto
Hexano (PcH) 1,7365 ¢
Diclorometano (PcD) 0,3600 g
Acetato de Etilo (PcAc) 0,0568 mg
Hidrometanolico (PcAM) 7,0740 g




Esquema 1

Penicillus capoitatus

1
Material Seco

Solucion Metandlica
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Liofilizacion

Maceracion con MeOH por 72 h

vaporacion a

Extracto + sales

(3 veces)

presion reducida

Extracto
Metandlico

Solucién
Hidrometandlica

Disolucién en MeOH/H,0 (1:1)

Extracto de
Hexano

Solucién
Hidrometanodlica

Sales
Inorganicas

Extracto
de CHzClz

Extraccidén con Hexano y evaporacion a presiéon reducida

Extraccion con CH,Cl, y evaporacion a presion reducida

Solucién

Hidrometandlica

evapora

Extraccion con AcOEt y

cion a presioén reducida

Extracto de
AcOET

Solucién
Hidrometanodlica

Evaporacio

Extracto
Hidrometandlico
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Luego de obtener los diferentes extractos, se procedié a la separacion y
purificacion de compuestos mediante técnicas cromatograficas, y se realizé la
caracterizacion de los compuestos por medio de técnicas espectroscopicas. En la
Figura 3 se muestra un esquema basico del procedimiento y la informacién obtenida

con cada técnica.

Formula Busqueda bibliografica
Molecular [

N° de Estructuras en 2

insaturaciones dimensiones

Considerar

IR, RMN
los

Grupos isbmeros
Compuesto  ———» ¢ 1cionales

Puro Lista de
Estructuras
posibles

Subestructuras

Estructura

Molecular

Figura 3: Estrategia para establecer la estructura molecular
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11.3.1.1 Extracto de Hexano (PcH)

A partir del extracto de hexano (PcH), se procedi6 a realizar una cromatografia
de columna en Silica-gel (150 g) luego de hacer el estudio analitico del comportamiento
de la mezcla en placas de cromatografia de capa fina. Al disolver en la mezcla de
solventes 9:1 diclorometano — acetato de etilo, se observoé la formacion de un
precipitado de color blanco, que se logré aislar de la solucion. A este precipitado se le
llamé PcHO. Luego, se eluyo la columna utilizando un gradiente de polaridad en un
sistema de mezcla de solventes de diclorometano, acetato de etilo y metanol. Se
recogieron 32 fracciones y se unieron de acuerdo a la comparacion de los factores de
retencion observados en la cromatografia de capa fina. Se usaron 5 mezclas de
solvente de 200 mL cada una. En la tabla 4 se muestran las distintas fases moviles
utilizadas en el proceso de separacidon cromatografica para el extracto de hexano

Tabla 4: Mezcla de solvente utilizada en la separacion cromatografica del extracto
de hexano PcH.

Mezcla de Solvente Fracciones Obtenidas
9:1 CHxCl, — AcOEt 1-6
1:1 CHCl, — AcOEt 7-12
100% AcOEt 13-18
7:3 AcOEt — MeOH 19-24
100% MeOH 25 - 32

En la tabla 5 se observan las fracciones unidas, luego de la comparacion por
cromatografia de capa fina, y la cantidad obtenida.
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Tabla 5: Se muestran las fracciones unidas y los distintos pesos de cada una

Fraccion Peso (mg)
PcHO 20.1
PcH1 97.4
PcH2 147.2
PcH3 170.4
PcH4 70.8
PcH5 50.3
PcH6 119.6
PcH7 43.7
PcH8 102.6
PcH9 60.2

PcH10 249.4
PcH11 306.6
PcH12 240.0
PcH13 51.4

Particularmente, parecieron interesantes las fracciones PcHO, PcH10 y PcH11;
debido a la reaccidn positiva a la presencia de glicésidos, al revelar con timol
(coloracion rosada); confirmada con las sefales tipicas de carbonos oxigenados,
observadas en los espectros de RMN de °C, de las mezclas. Las demas fracciones se
estudiaron analiticamente con cromatografia de capa fina y se observaron mezclas

complejas, que no valio la pena estudiar debido a la poca cantidad de ellas.
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11.3.1.1.1 Purificacion de la fraccion PcHO

A la fracciéon PcHO se le realizdé una prueba de solubilidad con los solventes:
CH.Cl,, CHCI3, AcOEt, MeOH, acetona, acetonitrilo, piridina y dimetilsulfoxido; siendo
soluble sélo en piridina y dimetilsulfoxido.

Se purifico la fraccion PcHO, disolviendo en DMSO (dimetilsulféxido) y utilizando
cromatografia en fase reversa, en un cartucho de C4g con un Vo de 1 mL. Se realiz6é un
gradiente de polaridad desde 100 % H2O hasta 100 % MeOH en incrementos de 10 %
en MeOH. Cada fase movil consistio de 1 mL. El compuesto se obtuvo en la ultima fase
movil. Se obtuvieron 10 mg del compuesto 1 (0.0046 % de rendimiento).

11.3.1.1.2 Estudio de la fraccion PcH10

De acuerdo a los resultados obtenidos en el analisis cromatografico en la
cromatografia de capa fina, donde se observdé una mancha mayoritaria de color rosado
al revelar con timol (tipica de glicosidos); la fraccion PcH10 fue fraccionada en una
columna de silica gel (25 g), con las siguientes condiciones: la muestra introdujo en la
columna, disuelta en AcOEt y se eluy6 en un sistema AcOEt — MeOH utilizando 50 mL
de Vo, en cada fase movil. En la tabla 6 se citan las fases mdéviles utilizadas para la
separacioén de la fraccion PcH10, y la cantidad obtenida luego de dicha separacion.
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Tabla 6: Fases moviles y pesos de las fracciones obtenidas.

Fraccién Fase Movil Peso (mg)
PcH10.1 100 % AcOEt 26,9
PcH10.2 9:1 AcOEt — MeOH 51,2
PcH10.3 1:1 AcOEt — MeOH 40,2
PcH10.4 100% MeOH 47,6

Se purifico la fraccion PcH10.4, disolviendo en agua y utilizando cromatografia
en fase reversa, en un cartucho de C4g con un Vo de 5 mL. Se sembro la muestra en
agua, y se realizé un gradiente de polaridad desde 50 % MeOH en H,O hasta 100 %
MeOH en incrementos de 10 % en MeOH. El compuesto se obtuvo con una fase movil
de 70 % MeOH en H;O. Se obtuvieron 10,1 mg del compuesto 2 (0.0046 % de

rendimiento).
11.3.1.1.3 Estudio de la fraccion PcH11

Se estudid la solubilidad de la fraccion en distintos solventes, y se encontr6 que
en AcOEt, se disolvia una parte, y otra quedaba como un precipitado muy fino. Este
precipitado se logré separar mediante centrifugacion, obteniéndose 28,2 mg de sdlido.
A este solido se le llamo6 PcH11.2.

Se purifico la fraccion PcH11.2, disolviendo en DMSO vy utilizando cromatografia
en fase reversa, en un cartucho de Cis con un Vo de 5 mL. Se introdujo la muestra,
disuelta en DMSO, en la columna, y se realizé un gradiente de polaridad desde 50 %
MeOH en H,O hasta 100 % MeOH en incrementos de 25 % en MeOH. El compuesto
se obtuvo con una fase movil de 100 % MeOH, al segundo V, que se paso por la

columna. Se realiz6 una cromatografia de capa fina analitica y ésta revel6 impurezas en
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la muestra. A esta nueva fraccibn se denomin6 PcH11.2.5. Luego, se realiz6 una
purificacion mas minuciosa, de la misma forma, pero haciendo un gradiente en
incrementos de 5 % en MeOH, a partir de 75 % MeOH en H,O hasta 100 % MeOH. El
compuesto puro se obtuvo en la fraccion 6 (100 % MeOH). Se obtuvieron 6,4 mg del
compuesto 3 (0.003 % de rendimiento)

11.3.1.2 Extracto Hidrometandlico (PcAM)

Debido a la sospecha de la presencia de compuestos de alta polaridad en este
extracto por su solubilidad en la mezcla de solventes altamente polares (H2O — MeOH);
se procedid a su estudio analitico mediante la cromatografia de capa fina en fase
reversa. Luego se procedio a realizar una cromatografia de presion media, en fase
reversa con una columna de silica de Cqs (54,5 g) utilizando presion de nitrégeno. Se
recogieron 6 fracciones utilizando un gradiente de 5 fases moviles y un Vo igual a 50
mL: 100 % H20, 70 % H20 (7:3 H,O — MeOH), 50 % H,0 (1:1 H,O — MeOH), 30 % H.O
(3:7 H,O — MeOH) y 100 % MeOH (3Vy). En la tabla 7 se representan las fracciones,
con la fase movil utilizada y la cantidad de fraccion obtenida.

Tabla 7: Fracciones obtenidas, fases moviles utilizadas y peso obtenido.

Fraccion Mezcla de Solvente

PcAM1 70 % H20 (7:3 H20 — MeOH)

PcAM2 50 % H20 (1:1 H20 — MeOH)

PcAM3 30 % H20 (3:7 H20 — MeOH)

PcAM4 100 % MeOH (1Vo)

PcAM5 | 100 % MeOH (1Vo)

PcAM6 | 100 % MeOH (1Vo)
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Se trabajaron las fracciones PcCAM1, PcCAM3 y PcCAM4.
11.3.1.2.1 Estudio de la fraccion PcAM1:

El analisis de la cromatografia de capa fina en C4g y en silica gel, mostro la
mezcla de 2 compuestos muy polares, que se comportaron igual frente a distintas
condiciones de separacién; por lo que se separd la mezcla de compuestos mediante

precipitacion con cambio de solvente.

La mezcla se disolvid en una pequefia cantidad de MeOH, y al agregar AcOEt,
se formaron dos tipos de precipitado: uno denso que bajo hasta el fondo del frasco
(PcAM1.1) y otro bastante fino que quedd suspendido en la mezcla de solventes
(PcAM1.2). Seguidamente, se separaron mecanicamente los soélidos mediante la
extraccion de la mezcla de solventes junto con el soélido fino con una pipeta pasteur, y
se lavo varias veces con AcOEt; dejando el sélido mas denso en el fondo del frasco.
Luego, se realizé cromatografia de capa fina comparativa, donde se observo una mejor
separacion de los componentes de la mezcla, sin embargo, no se pudo separar en
ninguna condiciéon cromatografica debido a su comportamiento similar. Se presento el

compuesto como una mezcla de metabolitos en una relacion cercana al 3:1.
Se obtuvieron 153,3 mg del compuesto 4 (0.07 % de rendimiento)
11.3.1.2.2 Estudio de la fraccion PcAM3 y PcAM4.

Se realizd el estudio analitico de ambas fracciones, comparativamente, en
cromatografia de capa fina en silica gel; y se observaron manchas de igual color y con
el mismo factor de retencion (Ry), al revelar con p-anisaldehido; por lo que se unieron

dichas fracciones, debido a que se tratd de la misma mezcla de compuestos.

Se observd una mezcla de 2 compuestos principales, uno que reveld azul con p-
anisaldehido y fue menos polar debido a que tuvo factores de retencion mayores que el

otro compuesto, que revelo verde, en distintas fases moéviles.
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Se separaron los compuestos mediante el uso de una placa de cromatografia de
capa fina preparativa, utilizando AcOEt como fase movil. Se raspo la silica de la placa
de vidrio en la franja donde se obtuvo el compuesto mayoritario (el menos polar), y se
trasvasé a una fiola; seguidamente, se extrajo el compuesto con MeOH vy se filtré para
eliminar la silica y obtener el compuesto en solucidén. Se elimino el solvente y se obtuvo

un solido amarillento que fue soluble en MeOH.

Se obtuvieron 7,2 mg del compuesto 5 (0.003 % de rendimiento)
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1.4 Ensayos biologicos

La accion antiinflamatoria se midié a través de la capacidad inhibidora de 6xido
nitrico (radical que eleva su concentracion celular durante el proceso inflamatorio) de
los compuestos 1, 2, 3, 5 y un compuesto puro, aislado del extracto hidrometandlico,
pero no caracterizado (compuesto NC). De igual manera se midié la actividad
antiproliferativa de los compuestos 1, 2, 3, 5 y el compuesto NC sobre cierto cultivo
celular de macrofagos RAW 264.7, por el método del MTT. No se midi6 la capacidad
captadora de radicales nitritos y capacidad antioxidante, para poder verificar la posible
accion antiinflamatoria; debido a la poca cantidad obtenida.

La linea celular de macrofagos muridos RAW 264.7, se cultivd en frascos de
cultivo plastico de 25 cm? en medio Dulbeco suplementado con 10% de suero fetal
bovino (SFB) inactivado por calor, una mezcla de antibiotico antimicético (100
unidades/mL de penicilina G, y 100 ug/mL de sulfato de estreptomicina) y 2 mM de

glutamina, a 37 °C en una atmésfera humidificada de 5% de CO..

Todos los ensayos biologicos fueron realizados en el Instituto de Inmunolégia de
la Facultad de Medicina, U.C.V. Bajo la direccion de los profesores Juan De Sanctis y
Michael Mijares.

1.4.1 Ensayo para medir la inhibicion de la producciéon de oxido nitrico en cultivo
celular de Macréfagos Murinos RAW 264.7 (Método de Griess)

El 6xido nitrico es un gas simple, liberado por la conversion del aminoacido L-
arginina en L-citrulina, por accion de la enzima sintetasa de 6xido nitrico, la cual tiene

una amplia distribucion en el organismo.

En las enfermedades inflamatorias aumenta la concentracién de 6xido nitrico
presente, debido a que los macréfagos activados secretan este y otros mediadores
como respuesta en el proceso inflamatorio. Este hecho resulta en la formacion de
peroxinitritos y/o radicales OH (especies altamente citotdxicas) que son consideradas

dafinas para el ser humano. Esto se confirma con los niveles elevados de éxido nitrico
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en diferentes enfermedades autoinmunes como la esclerosis multiple, el lupus

eritematoso sistémico y la artritis reumatoidea .

Para medir la concentracion de oxido nitrico se utilizo el sistema del reactivo de
Griess que esta basado en una reaccion de diazotacion, la cual usa sulfanilamida y
dihidrocloruro de N-(1-naftil)etilendiamina (NED) bajo condiciones acidicas (acido
fosforico). Este sistema detecta NO, en una gran variedad de matrices liquidas

biologicas y experimentales tales como plasma, suero, orina y medio de cultivos.

El reactivo de Griess esta compuesto de una mezcla de sulfanilamida 1% m/v (en
acido fosforico al 2,5%) y N-(1-naftil) etilendiamina 0.1% m/v (solucion acuosa). El
primer compuesto reacciona con el nitrito en la muestra para formar una sal de diazonio
de color amarilla, la cual reacciona con el naftil-etilendiamina, para dar un producto azo
de color purpura, con una longitud de maxima absorcion a 543 nm 2. En la figura 4, se

observa la reaccion para formar el azo compuesto.



N
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SO,NH,

Producto azo
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Figura 4: Reaccion de la formacion del producto azo, cuya concentracion es

proporcional a la cantidad de NO producido en la respuesta inflamatoria.
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Procedimiento:

Se tomd una placa Elisa de 96 pozos con tapa.

Se agrego 20 pyL de cada una de las soluciones a las que se iba a probar
actividad en orden ascendente de concentracion (4 réplicas).

Se agregd 180 pL de suspension de células de macréfago murino RAW 264.7

en DULBECO a una concentracion de 50000 células por pozo.

En la misma placa se colocaron tres tipos de controles y un blanco:

Control DMSO: Se coloco en 4 pozos vacios 20 yL de DMSO 1% y 180 pL
de suspension de células RAW 264.7 (50000 células por pozo)

Control Estimulado: Se colocé en 6 pozos 20 uL de H,O, 180 uL de
suspension de células RAW 264.7 (50000 células por pozo)

Control no Estimulado: Se colocé en 6 pozos 20 pyL de H>O, 180 uL de
suspension de células RAW 264.7 (50000 células por pozo)

Blanco: Se colocé en 3 pozos 20 uL de H20O, 180 uL de DULBECO.

Luego de 1 hora de incubacién a 37 °C y 5% de COa:

Se agreg6: a los pozos con solucion de extracto, a los controles estimulados y
a los blancos, 50 yL de LPS (lipopolisacarido: agente estimulante) a 5000
ng/mL en DULBECO.

Se agreg6 a los pozos de control no estimulado 50 yL de DULBECO.

Se introdujo nuevamente la placa en la incubadora a 37 °C y 5% de CO; por 72 horas.

Se centrifugé la placa a 1200 RPM por 10min.

Se trasvasaron 120 uL de cada pozo a su pozo correspondiente en otra placa
ELISA sin tapa de 96 pozos.

Se agreg6 60 pL de Sulfanilamida al 1% en H3zPO3; 2.5%.
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. Se agregd6 60pL de diclorohidrato de naftiletilendiamina al 1% en H,O.

. La placa fue colocada en un espectrofotdbmetro marca Labsystems Multiskan
MCC/340, con agitacion de 60 s.

. Se midié la absorbancia a 540 nm.

. La aminoguanidina (AG) se utilizé como control positivo.

El porcentaje de inhibicion se calculé de acuerdo a la expresion:

%Inhibicion de NO = (1-( Abs compuestos/Abs control estimulado)) x100
Abs compuestos: Absorbancia promedio de pozos con solucion de extractos.
Abs control estimulado: Absorbancia promedio de pozos control estimulado

Nota: a ambos valores de absorbancia se le resté el valor de absorbancia del blanco,

previo al calculo de porcentaje de inhibicion.

1.4.2 Ensayo de viabilidad sobre cultivos celulares de Macréfagos Murinos RAW
264.7 (Método de MTT)

Con este ensayo se puede concluir si la disminuciéon en el parametro que se
mide (oxido nitrico) se debe a un efecto posiblemente antiinflamatorio o a una

disminucién en el numero de células vivas presentes.

La viabilidad de los compuestos se evalué por medio del método colorimétrico
MTT. La sal de tetrazolio , bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-il)- 2,5- difenil tetrazolio, es
una sal de color amarillo soluble en agua, cuyo anillo de tetrazolio es clivado
principalmente por la enzima deshidrogenaza presente en las mitocondrias activas (de
células vivas) produciendo cristales de formazan [1-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-3,5-
difenilformazan] de color azul oscuro insolubles en medio acuoso. Este método permite
cuantificar en forma de densidad optica (AL = 570 nm) las células viables (células vivas)

después de la aplicacion del extracto o compuesto puro. Es de hacer notar que la
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cantidad de formazan es directamente proporcional al numero de células sobre un
rango definido, usando una poblacién celular homogénea *°. En la figura 5 se observa
la reaccion de conversion del MTT al formazan.

Color amarillo (Soluble en agua) Color azul oscuro (Insoluble en

agua)

Figura 5: Reaccion del MTT a formazan en presencia de celulas vivas y enzimas
siccinato-DH

Procedimiento:

Se siguio el procedimiento empleado en la determinacion de la inhibicion del
oxido nitrico mediante el Método de Griess, con las siguientes diferencias:

Después de introducir nuevamente la placa en la incubadora a 37 °C y 5% de COz por
72 horas.

. Se retird cuidadosamente el sobrenadante de cada uno de los pozos.
. Se lavo los pozos una vez con 250 pL de PBS.

. Se centrifugé la placa a 1200 RPM por 10 min.



51

. Se retird cuidadosamente el sobrenadante de cada uno de los pozos.
. Se agrego a cada pozo 50 pL de solucion de MTT (0.4 mg/mL en PBS)
. Se coloco la placa en el incubador a 37 °C y 5% de COg por 4 horas.

. Se centrifugé la placa a 1600 RPM por 10 min.

. Se descarto el sobrenadante.

. Se agregd a cada pozo 100 pyL de DMSO para disolver los cristales de
formazan.

. Se midio la absorbancia a 540 nm.

. La viabilidad se cuantifico por medio de la siguiente ecuacion:

%Viabilidad = (Abs compuestos/Abs control)x100
Abs compuestos: Absorbancia promedio de pozos con solucion de extractos.
Abs control: Absorbancia promedio de pozos control.

Nota: a ambos valores de absorbancia, se le restd el valor de absorbancia del blanco

previo al calculo de porcentaje de inhibicion.
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lll.- RESULTADOS Y DISCUSION

La identificacidon y caracterizacion de los compuestos aislados a partir del alga
verde Penicillus capitatus se llevd a cabo por medio de diferentes técnicas
espectrométricas: espectrofotometria de infrarrojo, espectrometria de resonancia
magnética nuclear RMN de "H y "*C, RMN de dos dimensiones (HMQC, HMBC, HSQC,
COSY, DEPT 135) y espectrometria de masas. Al final de la descripcion de cada uno
de los compuestos, se muestran las comparaciones respectivas con los datos
espectroscopicos reportados en la literatura. Los espectros de cada compuesto aislado

se encuentran en la seccidon de anexos.

El alga Penicillus capitatus se colectd en La Ciénaga (Estado Aragua) en Marzo
de 2007. Después de congelado el material se sometié a un proceso de liofilizacidon
para luego realizar una extraccion de los metabolitos presentes en el alga, con metanol.
El crudo obtenido después de la evaporacién del solvente, se disolvio en metanol y
luego se filtro para separar las sales. Posteriormente, se realizaron los procesos
particion liquido/liquido con los solventes hexano, diclorometano y acetato de etilo;
previa disolucidn en una mezcla metanol — agua (1:1), para obtener los distintos

extractos.

En el estudio sobre los metabolitos secundarios se examinaron los extractos

obtenidos del alga verde Penicillus capitatus, encontrandose:

* Del extracto de hexano se pudieron aislar, purificar e identificar tres (3)
compuestos tipo glicolipidos, dos de ellos unidos a un grupo sulfonato en el

carbono 6’ del azucar y el otro como un disacarido.

* En el extracto hidrometandlico se pudieron aislar e identificar dos (2)
compuestos. Uno con una estructura tipo éster con una amina y otro cuya
interpretacion de la data espectroscopica no diferencid entre el acido 3-

etoxipropanaico y el 3-hidroxi propanoato de etilo.



53

1.1 Elucidacién del Compuesto 1.

El compuesto 1 se presentd como un sélido amorfo de color blanco. Este
presentd un pseudo ion molecular a m/z 839 (M - H + 2Na)*, tomado por espectrometria
de masas ESI (ion positivo) (Anexo 1); lo cual fue consistente con una formula
molecular de C41H78012S. Esta formula fue comprobada mediante espectrometria de
masas ESI (ion negativo) (Anexo 2) al observarse un pseudo ién molecular a m/z 793
(M —H).

El analisis del espectro de infrarrojo (Anexo 8) revelo la presencia de 3 grupos
funcionales. La banda de absorcién ancha y grande a 3396 cm™, caracteristica del
estiramiento O—H indico la presencia del grupo hidroxilo en la molécula. Los dos picos
que se observan a 1742 cm™ y 1729 cm™, debidos al estiramiento C=0; se asignaron a
dos grupos carbonilos tipo carboxilicos!*®. Por dltimo, la banda mediana observada a
1038 cm™ y la banda intensa a 1169 cm™, caracteristicas del estiramiento S—O; junto
con las bandas pequefias a 719 cm™y 769 cm™; se interpretaron como la presencia de

un grupo sulfonato!*!.

El analisis de la data de los espectros de RMN (DMSO — ds) de *C (Anexo 3) y
'H (Anexo 5) (en DMSO) guiado por los espectros de RMN: DEPT (Anexo 4), HSQC
(Anexo 6) y 'H — "H COSY (Anexo 7), permitié la asignacion de todas las sefales de 'H
y "3C como un sistema de tres spines (ver tabla 8).

El primer sistema de espin fue asignado como una fraccion tipo glicerol (dn 4.34
y 4.13, 8¢ 63.2; 0n 5.12, 8¢ 70.3; 8 3.91 y 3.39, 8¢ 65.2); el segundo grupo de senales
se atribuyeron a dos cadenas largas saturadas de acidos grasos, mientras que el tercer
sistema de espin, indico la presencia de un grupo tipo glicésido; asi, al usar el protén
anomérico a oy 4,57 (8¢ 98.81) como punto de partida en el analisis de los espectros de
dos dimensiones COSY y HSQC, una secuencia de cinco oximetinos y un metileno
desapantallado fueron identificados (dn 3.19, 0¢ 72.2; 8n 3.33, 8¢ 73.5; 0w 2.92, d¢ 74.8;
O 3.78, 8¢ 69.1; oy 2.89 y 2.55, §¢c 55.0). El valor relativamente pequefio de la
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constante de acoplamiento del proton anomérico: H-1/H-2’ (J = 3.68), que sefalo la
forma axial del proton vecino (H-2'), junto con las demas sefales de obtenidas en los
espectros de °C y DEPT; indicaron la presencia de una azucar tipo o - glucopiranosa.

Las sefiales de desplazamiento quimico relativamente a campo alto de los
protones H-6'a y H-6’b (6n 2.89 y 2.55) y la resonancia del C-6’ (¢ 55.0); junto con el
analisis del ion molecular y del espectro de IR; indicaron la presencia de un grupo -
SO;zH.

El residuo correpondiente al grupo a - glucopiranosa debi6 estar unido al resto
de la estructura por el C-3 del glicerol, debido a que los desplazamientos quimicos del
C-1y C-3 son distintos, lo que implica la presencia de dos ambientes quimicos distintos
para los carbonos sefialados.

A este compuesto no se le tomo el espectro de masas por impacto electrénico,

por lo que no se observo la fragmentacion de la molécula.
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Tabla 8: Desplazamientos quimicos y correlaciones observadas en los espectros
de RMN del compuesto 1

Posicion dc (mult.)? dn (int, mult., J en Hz) COSsY
1a 4,34 (1H, dd, 12.03, 1.96)
63,2 () 2
1b 4,13 (1H, dd, 12.27, 7.85)
2 70,3 (d) 5,12 (1H, m) 3a, 3b
3a 3,91 (1H, dd, 10.55, 5.64)
65,2 (1) ;
3b 3,39 (1H, dd)
1 98,8 (d) 4,57 (1H, d, 3.68) 2
2 72,1 (d) 3,19 (1H)* 3
3 73,5 (d) 3,33 (1H)* 4
& 74.8 (d) 2,92 (1H)* 5
5 69,1 (d) 3,78 (1H, m) 6'a, 6b
6’a 2,89 (1H, m)
55,0 (1) -
6’b 2,55 (1H, m)
17 172,9 (s) - -
17 173,1 (s) - -
27 27 34,1 (h) 2,27 (4H, m) 3,3
3 -3 25,0 (1) 1,48 (4H, m)
4”7 —-13”
29,0 — 29,6 (f) -
47 13"
1,22 (48H, m)
14" - 14" 31,9 ()
15" -15"” 22,6 () 16”7, 16"
16" - 16" 14,5 (q) 0,84 (6H, t, 6.38) -

@Multiplicidad encontrada con el experimento DEPT.

*Solapada con sefal de H,O
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La estructura propuesta del compuesto 1 se presenta a continuacion:

Compuesto 1

Las asignaciones anteriormente realizadas, coincidieron con resultados
previamente publicados para un grupo de compuestos llamados Sulfoquinovosil
diacilglicerol (SQDG).1*"]

Estudios previos han indicado la presencia de este tipo de compuestos en otras
algas rojas como Glacilaria verrucosa, G. textorii, Gelidium amansii, Chondrus ocellatus
y Chondria crassicaulis. Estos SQDG fueron de cadena corta, aunque para el alga G.
verrucosa, se encontré el mismo compuesto propuesto en este trabajo!*®. De acuerdo a
la revision bibliografica, no se han encontrado esta clase de compuestos en algas
verdes, lo que no significa que no se encuentren presentes en dichas algas.

Los Sulfatidos naturales, asi como muchos glicolipidos sulfonatados, han
mostrado capacidad de enlazarse a los receptores tipo selectinas. Dichos receptores
son de la familia de las moléculas de adhesion celular (CAMs), y estan involucrados en
el proceso inflamatorio. In vivo, los sulfatidos bolquean significativamente la actividad

dependiente de las selectinas en las respuestas antiinflamatoriast*?.
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111.2 Elucidacién del compueso 2.

El compuesto 2 se presentd como un sélido amorfo de color amarillo. Este
presentd un pseudo ion molecular a m/z 793 (M — H)", tomado por espectrometria de
masas ESI (ion negativo) (Anexo 9), el cual fue consistente con la formula C4oH7401s.

La data de los espectros de RMN (DMSO — ds) de *C y DEPT (Anexo 10),
obtenida para este compuesto, mostré un patrén casi idéntico al obtenido para el
compuesto 1, excepto por la presencia de carbonos de una azucar adicional y la
ausencia de la sefial a 8¢ 54,4 ppm en el espectro de RMN de *C. La asignacion de los
'H y los ™C se realizéd con la informacién obtenida a partir de los espectros de 2
dimensiones de HSQC (Anexo 12) y 'H — 'H COSY (Anexo 13) como se muestra en la
tabla 9. Las sefnales del metileno a 6¢c 56.58 y 64 3.4 (q), junto con las sehales del

metilo 19.09 y 8y 1.0 (t); se interpretaron como una impureza de etanol en la muestra.

Tabla 9: Desplazamientos quimicos y correlaciones observadas en los espectros
de RMN del compuesto 2

Posicion | dc (mult)? | 84 (Int., mult., J en Hz) cosy

1a 4,29 (1H, m) 1b, 2
62.0 (1)

1b 4,14 (1H, m) 1a, 2

2 70.5 (d) 5,10 (1H, m) 1a, 1b, 2, 3a, 3b

3a 3,81 (1H, m) 3b, 2
67.2 (1)

3b 3,62 (1H, m) 32, 2

T 104.2 (d) 4,11 (1H, d)™ 2

2’ 70.9 (d) 3,29 (1H, m)* -

3 69.4 (d) 3,70 (1H, m) 2

4 68.5 (d) 3.29 - 3.60* -

5 73.7 (d) 3,29 (1H, m)* -
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oa 67.0 (f) 3,56 (1H, m)* -

6'b

17 100.0 (d) 4,68 (1H, d, 2,72) -

2" 735 (d) 3,56 (1H, m)* -

3" 69.0 (d) 3.29 - 3.60" -

4 70.2 (d) 3.29 - 3.60" -

5" 71.8 (d) 3.61 (1H, m) 6"a

6"a 3.43 (1H, m)

61.1 (f)

6"b 3.52 (1H, m)

17 172.9 (s) - -

17 1731 (s) - -

2" 341 (f) 2.26 (2H, m) 3"

27 33.9 (f) 2.17 (2H, m) 3"
37 -3 25.0 (f) 1.50 (4H, m) F
27117 -

29.4 (1)

47 =10 2.23 (32H, m) -
127117 | 318 () 137 = 12"
137 -12"" | 14.5(q) 0.85 (6H, 1) -

* Solapado con otras sefales de protones. ** Sefal Ancha.
@Multiplicidad encontrada con el experimento DEPT.

Dos sefales de carbonos anoméricos se mostraron a 6c 104.2 (C-1’) y 8¢ 100,1

(C-1"), cuyos protones se observaron a oy 4,11 y o4 4,68 (d, 2.72 Hz), respectivamente,

en el espectro de 'H. La sefal a campo bajo perteneciente al C-6’ (3¢ 67,0), comparada

con la senal correspondiente al C-6" (8¢ 61,1), indicé el enlace glicosidico entre el C-1”

y el C-6’, y la constante de acoplamiento de H-1"/H-2” (J = 2.72, axial ecuatorial) indico

un enlace o-glicosidico. Las demas sefiales de 'H y '>C, pertenecientes a los

desplazamientos tipicos de aztcar, indicaron una unidad tipo digalactosal®®®".
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Otro sistema de spines fue asignado a una unidad tipo glicerol, debido a las
sefiales observadas en los espectros de 'H y °C; ademas de las correlaciones
observadas en los espectros de dos dimensiones de COSY y HSQC (én 4.29 y 4.14, d¢
62.0; dn 5.10, 8¢ 70.5; 61 3.81 y 3.62, d¢ 67.2).

El resto de las sefiales en los espectros de RMN se asignaron a dos cadenas
saturadas de ésteres de acidos grasos. De acuerdo al ion molecular obtenido, se
determind que las cadenas debian ser las pertenecientes a los correspondientes
dodecanaico y tridecandico.

Las sefales observadas en los espectros coinciden con un compuesto llamado
ocimumoside BP®" pero con la diferencia en el nimero de metilenos en la cadena
saturada de acidos grasos. De acuerdo a la referencia encontrada, éste compuesto tuvo
una actividad biolégica como antiestrés; y sirvio de guia para la elucidacion del
compuesto 2. Es de notar que la presencia de cadenas de acidos grasos impares en
sistemas biolégicos no es comun, sin embargo existen reportes de moléculas tipo

glicolipidos con cadenas de 15 atomos de carbono aislados de plantast®?.

A continuacion se presenta la estructura propuesta para el compuesto 2. La
estructura propuesta para el compuesto 2 no ha sido reportada en la literatura.

o

13
H
o

=

(0] 1™
2
\ . 1 W

o

Compuesto 2
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llIl.3 Elucidacién del compuesto 3.

El compuesto 3 se presentd como un solido amorfo de color beige, soluble sdlo
en DMSO.

Los datos de los espectros de RMN de *C (Anexo 14), 'H (Anexo 15) y DEPT
(Anexo 16), en DMSQO; revelaron la presencia de sefiales iguales a las encontradas en
los espectros del compuesto 1, por lo que se pensd en una estructura de las mismas
caracteristicas. En la tabla 10 se muestran las sefiales asignadas a los distintos
carbonos y protones.

Tabla 10: Desplazamientos quimicos observados en los espectros de RMN del
compuesto 3.

Posicion dc (mult.)? dn (int, mult., J en Hz)
1a 4.33 (1H, dd, 12.05, 2.14)
63.2 (1)
1b 4.14 (1H, dd, 12.05, 7.39)
2 70.3 (d) 5.13 (1H, m)
3a 3.88 (1H, dd, 16.38, 5.83)
65.2 (1)
3b 3.30 — 3.40*
T 98.9 (d) 4.56 (1H, d, 3.69)
2 72.2 (d) 3.18 (1H, m)
3 73.5 (d) 3.30 — 3.40*
7y 74.9 (d) 2.92 (1H, m)
5 69.1 (d) 3.77 (1H, m)
6a 2.88 (1H, m)
55.3 (1)
6b 2.56 (1H, m)
17 172.9 (s)
17 173.0 ()
2" —27 | 34.1-34.0(f) 2.26 (4H, m)
3 -3 31.9 (§) 1.49 (4H, m)
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417"
29.0 — 29.6 (f) 1.23 (54H, m)

47 - 177

18" — 18" 145 0.85 (6H, t, 6.38)

*Solapado con la sefial de agua.

@Multiplicidad encontrada con el experimento DEPT.

De acuerdo al andlisis de las integrales del espectro de 'H, se concluyé que las
cadenas saturadas de ésteres de acidos grasos tenian que ser de distinta longitud, en
comparacion con las cadenas lipidicas del compuesto 1. La intensidad de los portones
correpondientes a los metilenos de las cadenas saturadas de ésteres de acidos grasos,
calculada con la integral de la sefial ancha a 64 1.23, fue de 54H; lo que correspondi6 a
dos cadenas de 18 carbonos cada una.

El analisis de las demas sefiales en los espectros de RMN de *C y 'H es el
mismo realizado en la descripcion del compuesto 1, incluyendo la presencia del grupo
sulfonato enlazado al carbono 6’ del azucar (o - glucopiranosa).

La estructura tentativa del compuesto 3 es la siguiente:

Compuesto 1

La verificacion de esta estructura esta sujeta a la obtencion del ion molecular y
un espectro de masas, que permita la determinacion inequivoca de la férmula

molecular.
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lll.4 Elucidacion del compuesto 4.

El analisis de la data de los espectros de RMN (MeOH — d,) de "*C (Anexo 17) y
'H (Anexo 18), en MeOH; guiado por los espectros DEPT (Anexo 19), 'H — "H COSY
(Anexo 20) y HSQC (Anexo 21); permitieron la asignacion de todas las sefales de
protones y carbonos del compuesto mayoritario presente en la mezcla PCAM1.2.

El analisis del espectro de RMN DEPT, permitié la asignacion de dos metilos
relativamente desapantallados, dos metilenos a campo bajo y un carbonilo tipo
carboxilico. La data obtenida en el espectro de dos dimensiones HSQC, permitid la
asignacion de los protones correspondientes a cada carbono, como se puede observar
en la tabla 11.

Tabla 11: Desplazamientos quimicos y correlaciones observadas en los espectros
de RMN del compuesto 4, presente en la mezcla de la fraccion PcAM1.2

Posicion | 8¢ (mult)® | 8y (Int., mult., J en Hz) cosy
1 179,7 (s) - -
2 22,6 (q) 1,91 (3H, s) -
1 54,1 (f) 3,44 (2H, t, 6,97) 2
2 46,0 (t) 3,25 (2H, t, 7,34) 1
3 42,9 (q) 2,81 (3H, s) -

@Multiplicidad encontrada con el experimento DEPT.

El desplazamiento quimico observado del carbono en la posicién 2 (d¢ 22,6 ppm)
se asigno a un metilo de un grupo acetilo. El acoplamiento observado en el espectro de
protones, junto con las correlaciones observadas en el espectro de dos dimensiones

COSY, para las sefnales &4 3,44 (t) y du 3,25 (t); indicaron la proximidad de los



63

metilenos desapantallados; conformando un sistema X-CH,-CHz-X (Donde X representé
grupos con ausencia de protones para acoplarse). El desplazamiento quimico
observado para el metileno en la posicion 2’ (6¢c 46,0 ppm, dn 3,25 (t)), indico el enlace
con un atomo de nitrégeno; mientras que el desplazamiento del metileno en la posicidon

1" (8¢ 54,1 ppm, oy 3,44 (t)) indicod el enlace con un atomo de oxigeno.

Por Gltimo, el desplazamiento quimico observado en los espectros de 'H y *C
del carbono en la posicion 3’ (8¢ 42,89 ppm y 6n 2,81), se asignd a un metilo enlazado a

un atomo de nitrégeno.

Se realizé un analisis de espectrometria de masas, por cromatografia de gases
acoplada con un espectrémetro de masas con ionizacién por impacto electrénico, previa
sililacion de la muestra con BSTFA, para evitar descomposicién y reaccion entre los
componentes de la mezcla; y obtener el compuesto persililado con trimetilsilano (TMS).

+ BSTFA — >

/OH R/O\S|i/
T |

zT O

o |
R R /N\ /
R S||
El compuesto mayoritario presenté un espectro de masas (Anexo 22) con dos
iones importantes: uno a 190 m/z, que se puede interpretar como la masa del
compuesto sililado mas un protén [M+H]"; y otro, muy abundante, a 117 m/z que se

interpreta como la pérdida del TMS (M+H-TMS)*, verificado por la sefial a 73 m/z

correspondiente al trimetilsilano.
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De acuerdo a los datos espectroscopicos, se propuso la siguiente estructura:

HsC o/\/ cH

3

Se puede decir que segun lo observado en el espectro de masas, que el
nitrogeno de la amina tuvo una reaccion acido — base con el HCI producido enla
formacién del derivado sililado.

En la revision bibliografica realizada, no se escontré que este compuesto haya
sido aislado como producto natural, sin embargo, existe un compuesto llamado
acetilcolina (53) (neuratransmisor del sistema nervioso humano) que difiere solo en la
incorporacion de 2 metilos enlazados al nitrégeno de la amina, convirtiéndola en una

amina cuaternaria.

0 CHg

IL __CHs

HaC o > O e,
53

Los valores de desplazamiento quimico observados en los espectros calculados
con el programa ACD Lab coincidieron bastante con los obsevados experimentalmente.



65

111.6 Elucidacion del compuesto 5.

El compuesto 5 se presentd como un solido amorfo amarillento, soluble en
solventes polares (AcOEt, MeOH y CH3CN). El analisis de los espectros de RMN
(MeOH d,) de *C (Anexo 23) junto con el analisis DEPT (Anexo 24), revelé la presencia
de 3 metilenos desapantallados, un carbono carboxilico y un metilo alifatico; como se

observa en la tabla 12.

Tabla 12: Desplazamientos quimicos observados en los espectros de RMN del
compuesto 5.

Posicion dc On (mult., J en Hz)
1 179,0
2 39,8 2,38 (t, 6,84)
3 63,7 3,75 (t, 6,50)
1 59,1 4,05 (q, 7,18)
2 14,0 1,27 (t, 7,18)

El acoplamiento observado en el espectro de 'H (Anexo 25), para las sefiales de
los carbonos 2 (8¢ 39,8 y 0n 2,38(t)) y 3 (6c 63,7 y dn 3,75(t)); indicaron la proximidad
de los metilenos desapantallados; conformando un sistema X-CH,-CH»-X (Donde, al
igual que el compuesto 4, X representd grupos con ausencia de protones para
acoplarse). El desplazamiento quimico de los protones del carbono 2, indico la
proximidad con un grupo carboxilo, mientras que el desplazamiento de los protones del

carbono 3 revelo la proximidad con un atomo de oxigeno.
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Luego, el acoplamiento observado entre los protones de los carbonos 1’ (8¢
59,07 y on 4,05(q)) y 2" (6c 14,02 y o1 1,27(t)), se descifr6 como un patron tipico de

grupos etoxi.l*"

De acuerdo al analisis de la data de RMN, realizado anteriormente, se pueden
proponer 2 estructuras que cumplen con los resultados espectroscopicos: el 3-hidroxi-

propanoato de etilo y el acido 3-etoxi-propandico (ver figura 6).

] O/\)LO/\ /\o/\)koH

Figura 6: Posibles estructuras del compuesto 5

El analisis del espectro de masas (Anexo 26), realizado por cromatografia de
gases acoplada con un espectrometro de masas con ionizacion por impacto electrénico,
indicoé un ion a 100 m/z, que se interpreté como la pérdida de un grupo —-OH como H0,
siendo mas probable en alcoholes que en acidos, aunque se han encontrado acidos
carboxilicos que son capaces de perder el grupo —OHP®! de esta forma. Luego, se
observo un pico de mayor abundancia a 73 m/z y otro de menor abundancia a 45 m/z,

que se pueden interpretar como un fraccionamiento de la siguiente forma (ver figuras 7

y 8):
NG LO/\ HO/\J' AN

45 m/z 73 m/z 73 m/z 45 m/z

Figura 7: Fraccionamiento del 3-hidroxi-propanoato de etilo
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(@]
N \)J\OH
45 m/z 73 m/z

Figura 8: Fraccionamiento del acido 3-etoxi-propandico

El fraccionamiento del éster (figura 7) se puede explicar mediante el mecanismo
de ruptura o fraccionamiento o al carbonilo: luego de la ionizacion de la molécula que
se ocurre en el oxigeno del carbonilo queda un electron, no enlazante, desapareado
que promueve la ruptura en los enlaces adyacentes al grupo carboxilo®®, en este caso,
ambos iones formados como consecuencia del fraccionamiento o tienen una relacién
m/z igual a 73; lo que explicaria la alta abundancia del pico. La otra estructura
propuesta (el acido) no posee una ruptura que genere un ién positivo con masa 73 m/z,
realizando la primera ionizacidon en los electrones no enlazantes del oxigeno del
carbonilo; sino que para que esto suceda, debe haber una ruptura en el enlace sigma
entre el carbono 3 y el oxigeno del grupo etoxi; cosa que energéticamente es menos

favorecida que el fraccionamiento a.

Debido a lo dicho anteriormente, se puede decir que la estructura del compuesto
5 probablemente sea el 3-hidroxi-propanoato de etilo; sin embargo, la otra estructura
(acido 3-etoxi-propandico) no se puede descartar del todo, debido a que el
desplazamiento quimico del carbonilo tipo carboxilico observado en el espectro de RMN
de C, se asemeja mas al valor observado experimentalmente en los &cidos

carboxilicos®’.

No se encontré evidencia de la presencia de los compuestos propuestos en
sistemas naturales (productos naturales). Sin embargo, la posibilidad de encontrarlos

en la naturaleza no es remota.



68

11l.6 Resultados y discusion de las pruebas biolégicas:

En el proceso inflamatorio, la concentracion de 6xido nitrico aumenta, debido a
que los macréfagos activados secretan radicales libres de oxigeno y 6xido nitrico. El
efecto de los metabolitos secundarios obtenidos del alga verde Penicillus capitatus,
sobre la produccion de NO inducida por el LPS en los macréfagos muridos RAW 264.7,
fue investigada a través de la medicion del nitrito liberado en el medio de cultivo, por la
reaccion de Griess.

Los macréfagos juegan un importante rol en las enfermedades inflamatorias a
través de la liberacién del NO, prostaglandinas, y citocinas como el factor de necrosis
tumoral, involucrado en las respuestas inmunes®®. La produccién de estos mediadores
de los macréfagos es vista en muchos tejidos inflamados, siguiendo la exposicidon a
estimulantes inmunes, los que incluyen el lipopolisacarido bacterial (LPS). Cuando el
NO es sintetizado en grandes cantidades por células inflamatorias activadas, el tiene
propiedades citotdxicas y puede estar involucrado en la patogénesis de las condiciones
inflamatorias agudas y cronicas. La excesiva produccion del NO, esta involucrada en
enfermedades tales como la artritis reumatoride, hepatitis crénica, y fibrosis
pulmonar®. Asi, la inhibicién de los mediadores inflamatorios en respuesta a estimulos
inflamatorios podria ser una util estrategia terapéutica en las enfermedades
inflamatorias. Ademas, la naturaleza de radical libre del NO y su alta reactividad con el
anion superoéxido para producir peroxinitrito (ONOQO ™), hace al NO una potente molécula
pro-oxidante, capaz de inducir dafio oxidativo, y ser potencialmente perjudicial hacia
blancos celulares. Los efectos citotoxicos del NO involucran la inhibicion de enzimas

mitocondriales®® y la activacion de la ciclooxigenasa®"!

En las figuras 9 y 10, se puede observar el efecto de los compuestos 1, 2, 3, 5, el
compuesto no caracterizado (Compuesto NC) y apigenina, sobre la sintesis de NO en
macrofagos RAW 264.7 estimulados con LPS. Los macrofagos fueron pretratados

durante 60 minutos con los compuestos, o vehiculo, previé a 72 h de estimulacién con
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LPS 1ug/mL. Los datos representan los valores promedios £ SD (n= 4). *p<0,05;

**p<0,01. Representan un efecto significativo respecto al control estimulado con LPS.
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Se observo, en general para todos los compuestos, un aumento en la inhibicion
del NO a medida que se aumentd la concentracidn del compuesto. EI compuesto mas
activo y que se le pudo calcular el 1Cs, fue el compuesto 3 (tabla 13). Se pudo decir
que la inhibicion del NO estuvo relacionada a la cadena lipidica del compuesto; debido
a que en comparacion al compuesto 1, que tiene una estructura quimica similar con

diferencias en la cadena lipidica, el compuesto 3 tuvo mucha mas inhibicién de NO.

Los compuestos 2 y 5 tuvieron un comportamiento dual respecto a la inhibicion
del NO; a concentraciones bajas se observd que fueron capaces de incrementar la
produccion del NO, y a concentraciones mayores de 1 ug/mL se observo la inhibicidn
del mismo. Esto fue interesante debido a que existe la posibilidad de tener efectividad
respecto a enfermedades que afecten el sistema inmunolégico o de respuesta

inflamatoria.

Tabla 13: Efecto de los compuestos 1, 2, 3, 5 y el compuesto NC sobre la
produccion de nitrito en macréfagos RAW 264.7 estimulados con LPS

Extracto IC50 (wg/mL)
Compuesto 1 >50
Compuesto 2 >50
Compuesto 3 43,62 + 10,96
Compuesto 5 >50

Compuesto NC >50

Controles ICs0 (WM/mL)

Quercetina 7,03+ 0,55
Aminoguanidina 9,54+ 0,87
Apigenina 10,41+2,92
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Los valores de ICsy fueron calculados usando una curva sigmoidal ajustada
dosis- respuesta (pendiente variable) con el programa GraphPad Prism versién 4.0. Los
valores representan el ICsp en ug/mL =+ el intervalo de confianza 95%. o uM para los

controles positivos
11l.7.2 Viabilidad celular.

Finalmente, cuando fue evaluada la viabilidad celular por el método del MTT en
los macréfagos RAW 264.7, se encontro que de los cinco metabolitos marinos
estudiados, solo el compuesto 1 ejercid una inhibicion significativa de la proliferacion
celular a la concentracion de 50 ug/mL (ver tabla 14). De estos resultados se desprende
que la inhibicion de la produccién de Oxido nitrico observada para los compuestos
aislados fue una consecuencia de la inhibicidn de la expresion o la actividad enzimatica
de la sintasa inducible del 6xido nitrico (NOS-2), o un efecto sobre la captacion del
radical de oxido nitrico.

Tabla 14: Efecto de los compuestos 1, 2 y 3 sobre la viabilidad de los macréfagos
muridos RAW 264.7 estimulados con LPS.

Concentracién (ug/mL) % de Viabilidad celular

Compuesto 1 Compuesto 2 Compuesto 3

0,1 108,51 £ 3,93 | 103,50 + 3,74 105,34 = 3,44

0,5 97,74 + 5,87 102,73 = 2,51 107,20 = 4,18

1 104,62 +2,92 | 104,54 + 4,68 103,96 = 3,91

5 108,33 + 5,74 | 102,34 + 5,21 103,23 + 7,89

10 92,97 + 3,85 103,17 = 3,40 91,65 = 3,09

25 94,33 £+ 12,05 | 107,70 + 3,65 101,53 + 6,35

50 66,38 = 6,68 96,35 + 3,04 102,84 = 4,08




72

Los valores presentados representan los porcentajes relativos al valor control
(100%), siendo los promedios = SD para un n = 4. **p<0,01* p<0,05

Tabla 15: Efecto de los compuestos 5, Compuesto NC y APIGENINA, sobre la

viabilidad de los macréfagos muridos RAW 264.7 estimulados con LPS.

Concentracién (ug/mL) % de Viabilidad celular

Compuesto 5 | Compuesto NC APIGENINA

0,1 102,64 + 4,73 | 103,44 + 4,00 103,46 = 4,18

0,5 101,58 = 3,01 97,58 + 4,48 98,11 + 3,84

1 101,44 = 6,61 95,50 = 4,36 98,37 =+ 4,45

5 96,74 + 7,16 101,05 + 2,90 99,97 + 4,75

10 94,47 + 11,20 | 103,53 + 3,65 99,20 = 8,37

25 104,07 £ 8,01 | 100,57 + 4,90 95,73 + 3,10

50 102,93 £ 3,90 | 105,09 + 5,24 92,15 = 3,11

Los valores presentados representan los porcentajes relativos al valor control
(100%), siendo los promedios = SD para un n = 4. **p<0,01* p<0,05

En conclusién, el presente estudio mostréo que los compuestos 1, 2, 3, 5 y el
compuesto NC, presentaron actividad antiinflamatoria in vitro como una consecuencia
de la inhibicion de la produccion de NO en macréfagos de raton activados. El orden de
actividad de los compuestos a la concentracion de 50 ug/mL fue: 3>>2>5>NC>1. Con
la excepcién de compuesto 1 (a la concentracion de 50 ug/mL), todos los metabolitos
marinos evaluados no fueron citotoxicos a los macrofagos RAW 264.7. Estudios
farmacologicos preclinicos se estan llevando en nuestro laboratorio de manera tal de

determinar el mecanismo de accion antiinflamatorio de los compuestos evaluados.
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IV. CONCLUSIONES

A partir del extracto de hexano se lograron aislar, purificar e identificar 2
compuestos (1 y 3) tipo sulfoquinovosil diacil glicerol, lo cuales no han sido
reportados para algas verdes.

Del extracto de hexano se aislo, purificod e identifico un posible compuesto nuevo
tipo digalactolipido (2).

Del extracto hidrometandlico se lograron aislar 2 compuestos: uno de tipo amino
éster (compuesto 4), presentado como una mezcla de metabolitos; y otro cuya
data espectroscopica coincidié con el 3-hidroxi-propanoato de etilo y el acido 3-

etoxi-propandico (compuesto 5).

El compuesto 3 presentd una mayor actividad antiinflamatoria (ICsp = 43.62)
debido a que inhibid la produccién de NO sin ser citotéxico.

El compuesto 1 fue citotoxico a la concentracion de 50 ug/mL, y se puede decir
que parte de la inhibicion del NO mostrada por este compuesto, a dicha

concentracion, fue causada por la muerte celular.
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V. RECOMENDACIONES.

* Trabajar con mayores cantidades de material vegetal seco, a fin de estudiar los

compuestos minoritarios presentes en los extractos.

* Realizar otras pruebas bioldgicas a los extractos del alga Penicillus capitatus que
no fueron solubles en DMSO, para determinar la actividad antiinflamatoria.

* Realizar las pruebas de captacidén del 6xido nitrico y de actividad antioxidante
para los metabolitos aislados del alga Penicillus capitatus.
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VII. ANEXOS
ANEXO 1

Espectro de masas ESI (i6n positivo) del Compuesto 1

B +Q1: 40 MCA scans from Sample 1 {2660} of PeHO Quimca-Compagnone wiff (Turbo Spray) M. 1.265 cps.
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ANEXO 2

Espectro de masas ESI (i6n negativo) del compuesto 1.
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T: MVS - ¢ ESIFullms [100.00-2000.00]

79370

%HH%

© ©

®

?H\\81\’\\\\E‘r\H\?HH?HHU\WHH?HH

@

%HH%HH

w IS IN

w

Py N

76569 | 85153 gq158

161020

172802

1847.96

193962

Cr\H\({IHH?\\HU\]\H\?H\ﬁ”n\\H?HHU\‘HH?HHTHH

14187 30125 57347 55545 I 103165 117363 130605 145606
(AL AR AR LA AR R LA LA LA LA Iy AN AR LAY LAAAS NSALE MM AR MY AN RS IR LA AN
200 400 600 800 1000 1200 1400

miz

UL
1600

UL
1800

T !
2000

81



ANEXO 3

Espectro de RMN de *C del compuesto 1:
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ANEXO 4

Espectro de RMN DEPT, comparado con el espectro de '*C del compuesto 1
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ANEXO 5

Espectro de RMN de 'H del compuesto 1
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ANEXO 6

Espectros de RMN de dos dimensiones HSQC (para valores de 'H entre 1,4ppm
hasta 5,3ppm) del compuesto 1:
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ANEXO 7

Espectro de RMN de dos dimensiones COSY del compuesto 1:
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ANEXO 8

Espectro de Infrarrojo del compuesto 1:
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ANEXO 9

Espectro de masas ESI (i6n negativo) del compuesto 2:
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ANEXO 10

Espectro de RMN de *C y DEPT del compuesto 2:
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ANEXO 12

HSQC del compuesto 2

imensiones

Espectro de RMN de dos d
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ANEXO 13

Espectro de RMN de dos dimensiones COSY del compuesto 2:
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ANEXO 14

Espectro de RMN de *C del compuesto 3
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ANEXO 15

Espectro de RMN de'H del compuesto 3:
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ANEXO 16

Espectro de RMN DEPT, comparado con el espectro de '*C del compuesto 3:
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ANEXO 17

Espectro de RMN de *C del compuesto 4 (mezcla):
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400.0

300.0

200.0

100.0

!

ACHH_PcAMI_13C—4jdf
3 deg

"

VT APy

X : parts per Million : 13C

T T T T T T T T
210.0 200.0 190.0 IKTII 170.0 160.0 150.0 1400 1300

179.7562

T
1200

T
1100

T
100.0

T
90.0

54.1062

45.9668
42.8910

200

22.6097

T
10.0

96



ANEXO 18

Espectro de RMN de 'H del compuesto 4:

(Thousands)
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ANEXO 19

Espectro de RMN DEPT, comparado con el espectro de '*C del compuesto 4:
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ANEXO 20

Espectro de RMN de dos dimensiones COSY del compuesto 4:
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ANEXO 21

Espectro de RMN de dos dimensiones HSQC del compuesto 4:
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ANEXO 22

Cromatograma y espectro de masas del compuesto 4:

File :C:\msdchem\1\DATA\Alberto\PCAM1_3.D
Operator
Acquired 14 Sep 2008 10:25 using AcgMethod JH-SILIL
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ANEXO 23

Espectro de '*C del compuesto 5:
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ANEXO 24

Espectro de RMN DEPT, comparado con el espectro de '*C del compuesto 5:

(Thousands)
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ANEXO 26

Cromatograma y espectro de masas del compuesto 5:

File
Operator
Acquired
Instrument
Sample Name
Misc Info
Vial Number: 1
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VIIl. GLOSARIO DE TERMINOS

Antineoplasicos son sustancias que impiden el desarrollo, crecimiento, y/o
proliferacion de células tumorales malignas. Estas sustancias pueden ser de origen

natural, sintético o semisintético.
Autétrofo es un ser vivo que fabrica su propio alimento a través de la fotosintesis.
cAMP Cyclic adenosine monophosphate (adenosina monofosfatada ciclica)

Epifita (del griego epi sobre y phyton planta) se refiere a cualquier planta que crece
sobre otro vegetal usandolo solamente como soporte, pero que no lo parasita.

Estipe es una estructura soporte que puede comportarse como un tallo, siendo
parte del talo de algas marinas, o de un tallo de hojas verdaderas, como en los
helechos.

Factor quimiotactico: es fendbmeno en el cual las bacterias y otras células de
organismos uni o multicelulares dirigen sus movimientos de acuerdo a ciertas

sustancias quimicas en su medio ambiente.

Fotosintesis oxigenada es la modalidad de fotosintesis en la que el agua es el
donante primario de electrones y que, por lo tanto, libera oxigeno (O2) como

subproducto.
fMLP Formyl-Methionyl-Leucyl-Phenylalanine

Gametos son cada una de las células sexuales que al fusionarse, durante la

fecundacion, forman un nuevo individuo.

Leucocitos (también llamados globulos blancos) son un conjunto heterogéneo de
células sanguineas que son los efectores celulares de la respuesta inmune, asi
intervienen en la defensa del organismo contra sustancias extrafias o agentes

infecciosos (antigenos).
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Macrofagos son unas células del sistema inmunitario, que se localizan en los tejidos
procedentes de la emigracion desde la sangre a partir de un tipo de leucocito

llamado monocito.

Monocitos son un tipo de glébulos blancos agranulocitos. Es el leucocito de mayor
tamano, su tamafo varia entre 7y 15 ym, y representa del 4 a 8% en la sangre.

Pirenoide es una masa fundamentalmente proteica, incolora, y muy refringente que
se observa en el estroma de los plastos de muchas algas eucarioticas (protistas
acuaticos autétrofos) de distintos grupos. No se encuentra en las formas
evolutivamente mas derivadas de las algas, sino principalmente en las formas
basales, sobre todo unicelulares. Deriva evolutivamente del carboxisoma de las
cianobacterias, y como él representa un reservorio de la enzima Ribulosa-1,5-
difosfato-carboxilasa-oxigenasa (RuBisCO), la encargada de la fijacion del dioxido
de carbono durante la fotosintesis (ciclo de Calvin).

PMN es la abreviatura que designa a las células polimorfonucleares (PMN),
llamadas asi porque su nucleo es alargado y presenta varias lobulaciones. También
se conocen como granulocitos debido a la presencia numerosa de granulos en su
citoplasma. Una célula PMN se clasifica como neutréfilo, eosinofilo o basdfilo, segun
la coloracion que adquieren sus granulos en la Tincion de Giemsa. Cada uno de

estos tipos tiene un papel diferente en la respuesta inmunitaria.

Polifilético es aquel grupo que no incluye al antepasado comun mas reciente de
todos sus miembros; esta constituido por la union artificial de ramas dispersas del

arbol evolutivo.

Tilacoides son sacos aplanados, o vesiculas, que forman parte de la estructura de
la membrana interna del cloroplasto; sitio de las reacciones captadoras de luz de la
fotosintesis y de la fotofosforilacion; las pilas de tilacoides forman colectivamente las

grana.
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