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RESUMEN : El estudio de la composicidn esteroidal de

una especie de Phymactis es investigado. Co-
lesterol es el esterol predominante y corres-
ponde al 90% de la mezcla de eshteroles libres.
A lo menos c¢iros 3 esteroles fueron también
identificados utilizando métodos cromatogrifi
cos. EL anilisis de los lipidos saponificables,
demostré la presencia de fosfolipidos polares,

ceras y acidos grasos.

SUMITARY

The study of the steroidal composition of Phy-
mactis clematis species have been investigated.
Cholesterol is the pra2dominent sterol and com-—
prises 90% the free sterol mixture. At least
three other stercls were also identified by
chromatographf methods . The enalysis of the
saponifiable lipid shoved the presence of polar

phospholipids, waxss and fatty acids.
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CAPITULO I

Introducciéns~ Durante la dltima década, un nfimerc creciermte de

trabajos, publicaciones, conferencias y simposium1-4 relacionados
con quimica marina, ha centrado la atencibén de los quimicos hacia
esta .Area de la Investigacién. Hasta hace poco tiempo, la quimi-
ca marina estuvo restringida a simples anflisis de rutina y como
ayuda a oceandgrafos y biélogos marinos, Aproximadamente, a pare
tir de 1969 y como consecuencia del desarrollo paralelo de méto-
dos instrumentales més refinados, Centro de Investigaciones Japo-
neses, Canadienses y Americanos; han ido acrecentando la explora-
cién de los océanos hacia la béisqueda de principios quimicos poten
cialmente Gtiles, sobre todo en el &rea biomédica.

Todas estas Conferencias y Simposium, han tenido
como objeto el diseminar conocimientos que reasume el estado y
progreso de las investigaciones hasta aqui logrado y la demostra-
éién del fitil futuro potencial €n el campo de los productos natu-

rales marinos.

1. Chem. Eng, News, Junio 7, 1971, pAg. 24.

2. M.H. Baslow, "Marine Pharmacology", "the Williams y Wilkins
Co., Baltimore, Maryland, 1 (1969)3 Ann. Rev. Pharmacol., 11
447 (1971).

3¢« A.H, Der Marderosian, Lloydia, 32, 438 (1969).

4. J.L. Wong, R. Oesterlin. H. Rappoport,, T.Am.Chem.Soc., 93,
7344 (1971).



Como consecuencia de este desarrollo relativamen~—
te reciente; el conocimiento que se tiene acerca de su quimica es
my reducido y afin menos el de sus propiedades farmacolégicas, lo
que ha abierto nuevas perspectivas para la formulacién de muevas
estructuras.

No obstante, el trabajo conjunto de Quimicos, Bid
logos y Farmacdlogos han logrado caracterizar y elucidar algunas
estructuras de compuestos téxicos y drogas cuya accién farmacold-
gica ha probado ser en muchos casos de gran importancia en el cam-

po de la medicina (Tabla I y II).
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TABLA 1

: sk : 3
Drogas de origen marino utilizadas corrientemente

Droga

Fuente

2-(3,5 -dibromofenil) (batteria marina hetero
3,4,5 ~tribromopirrol tréfica) Lyngbya majis-

Agar

Sulfato protamina

Acido alginico

Spermacety
Cefalosporina C,.

Metioyoduro

Nureistoxina
Tetrodotoxina

Eledoisina

culas
Pseudomeonas bromoutilis.
Gelidium sppe.

» algas
Gracilaria spp,? 9

Espermios de salmbn.

Fucus spp Macrocystis
SPDe

Aceite de espermios de
ballena,
Cephalosporium acremo=-
nium (Hongo).

Derivado sintético de
anguila.

Lumbriconereis hetero=-
pa (gusano de mar).
Spheroidis spengleri y
otros.

Eledone moschata (octd-—
pulo).

Usos

An’cimicroliials, an-
iﬁral y fungicida.
Antibibtico.

Suspensiones, medio
bacterial; antivie
rulenta, anticoagu
lante sanguineo,
Acomplejante o con-
servador de drogas.
Emilsionante, con-
servativos de ali-
mentos y profilaxis
de ciertas enferme-
dades.

Ungilentos.

Antibidtico.

Antidoto en envene=
namiento por pesti-
cidase.

Insecticida.

Espasmbédico palia=-
tivo en cénceres.
Vasodilatante, hipo

tensivoe



TABLA II

2 8 gad
Drogas de origen marino que se encuentran en estudio

Droga

11+ Acido domoico
12, Laminina

*
13. Carrageenano

14,

15. Ectionina
Ak

16, Crassin L

17« Eunicina

18. Saponinas
19. Holoturina

20, Paolin I y I1

21. Eptatretina

Fuente

Chomdria armata (alga roja)
Loaminaria angustata
Chondrus crispus

Gelidium cartilegerium

Microciona prolifera (es-
ponja).

Pleraura crassa (coral)
Eunicea mammosa (coral)
Asterias spp. (Equinodermo)
Actinopyga agassizl y otros
pepinos de mar

Ostras, calamares, caracol
marino, locos, almejas,

Eptatretus stoutri (pez)

Usos

Antielmintico
Hipotensivo
Antiséptico,
antifilcera, an-
ticoagulante,
antiviral.
Antimicrobial.

Antibibtico.
Antibibtico.
Tnmovilizante,
Hemolitico, pro-
pieds neuromus—
culares y anti-
tumorales.
Propiedades anti-
bacteriales y an=
tivirales.
Cardiocactivo, hi-
potensivo.

5 S.N' MOiICEha, chem. Abstrﬁ, E' 126 (1969)t

6 S. Shimada, Science

163, 1462 (1969).

* Bstructuras ya elucidadas; Refs .



A. Potencial biomédico de invertebrados marinos:~ Una de las con=

clusiones importantes en los fltimos simposium de Productos Na-
- ! \ : 5
turales Marinos , ha sido el considerar que existen relativa-
mente pocos compuestos de naturaleza quimica muy diversa ¥ que es—

8,8
tén relacionados con la actividad farmcolégicas’7' 194

s ejemplos
corunes dc fales estructuras se den a contimacidn, sefialérndose en

algunos casos las férmulas funcionaless

Estructuras tipoe. Representantes comunes.
Alcaloide Esteroidales Batracotoxina § 1)

Aminas polifuncionales Octopamina ¢ g_ﬁy tatozndna { ?_g}
Aminoécidos Az, kainico (4)

Ace domoico f 35)
iy

Aminoperhidroquinazolina Tetrodotoxina {13)
Comp. bromoaliciclicos 2,6 —dibromo-4-acetamido- 4

hidroxiciclohexadieno 1,1 dime-

toxi i}b}-
Comp. bromoaromiticos aplisina { _:_5_) ; 2,6 dibromofenol
Comp. tipo guanidina Saxitoxina {1__2_)
Deriv. de ac. mcleico Spongouridina

Spongothymidina {36)
Derives de colina murexina (37)

Disulfuros de aminas rureistoxina {38)
7 A. Der Marderosian, J. Pharm. Sci., 58, 1, (1969) y ref. citadas ahf.
8 CeWeJ. Chang, J. Chem. Ed., 50, 102, 260 (1973).




Eteres bromofenflicos 1 =(21, 4 —dibromofenoxi)
~2- hidroxi- 4,5,6 tribromo~

benceno flﬁ}

Enzimas Aminooxidasas y fosfolifasas,.

Esteroles fucosterol IX , colestanol
qIX

@licésidos esteroidales holoturina A %,,?_h)

Lactonas Ancepsenélidos _6» ¥

Polisac&ridos laminarina (_:;;_}

Prostaglandinas (i5R)-PG A, (158)-PGE, {8}

(155)-PGA2 5-trans-PGA,

Saponinasg lLsterosaponina A y B
Terpenoides Crassin (1Q)
Vitaminas Tiamina \l;lu) y cianocobolamina,
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Aunque el estudio de Productos Naturales Marinos,
ha abarcado estructuras tales como esteroides, terpenos,.alcaloi
des y pigment058’9’10, tal vez los compuestos mis interesantes ais-
lados recientemente hayan sido saxitoxina (12) vy tetrodotoxina
(13). Saxitoxina®' "' 2 es una neurotoxina mo proteica que se ha
aislado del dinoflagelado "Gonyaulax catenella" y de ciertos molus=-

3 13 <
cos bivalvos ~y v se le asocia comiinmente con el fenbmeno de marea

e
roja °
D J’DH 53
e L?\_o
T AN Gergn
. = Nh, Ca__‘_*lz/'/\\,4’/’ OF
% R H H o4 OH

(12) (13)

9 P.J. Scheuer, "Chemistry of marine matural products", Ed. Acade-
mic Press, New York, Inc., (1973) y referencias citadas ahi,

10 J.S. Grossert, Chem. Soc. Revs, 1, 1 (1972).

11 C.Y. Kao, Pharmac. Rev., 18, 997 (1966).

12  M.H. Evans, Br. med. Bull., 25 263 (1969).

13 H. Schmidt-Hebel "Intoxicacidén por alimentos" Ed. Salesianos (1969).



Tetrodotoxina es el tGnico aminoperhidroquinazolina3 conocido natu-
ralmente y se ha aislado de ciertos peces comestibles (por ejemplo
spheroides rubripes). Saxitoxina y tetrodotoxina representan dos
de los compuestos orgénicos de menor peso rmolecular, mAs téxicos
hasta ahora reportadosB y desde el punto de vista quimico, ambos
presentan unidades estructurales "anfimalos" en compuestos orgéni-
cos corrientes : Saxitoxina, uridades "ciclol" (14) y tetrodoto-

xira "hemilact&licas" (15)

el _NR, { |
Srer” H—(—0—(—
|

) N\/ N gH

<D

R
l

(14) (15)

Una revisién completa sobre venenos, drogas y prin-—
cipios psicoactivos, en animales marinos ha sido realizada por

1 1
Halstead + y W. Bucherl % v colaboradores.

14 B. W. Halstead "Poisonous and Venomous Mzrine Animals of the
Jorld" U.S. Govte. Printing office Wash. D.C. 1965, 1967,
1970 (Vol. I, I1 y T11).

15 . Bucherl, E. Buckley y V. Deulofeu, "Venomous animalsg and

their venoms". Ed. Academic Press 1968, 1971 (Vol. I v II).



Recientemente Sharma y Vigjs, han reportado el adis-
lamiento e identificacién de dos muevas sustancias antibacterizi-
das obtenida de una esponja marina (Dysidea Herbicea). La eluci-
dacién de ambas estructiras (lél v (12) se logrd por espectros-

copia infrarroja, ultravioleta, NMR y espectrometria de masa.

g P S
% //::: i = o ' ¥
bf—\\_/> w\ufr—ﬁw b//—\\\/,-ﬁ-\\ Vi

Ay

)
=

(18) (&b
Una rmueva y compleja toxina que ataca de preferen-
cia los 6rganos sensoriales y el sistema circulatorio, se ha ais-
lado e identificado por un equipo de quimicos japoneses17 a par-
tir del gastrépodo Babylonia Japonicah.
La estructura de esta toxina (Surugatoxina) se es=-
tablecid (lg) por difraccién de Rayos X y constituye hasta aquf

: . . ; 17 :
la primera toxina marina descubierta , que cortiene un esqueleto

16 G.M. Scharma y B. Vig. Tetrahedron laztters, 1715 (1972).
17 W. Noguchi, 8. Kimuwa y H, Waritu, Tetrahedron letters, 2548 (1972)



ind6lico vy de pteridina como partec d¢e la estructurag ademis los au-
tores han recalcado el interesante hecho de que esta toxina pregen-
ta una accién farmacolégica semejante a la atropina.

Las estructuras bromoinddlicas (12) v los compues=
tos cercanamente relaciomados con dibromo tiroxina (20) (al cual
se considera como metabolito) : (3) v {21) parecen tener marcado
efecto farmacolégico y ha sido el rasgo estructural comin de algu-

nos géneros de esponjas.

Lf{ 7.~ OO!"*
2 v l 1 . & > l . -
N - S
ol \ﬁ ik Mo e NH2
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(21)
(Verongia, Polybrospongia)e. Trabajos recientes 7 utilizando

fundamentalmente espectrometria de masa y NMR en la elucidacién
de las estructuras,; han demostrado las propiedades antibidticas:
de estos compuestos.

El filum celenteradcs estd ampliamente representa—
do en la costa chilena y se encuentra constitufdo por hidroides,
medusas, anémonas, corales y actiniasgg?gS, Caracteristica domi-
nante del grupo es la presencia de tentéculos equipados con nema~
tocistos adheridos al cuerpo en canales vesi'mlareSS, generalmente

anémonas y actinias poseen venenos de bajo poder, mientras que hi-

14
droides y medusas exhiben mayor toxicidad .

18 G.M. Sharma y P.R. Burkholder, Tetrahedron ietters, 4147 (1967).

19 GeM, Sharma, B. Vig ¥ P.Rs Burkholder, J. »rg. Chem., 35, 2823
(1970).

20 G.E. Van Lean, G.0. Morton y W. Fulmor, Tetrahedron letters,
299 (1973).

21 R.J. Andersen y D.J. Faulkner, ibid., 1175 (1973).

22 D. Carter, Rev. Biol. Mar. (Valp. Chile) 12, 129 (1965).

23 D. Carter, Tesis, Fac. de Filosoffa y Educacién, U. de Chile,
1964,
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Los venenos de celenterados se caracterizam farma-
colbégicamente como cardicactivos, neuromisculares y en algunos ca-
sos como antibibticos v an“.:icoagulantes3’14

Estudioe cuimicos y bioquimicos han revelado que la
accién paralizante y la produccién de edemas esté asociada a toxi-
nas de estructuras proteicas y polipéptidica de elevado peso mole~-
cular (thalassinz, hypnotoxina) y a la presencia en los estile~
tes de bases cuatermaria nitrogenadas en que tetraamina (_g_g_) eX=
hibe marcada acc:T.;f’m parali.zante14a

La produccién de dolores misculares y coniraccio-
nes del sistema wnervioso central, se debe a la liberacibn en el or-
ganismo de histamina (23) provocada por la inoculacién de 5 hidro-

Xitriptamina (gﬁ) que se encuentra en apreciable cantidad en los

nematocistos., 1

|
HLN N

@ 9 RO
| ] & S
T O\g

(22) (23) (24)




=98

534325127'

Nuevos compuestos (g_ que presentan propie-

26,32 . :
dades antibacterizidas, antitumorales '~ , como también técnicas

28-35

de aislamiento y purificacién de toxinas se han contimuado

reportando en ceienterados, como asi también, el aislamiento de

mievas es*ructurcs en otros filum

9 ,36_59

24

25
26

27

28
29
30
31
32

33
34

3%
36
37
38
39

40

41

42

R.Js Andersen y D.J. Faulkner, Abstracts, Food and Drugs from
the Sea. Conference, Rhode Island. Agosto, 1972.

D.J. Faulkrer, Tetrahedron Letters, 3821 (1973).

FoL. Tabrah, M. Kachiwagi y T.R. Norton, Inte. J. Cline. Pharma-
cols, Ther, and Tox., 5, 420 (1972).

A.J. Weirheimer, E.K. Metzner y M.L. Mole Tetrahedron, 29, 3135
(1973).

JoPa Devlin, J. Pharm. Sci., 63, 1478 (1974).
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LeW. Wittle v C.A. Wheeler ibid., 487 (1974).

G.J. Bakus y G. Green, Science, 185, 951 (1574).
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B. Fsteroles en Invertebrados Marinos 507

Aungue la investigacidén en Quimica de Productos Na=-
turales Marinos ha abarcado estudios de estructuras tales como to-
xinas, pigmentos, colorantes, terpenoides, prostaglandinas y este-

64 z
'™, tal v2z sean estos filtimcs en donde se ha alcanzado ma=

roles
yores conocimientos.

Las investigaciones que han comprendido el aisla-
miento y caracterizacidn de esteroles, ha permitide a quimicos y
bidlogos elaborar algunas conclusiores y teorias sobre el metabo-
lismo v biogénesis de las especies en los diferentes filum de In-
vertebrad0563'64, Estos estudios han demostrado que en organismos

filogenéticamente mis evolucionados como sucede en vertebrados, la

60 L. Fieser y M. Fleser, "Steroids". Reinhold Publ., Corp. New
York (1959).

61 Che. We Shoppee, "Chemistry of Steroids" Ed. Butterworth" 2a.
Ede (1964)

62 DeN. Kirk y M.P. Hartshorn, Steroids Reaction Mechanisms,
Elsevier Publis. Compe. (1968).

63 W. Bergmann, "Biochemistry Comparative'", Ede M. Florkin y S.
Mason, NeY. Academic Press 3, 103 (1962).

64 Ref. 9, pag. 58.

65 DeR. Idler y P. Wiseman, J. Fish, Res. Bd. Can, 29, 385 (1972)

66 L.J. Goad I. Rubinstein y A.G. Smith,Proc. Roy. Soc, Ser.,
B 180 223 (1972).

67 D.R. Idler y P, Wiseman, Int. Jo Biochem, 2, 91 (1971).
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presencia de colesterol o es predominante o es el finico componente
esteroidal; sin embarge en organismos biorgénicamente inferiores
(invertebrados primitivos) es caracteristica comfin la presencia de
una gran variedad de esteroles en que colesterol o estd ausente o
existe en minima proporcién,

Lo anterior ha permitido a W. Bergmann§3 concluir
de que existe ura relacidén direcia entre el contenido esteroidal
de la especie y su ubicacidn filogenética.

Los trabajos realizados hasta ahora en esteroles ma-
rinos, ha puesto de manifiesto al grado de complejidad gque ellos
revisten, debido fundamentaimente a la muy cercana relacidén de es~
tructura entre un esterol y otro60; estos comprendcn esdueletes car=
bonados que van desde C26 a 030 y en que la variacidn estructu-
ral mis importante reside en la cadena lateral en 09

20°
Lo anteriormente seflalado, unido al hecho de que

"

las mezclas esteroidales cristalizan con facilidad y funden en un
rango de temperatura estrecho, hace dificil separarlos y aislarlos
en un grado de pureza deseab1e9.

El advenimiento de 12 cromatografia gaseosa prepa=-
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68— b
rativa y espectrometria de masa de alta resolucién e unido a

la

espectroscopia IR y MMR ha venido a solucionar los criticos

problemas de separaci¢n v purificacidén de esteroles,

Una completa revisidén de la quimica, taxonomia y

relaciones biogenéticas en esteroles de invertebrados marinos has-—

ta

6’.‘)
1960 ha sido realizada por W. Bergmann J, pionero en esta in-

vestigacidn en un articulo de "Comparative Biochemistry" v muy re-—

6
cientemente por P.J. Scheuer 4.

D.R. Idler y colaboradores han contimiado estos es-

. 6 6 ) 65 5 66
tudios en crusticeos 7, algas7 v moluscos 3 K.C. Gupta7 v Goad

en

17

equinodermos y T.R. Erdmann y R.M. Thommson en esponjiarios’ ',

68

69
70
71
92
73

74
23

76
/i

D.R. Idler y P. Wisemann, Comp. Biochem. Physiol., 38A, 581
(1571).

DsRe Idler, P. Wisemann y L.M. Safe, Steroids., 16, 451 (1970)
Fo.J. Schmitz y T. Pattabhlraman, Je.Am.Chem.Soc., 92, 6073 (1970).
D.R. Idler., L.Me Safe y E.F. MacDonald, Steroids, 17, 545 {1971).
J.P. Engelbrecht, B. Tursch y C. Djerassi, ibid, 18, 121 (1972),
M, Kobayashi, Re. Tsuru, K. Todo y J. Mitsuhashi, Tetrahedron
Letters, 2935 (1972).

L.S. Cierescko, MsA. Johnson, R,W. Schmidt y C.B. Koons, Comp.
Biochems Phusiol. 24, 899 (1968).

K. Gupta y P.J. Scheuer, Steroids, 13, 343 (1969).

D.R. Idler, Saito y P. Wisemamn, ibid., 11, 465 (1968).

TsRe Erdman y ReM. Thommson, Tetrahedromn., 23, 5163 (1972).



Un gran nimero de rmuevas estructuras en esteroles

marinos se contimfian reporiando s DPero en general con la

gola excepcidn de alaunas hormonas esteroidales

83985,86 4 aique

A

oEL) 84
nos alcoholes biliares ellos obedecen a un modelo comin entre
?

las estructuras {26) y (28) siendo la cadera lateral enC2 la

0

e ofrece mayores variaciones (Tabla III-V).
q 2

R R
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79

80
81
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(1972).
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TABLA N° III

Esteroles de Invertebrados Marinos

(Ezqueleto tipo colesterol)

)ﬁ

e \/
R NCMBRE
e R /l\
I ,..‘.\ 24 -uvorcolesta =5,22 -dien - 3}'3—-01.

/’i\\\\\ i
1T ~_ 22,23 dihidrocolesterol
~
IIX r/Y Colesterol (colest ~5- en = 3)3-01)



Brassicasterol (24}5 ~-metilencoles—

ta -5,22 ~ dien 3)‘5 ~ol)s

24 -metilencolesterol (chalinasterol)

24 -metilencolest -5- en =3 5‘-' -0l

22,23 ~dihidrobrassicasterol (24—
= campesterol) 24 5'}3 ~metilcolest -5~

en 3 O)—ol.
A J

VT & Poriferasterol: 24 -etilcolesta

5,22~ dien -3 S‘J-—o;.

VIII Clionasterol (24-& --—j‘) sitosterol)
24 etilcolest =5- en =3 }‘5 ke
IX Fucosterol: 24 ~etiliden =-colest-

5-en-—3p =0l,
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TABLA N° IV

Esteroles de Invertebrados Marinos

(Esqueleto tipo colestanol)

R NOVMBRE
X ~o 24 -llorcolesta~ 22 -en- 3{5 -0l
4

/
L
X S 22,23 —dehidrocolestanol
//’\\\ v
XLE \jﬁ_ Colestanols: 5 —colestan~ 3 -0l,



- 22 -

Teospongosterol

24 -metilencolestanol
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TABLA N° V

Esteroles de Invertebrados Marinos

Lequeleto tipo £ 7

SN

NOMBRE

24 -etilcolesta- 7,22 dien 3D

-0l (chondrilasterol).

Pk il
XVI q_, /\7 —colestenol

e

TR
JVII ~ Colesta - 7,22 —dien -3 F." -ol.
! !



X
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‘lo
24 G, -metilcolest— 7- en -3)3—01

fa
24 ¢ «metilcolesta -7,22- dien 3J3uol

24 ~-metilcolesta~ 7,24 (28) ~dien 3J5-ol
246 ~etilcolest ~7- en 3 B o1,

/

Acantasterol.
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Se ha encontradc que la variedad de esteroles pre~
sentes en esponjiarios, se haya también en celenteradossa, F1lum
de animales menos primitivos que los primeros y mis representati-
vos en el tronco biocevolutivo de invertebradosagg no obstante,
los estudios son escasos y fragmentados63.

F. Hawrowit287; inicid los primeros estudios en es=
teroles y lipidcs, en especies de la clase Hidrozoa y Scyphozoa
y en todos ellos detectd la presencia de un alto contenido en co-
lesterol. W. Bergmann centrd sus investigaciones principalmente
en la clase Anthozoa obteniendo resultados mis o menos similares6 .
Sin embargo, en algunas especie588 de esta clase, el colesterol
se encuentra sustitufdo por 24 —metilencolesterol75 o bien por
mezclas que no pudieron ser separadas75’89.

Los antecedentes aportados hasta 1958, permitieron
a W, Bergmann extraer algunas conclusionesGs, acerca de los ras-
gos estructurales caracteristicos en esteroles de celenterados,
aunque reconoci que era necesario aclarar y reinvestigar estas

estructuras como para llegar a resultados mids valederos, en torno

a posibles relaciones biogenéticas y bicevolutivas en esteroides.

87 Hawrowitz y H. Waelsch, Z. Physiol., 161, 300 (1926)

88 W. Bergmann, R.J. Feeney y A.W. Swift., J. Org. Chem., 16,
1337 (1951).

89 W. Bergmann, S.M. Craighton y W.N. Stokes, ibid., 21, 721
(1956).
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Los esteroles investigados por W. Bergmann pertene-
cen al tipo (26) y (28) y se encuentran acompafiados por peque-
fias cantidades de provitamina D63. Sefiala asf{ mismo la ausencia
de este filum de estcroles saturados, rasgo que fué caracteristi-
co en ciertas esponjas, como también 'de esteroles ‘£}7, modelo ti-
pico en algunas clases de esponjas, moludcos y equinoderm9566.

La escasa y fragmentada informacién acerca de este-—
roles en celenterados fué reunida en una breve exposicidén realiza-—
da en un "Chemical Zoology"90 y posteriormente por Austin en Ade
vances in Steroids Biochemistry91 1o que puso de manifiesto los
escasos conocimientos que se tenian al respecto y que en su mayo-
ria reside en las investigaciones de W. Bergmann; se une a ello de
que estos tGltimos trabajos se efeciuvaron sin un eficiente método de

separacién por carencia de técnicas instrumentales més refinada575

Solo casi una década mis tarde, los estudios de este
filum fueron actualizados al reinvestigarse por el grupo de L.S.
Ciereszk074 la composicidén esteroidal de la orden Gorgonias uti-
lizando espectrometria de masas de alta resolucién. De los resul-
tados de este trabajo fué posible concluir que esteroles 82 a

7
030 estén presentes en celenterados formando mezclas complejas.

90 C.S5. Hamman, Chemical Zoology 2 pAg. 225, Ed. M. Florkin y B.T.
Scheer, Academic Press, Inc., New York, (1968).
91 J. Austin, Advances in Steroid Biochemistry and Pharmacologys

Ed. M. H. Brigg, Ed. Academic Press, New York, Inc., Vol. 1,
73, (1970).
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Un afic después fué reportado por Gupta y ScheuerTs,
la confirmacién de las observaciones realizadas por Ciereszko74 y
We Bergmann§3 al estudiar las mezclas esteroidales de tres miem—
bros de la familia Zoanthidal, clase Zoanthidos, utilizando téc-
nicas de cromatografia gaseosa, espectrometria de masa, resonan-

cia magnética miclear (RMN) y espectrometrfa infrarrojo (I.R.)s

Los datos aparecen resumidos en la Tabla VI,

TABLA VI

Esteroles de 3 especies de la

clase Zoanthidose

Especie Estercoles

Zoanthys confertus Colesterol; Brassicasterol; 24 -me=

tilencolesterol; metilcolesterol.

Palythoa tuberculosa Colesterol (10%); brassicasterol
trazas); 22,23 -dihidrobrassicas—
tercl (65%); sitosterol (trazas);

Gorgosterol (20%:.

Palythoa spe 24 ~metilencolesterol




De los datos de la Tabla VI, puede observarse la exis-—
tencia de esteroles CN7 (colesterol; 22,23 dihidrocolesterol) 028
[

(brassicasterol; 24 -nztilcolesterol; 24 -metilcolestenol) 029

( -sitosterol) y C__ {sorgosterol).

30

La existencia del esterol 827 identificado como 22,23
dihidrobrassicasterol de la especie Palythoa tuberculosa,; consti-
tuye el primcr zoso aislado de una fuente natural75, aunque su exis-—
tencia fué predicha por W, BergmannGB. Hste esterol también se ha
aillado e identificado con posterioridad a este trabajo en otros
invertebrados marinos68.

24 —metilencolesterol es el componente principal de

Palythoa tahitiano y el menor de la mezcla Z confertus. Su exis=

2-96
tencia entre fuentes natura1e59 . es bastante comin; se ha repor
92,93 e 3
tado en ostras” ' (Cassostrea virginica y ostreaglgas) calama-
7

e (saxidomus giganteus) ostione393 (Placopecten magellanicus)

92 W. Bergmarn y J.P. Dusza, Justus Liebigs Amn, Chem., 603, 36
(1957).

93 D.Re Idler y V.H.M. Fagerlund, J.Am.Chem.Soc., 77, 4142 (1955).

94 D.R. Idler, T. Tamura y T. Wainai J. Fisheries Res, Board Ca.,
21, 1035 (1964).

95 T. Tamara, B. Truscott y D.R. Idler, ibid., 21, 1519 (1964).

96 M. Barbier y O, Schindler, Helv. Chem. Acta,, 42, 1998 (1959).

97 U.H.M. Fagerlund y DeR. Idler J. Org. Chem., 21, 372 (1956).
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: E 6
v tanbién &n algas rojas Rhodophyceae7 v hong0599 (Phytophera

cactorum).

Erassiczzteroi, es un esterol bastante comiin en acei-
100102 93-100
tes y ceras de muchas plantas verdes , tipico de moluscos
(placopecten magallianicus y Modiolus de:::issus} v de otros produc-—

101,102

tog. naturales (Phytophea cactorum).

TS age

Mismiras los estercles 029 son hastante comunes, los

pocos compuestos CBO conocidos hasta ahora principalmente en ce-—

lenterados y que incluyen las esziruciuras (29) a (33)
tienen rasgos estructurales poco uzuales que los hacen diferen—

ciarse fundamentalmente de los 030, va que ninguno poses Atomos

de carbono adicionales directamente unidos al sistama ciclopenta-
' 64 . -
noperhidrofenantreno ', sino que se ublcan enr la cadena lateral

6
formando un anillo ciclopropano puante entre los carbonos 22 y 23 + 104

L ]
La confirmacibén de estas estructuras, se ha logrado

‘i : . : < . 83
recientemente mediante trabajos sintétiros Jde apertura del anillo

v de derivados ~, que incluyen ademls la determinacidn de configu-

racidén absocluta por difraccidn d= Rayos K1O3 de derivados bromados,

98 M, Devys y Y. Barbier, Comp. kKend., 261, 4901 (1965).

99 DeA. Knights,Phytochem., 4,.857 (1965)

100 A. Windaus y A. Welsch, Chem. Ber., 42, 612 (1909).

101 W. Bergmann, M.J. McLean y D.J. Lester, .J.Org.Chem., 8, 271
(1943).

102 E.L. Ghisalberti, N.J. de Souza, HeH. Rees, L.Je. Goad y T.We.
Goodwin, Chem, Commun., 1401 (1969).

103 N.C. Ling, R.L. Hale y C. Djerassi, J.Am.Chem.Soc., 92 5281
(1970).
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como asi también al establecimiento de algunas teorfas sobre el

. : Al . 102,105,106
posible origen y rol biosintético de estas estructuras .

Los estcroles C28 hasta ahora conocidos se han carac-
terizado porque el &tomo de carbono adicional, entra en posicidén
024, originando combinaciones de estructuras con insaturacién ya

sea en C5 o] 07 o en 022 o 024 de lcs cuales, no todas las combina~

ciones estrucituras posibles z& ccrocen en esteroles marinos .

Una esiructura recientemente reportada, ha roto este

modelo relativamente simple, de esteroles CPS’ se trata de un com-

puesto hidroxilado en 025 (gﬁ) aislado de un coral alcionario72.
La importancia atribuida a (34) 25-hidroxi-24 metil-
colesterol reside en que constituye el primer esterol oxigenado
C28 obtenido de una fuente marina?gg aunque su rol biosintético
ain no se conoce, se han iniciado intentos de relacionarlo con 25=
hidroxicolesteroles de estructura y funcién biosintética ya esta-

107 ~1
blecida 07 O9.

Estudios biosintéticos en invertebrados marines tam—

bién se han contimuado reportandc cungie tampoco con resultados

104 Y.M. Sheikh, Cs Djerassi y D.ie Tursch, Chem. Commune, 600
(1971)

105 E. Lederer, Quart. Rev. Chem. Soc., 23, 453 (1969).

106 D,H:R. Darton, D.M. Harrison, G.P. Moss y D.A. Widdowson, J.
Chem. Socs, (C)e, 775 {1970).

107 JeE. Vanlier y L.L. Smith, Biochem., 6, 3269 (1967).

108 A.Ye Ryer, W.Ho Gerbert y NoM. Murrill,, J.Am.Chem.Soc., 75,
491 (1953)

109 L.Ges Raisz, CoL. Trummel, M.F. Holick, H.F. Deluca, Science,
175, 767 (1972).
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110 111 712,113
concluyentes en: Protozoos y Porifero , celenterados -

114,115
crustéiceos + e

Las evidencias hasta aqui aportadas,no permiten de-
ducir un medelo més o menos regular en torno a las estructuras
esteroidales comin en el filum celenterzdos. Sin embargo, exis-
ten ciertas estructuras que se repiten y que: nos permiten sgefialar
por lo merce 2un algunas Ordenes, patrones estructurales. FEllos

se resumen en la Tabla Vile

)
C

110 H. Dixon, C.D. Ginger y J. Williamson, Comp. Biochem. Physiocle,

41 8, 1 (1972).
111 M.J. Walton, y J.F. Pennonck, Biochem. J., 127, 471 (1972).
112 J.P. Ferezon, M. Devys y M. Barbier, Experientia 28, 153, 407
(1972).
113 D.J. Van der Horst y P.A. Vogt, Compe. Biochem, Physiole., 42B -
1o (¥972),
114 P.A. Vogt, ibid., 41B, 831 (1972)
115 S.I. Teshima y A. Kanazawa, ibid., 383, 597 (1971).
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TABLA N° VII

Esteroles comnes en celenteradoss

NOMBEE

Golestepol 1> (colest =5~ en

-3 (3} -"01)\‘

'

116
IT L :;‘a:npesterol9 2 (245{ ~metilon

colest -5~ en 3 (5 —o1).
¢

/\ S
= Al & i . 9,75
i i 22,23 =dihidrobrassicasterol

(24 PJ ~metilcolest -5- en 3'{3
¢ T
—ol).

116 G. Tarzia, V. Tortorella y A. Romeo Gazz, Chem. Ital., 97, 102
¥
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975,63

Brassicasterol (24u}3~m@-

tilcolesta —5,22~ dien -3 § -ol).
4

392
24 —metilcolesterol” ! ’75,

(24 -metilcolesta =5,24 (28)

~dien~ 3}5 -0l).

s

19,75

-sitostero (24gﬁ -atil=

colest =5- en 3 ﬁ -ol).

/

o1
GOTgoster019’74’83' 5

(22r, 23R,
24R) -23,24 —dimetilcolest -5~ en -

~3 [? ~o1)s
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Los antecedentes desarrollados en la primera parte
de este trabajo, relacionados con el potencial biomédico de 1la
- quimica de Productos Natuvrales Marinos, como asi también la posi-
bilidad de desarrollar modelos para la creacién de mievas drogas,
precursores de prostaglandinas, polisacAridos, toxinas y sintesis
de corticoides ntilizando fuentes de origen marino, Justifica la
creciente atencibn hacia el desarrollo de esta &rea.

Estas consideraciones y en concordancia con el ob-
jetivo bisico de este grupo de trabajo (Productos Naturales, Fa-
cultad de Ciencias) de propiciar e iniciar en Chile una nueva i3
nea de investigacidén como es el caso de la Quimica Marina, nos
ha motivado a iniciar el estudio de esia Area de Productos Natu-
rales, Tal es el caso de P. clematis, abundante especie dentro
del Phylum celenterado a lo largo de la costa chilena,

Entre los celenterados la Phymactis es un género re
presentativo, nosotros la hemos elegido en egste estudio en virtud
a su existencia como una variedad de subespecie, tentativamente
¢lasificada en base a sus diferencies de color, Nosotros creemos
que un estudio quimico de esta especie pudiera ayudar a asigmnarla

sobre una base mis definitiva.



i

Asi mismo, la abundante lista de referencias ci-
tadas en este trrhajo, creemos pudiera servir como &bra de con-
sulta para estim:lar v ayudar a ®ituros investigadores a aden-

trarse en el campo de la quimica de Ifoductos Natnrales Marinos.
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CAPITULO II

A. Experimentoss—

A. 1=1:= Instrumentos

La liofilizacién de las actinias de la especie "Phy—
mactis clematis" fué realizada en un aparato Freese Mobile Cabinet
Modelo Virtis 10 - 146 {MR - BA) a una temperatura de -40° C en al-
cohol y a una presiém de 0,1 mm. de Hg. Los espectros infrarrojos,
se corrieron en un espectrofotémetro Perkin-Elmer, Modelo 621 (es=
pectros:N° 1, 2 y 4) y en un espectrofotémetro Perkin-Elmer, Mode-
1o 700 (espectros N° 3 y 5).

Los espectros NMR fueron medidos en un espectrofotdme=
tro Varian 60 Mhz. Los desplazamientos quimicos expresados en ppm
v referidos a tetrametilsilano, é = 0, usando como solvente cloro-
formo deuterado.

Los espectros U.V. fueron tomados en un espectrofotd-
metro Cary 17 usando EtOH como solvente.

La cromatografia gaseosa se 1llevd a cabo en un croma-
tégrafo Perkin-Elmer, modelo 900 con detector de llama de Hidrége=-

TO.

El derivado metil-éter del crudo de esteroles solubi-
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lizado en.CHCJ3 fué inyectado en una columna de vidrio 3% OV-17
empacado sobre 100/320 cromosorb Q de 3 ples de largo v de 1/h
pulgada de diAmetro. Temperatura inyector 240° C. Temperatura
columma 240° C. Temperatura detector 238° C.

El transportador gaseoso fuf Nitrdégeno con un flujo
de 66 ml/hin. Los 4cidos grasos fueron analizados en un cromaté-
grafo Hewloit Fackard modelo 5750 con detector de ionizacidn de
1llama de Hidrdgeno e integrador electrdénico. Los ésteres de Aci-
dos grasos se inyectaron en una columna de cobre con relleno E GS

3% v EDS 7% de 1/% pulgada de didmetro. Longitud 2 metros, utili

zando N2 como Jas transportador a una velocidad de fluio de 40
ml/ﬁin. Flujo H2 40 ml/%in v un fluio de aire 600 mlfhing tempe-
ratura inyector 220° temperatura.

Loz puntos de fusidn fueron determinados en un micros-—
copio Xofler,

EL poder rotatorio de los esteroles se realizéd en un
Polarimetro Perkin-Elmer 141, utilizando cloroformo como solvente
y a 25° C.

Las soluciones fuercon concentradas en un evaporador

rotatorio Buchi modelo R - SD.
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A, 1-2:-= Materiales y Reactivos.

-

Todos 1.os reactivos utilizados son Merck P.A.

Anhidrido Acdtico Btanol

Acido Acéiico glacial 99 - 100% Iiter absoluto

Acido clorssuifdumico kter de petrdleo (30° =
60°).

Acido sulffirico fumantce Hid»bxido de potasio en
pasillilase

Benceno Metanol

Bromo : Txido de aluminio alcali-
no Woelim.

Cloroformo

Cloruro de Antimonio (IIT) Sulfaio "de Cerio (IV)

Cloruro de Calcio Sulfato de Sodio

Digitonina Terbutdxido de potasio

Ioduro de metilo.

Para cromatografia en columna s= usd silica - gel 60
(Kieselgel 60, 70-230 mesh ASTM, Merck). Para cromatografia en caw-

pa delgada, silica ~ gel GF 254 neutras.
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A, 1-3:~ Recoleccibn de la especie Actinia "Phymactis clematis"

Las especies de Phymactis clematis (55 variedad roja)
con un peso premadio de 45 g/éspecie recién colectadas, fueron to-
madas durante la primera quincena de Mayo de 1972 en Punta Gruesa,
Playa de las Cruces, Departamento de San Antonio, Provincia de San-

tiago y manténida a 0° C durante 45 dfase.

A. 2-1:— Extraccidén en frio. Material 1liofilizado.

1600 gramos de la actinia Phymactis clematis (varie .-
dad roja) fueron seccionadas en finos cortes y liofilizadas duran~
te 30 horas. Se obtuvo 900 gramos cde un fino polvo de color par-
do-oscuro. Este material fué distribuido en 20 balones de 500 ml.

(45 g/balén).

A cada balén se agregaron 270 ml. de benceno. Se agi

t6 cada uno de ellos por varias horas para repartir homogéneamen—
te el material sb6lido en el solvente. Se tapd cada balidn y se de-
jaron en reposo a temperatura ambiente por 10 dias.

Transcurrido este lapso, el solvente adquirid una co=
loracién rojo-vinoso transparente en todos los balones.

El material sélido aparentemente mantuvo sus caracte-

risticas fisicas iniciales. Se filtrd en un embudo de placa poro-
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sa y el extracto bencénico coloreado de todos los balones (5.200 ml)
se concentrd en el evaporador rcotatorio hasta un volumen de 350 mi,
El concentrado bencénico preseuntaba un aspecto siruposo de color ro-

jo=-sangre,

i !’/} O
o 0

P $ ? Q
3 _Q s,
Fig. 1 Fig. 2

A. 2-2:- Extraccidén en caliente de material liofilizado.

El material liofilizado, fué extraido en un extrac-
tor Soxhlet (2000 ml) con benceno durante 70 hrs. El extracto ben-
cénico que se obtuvo fué evaporado en un evaporador rotatorio has—
ta un volumen de 200 ml. El1 convantrado bencénico se juntd con el
concentrado obtenido en la extraccidn en frio. La cromatografia
en capa fina de ambos extractos revelaba la misma composicién.

Una cromatografia en capa fina de ambos concentrados
(extracto bencénico en frio y en caliente) 5 x 20 cms, empleando

silica -gel GF, , neutra y desarrollada primero en bencemno (fige

i 54
1y 3) y luego en benceno/cloroformo 3:1 (Fig. 2 yli) miestra com=
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posicién similar, por lo que ambos extractos fueron juntados, ha-

ciendo un volumen total de 550 ml. (26,5 g. peso seco).

AT SRR
T
i
A ?3 : 8 $)
o _f s

Fige 3 Piges 4

A, 2~-3:-~ Saponificacidn del extracto bencénicoa.

Una parte del extracto bencémico (8,5 go) fué sapo-
nificado segin la técnica de D.R. idier y P, Wisemamn§7u Para lo
cual, a los 8,5 g. de extracto bencénico le fué agregado 100 ml.
de hidréxido de potasio al 10% en etanol y se reflujd pcr 2 hrs.
bajo atmbstera de nitrdgenc. Después de enfriar la solucién fué
dilufida agregéndose 150 ml. de agua destilada. Los lipidos insa-
ponificables se extrajeron con 162 ml. de éter: la fase etérea fué
lavada con 40 ml. de agua destilada. La capa acuosa y la de los
lavados fueron reextrafdos con 40 ml., de éter, siendo los extrac-

tos etéreos finalmente juntados y desecados con 25 g. de sulfato

de sodio avhidro por 48 horas.
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A, 2=4i—~ Deteccidn de esteroles:-

Los esteroles se detectaron usando la reaccibn de
Liebermann~Burchard117_120. Para tal efecto se tomd un tubo de
bohemia y se agregd 3 gotas del extracto etéreo proveniente de la
saponificacibn, evapordndose el solventes Se adiciénd 1 ml. de
cloroformo para disolver el residuo y una cantidad similar de an—
hidrico acéticos Después de agitar, se deslizan por las paredes
del tubo 2 gotas de &cido sulffrico, La aparicidén de un color
azulado y luego la de un verde botella intenso indica reaccibn
positivae

Con una confirmacidén al test anterior, se aplicd la
prueba de cloruro de antimonio para esteroides121"123. El reac-
tivo se prepard segin la técnica de K. Randerath124: para tal
efecto 25 g. de cloruro de antimonio (III) se disolvieron en 75
ge de cloroformo absoluto libre de etanol. El etanol contenido

no-malmente en el cloroformo (0,5 a 1%) fué - eliminado haciendo

117 T. Robinson, "The Organic Constituents of Higher Plants" pag.
66, DBurgess Publ. Co. (1969

118 C.He Brieskorn y H. Hoffmann, Arc. Pharm, 297, 577 (1964).

119 R.P. Cook, Analyst., 86, 373 (1961).

120 E. Stahl, "Thin layer Chromatography. A laboratory Handbook"
pdg. 855. Ed. E. Stahl (2° Ed.) (1969).

121 R. Neher y A. Wettster, Helv. Chem. Acta., 34, 2878 (1951).

122 M, Darbier, H. Tobfas y E. Wyss., ibid., 42, 2440 (1959)

123 R. Neher (Steroid Chromatography), Amsterdam, London, N,Y.
Elsevier (1964).

124 K. Randerath, (Cromatograffa de capa fina", padg. 67 Ed. Urmo
(1959).



pasar el cloroformo a tnavés de una columma de 20 cms. de altura
y 3 cms. de espesor que contenfa 125 g. de 6xido de aluminio al=-
calino Woelm (grado de actividad 1) graduando la velocidad de sa=-
iida a 1 mle por mimito. Se desechd los primeros 100 ml,

EL cloruro de antimonio (IIi) disuelto en clorofor-
mo fué rociado sobre una placa (20 x 5) de silica - gel GF254 neu-
tra que contenia 2 muestras: a) Colesteroi puro (1 mg/bo mi. de
metanol) y b) el extracto etéreo proveniente de la saponifica=-
cién. La placa después de ser desarrollada en una mezcla de ben—
cenof&loroformo 3:1 v secada por 15 min. se asperjd con cloruro

de antimonio (IEI) ¥y luego calentada a 110° C por 5 min. Un ro-

jo-viollceo en ambas manchas confirmd la presencia de esteroides,

A, 2=-5:~ Aislacibn de esteroles.

METODO I

Fl extracto etéreo pruveniente de la saponificacién
(A. 2-3) fué separado en 2 partes: la primera parte de 100 ml.
fueron evaporados hasta 15 mles, agregandose 100 mle de benceno,
se concentrd y se repiti6é el proceso por 2 veces. Luego se agre-
g6 100 ml. de éter anhidro. 8Se agitd v dejd decantar por 48 hrs.

en un embude de decantacién. Se obtuvo 2 capas: una superior de



color amarillo clarc v cristalino (1ipidos insapomificables) y
una inferior semi-sélida de color café-claro (1ipidos sanifica«
bles)., Este dltimo fué recogido (2,85 g.) en un balén de 250 ml.
para posterier procesamientoe.

La fraccién etérea (115 ml.) se concentré a sequedad.
El residuo presentd impurezas de color amarillo-café-claro vy
otros de leve color blanco, que se adhirieron al fondo del balbn.

A este residuo se le agregd 30 ml, de metanol hir-
viente y se colocS el balén a bafio maria a 70° C hasta total di-
solucién del residuo. El extracto metandlico que se obtuvo después
de dejar evaporar, (15 ml) fué colocado en un bafio de hielo por
30 mimitos, obteniéndose cristales de color blanco, los cuales
fueron filtrados en un embudo 4-55-F y lavado por 4 veces con por-
ciones de 5 ml., de metanol puro. Después las aguas madres fueron
concentradas, vy el residuo obtenide lavado con metanol puro, cbte=
niéndose 0,15 g. adicionales de esteroles. Después de 4 recrista-
lizaciones se obtuvo 1,05 g. de esteroles. Rend = 14,1%.

La segunda parte (20 ml.) del extracto etéreo fué con-
centrada hasta sequedad y pesado {0.694 g.) para una estimacién de
la cantidad de material insaponificado. El1 residuo fué disueldo
seglin la técnica de D.R. Idler y Wisemann§7, para lo cual éste fué
tratado con una mezcla de etand/acetona/agua (3:2:1) para lograr
una solucién al 1%. A esta dltima se agregé otra disolucibn de di-

. o o671
gitonina 7 % al 1% en la razén 531 (digitonina/ésterol) para pre-
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cipitar los esteroles. Después de dejarlo por 24 hrs., la solu-
cibén fué filtrada ern un embudo de vidrio sinterizado, FEl esterol
digitonido fué lavade con 15 ml. de éter, secado con cloruro de
calcio azhidro nor 24 s, bajo valfo y finalmente pesado. El
total de esternles fué calculado del peso de este?ol-digitonido125
(3.55 g.)
El 2gterol obtenido a partir del esterol-digitonido
fué luego recuperado utilizando el m&todo de W, Bergmann125. Pa-
ra tal efecto, el esterol digitonido fué disuelto en 45 ml, de pi-
ridina anhidra y reflujado en bafio maria por umna hora. Luego la
piridina fué eliminada en el evapcrador rotatorio y el residuo ob-
tenido fué disueclto en 50 mle. de étor y mefluiado en bafio de agua
por una hora. Posteriormente, la solucién fué filtrada y llevada
a sequedad y el residuo pesado, dando una cantidad adiciomal de
0,90 g~ de esterol.
ETODD IX

Un volumen de 100 mi. dc extracto bencénico de acti-
nias liofilizadas fueron saponificadas segiin el método ya descri-
to en pag. 42, Se coemnntrd hasta 20 ml, obteriendose un liquido
éemi-pastoso de intenso color rojo-sangre. Sec agregd a éste 100 ml.

de agua destilada e igual volumen de éter de petréleoc 60~70° La

125 W, Bergmann, Je Biol. Chem., 132, 471 (1940).
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solucién asf obtenida fué colocada en un embudo de decantacidén
de 500 ml. y agitada repetidamente, dejdndose que decantara por
48 hrs. Al cabo de zgte tiempo fué posible distinguir 2 fases:
a) Unma superior, ligercaente amarillenta y cristalina. b) Una
inferior mis viscosa de coler café-claro, La fraccién acuosa
fué concentrada a bajo volumen (110 cc) y guardada para posterior
procesamiento. La fase etérea {110 cc) fué tratada en un vaso
de precipitado de 250 ml. con 25 g. de sulfato de sodio. Fué
luego filtrado en un enbudo con cclita en vacfo. Se obtuvo 82 ml.
de extracto etéreo, de caracteristicas fisicas similares a las ya
descritas en pig. 44 segin método I,

A esta solucién, le ful practicada una cromatografia
en capa fina de 20 x 5 cms., El cromatograma se desarrolld con una
mezcla de benceno/cloroformo 331 y mevelado con luz UeVe (fig. 51y

utilizando colesterol como standard (0,01 ge. en 20 ml. de metanol)
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Se practicd una c:romatografia en columna, del extrac-
to de &ter de petrélec con el objeto de separar los componentes,
presentes en la mezcla etérea, Para tal efecto; la solucién (82 ml)
se concentrd a un volunzn de 10 ml. y luego se embebid en 15 g. de
silica—gel 60 para columna. La mercla gque se chtuvo fué secada en
el evaporador rotatorio por 30 mimutos; el polvillo obtenido fué
colecado en un enbudo y dejado escurrir por la parte superior de
una columna para cromatograffa (1 m. de longitud, 3 cms. de didme-
tro), Esta filtima se prepard suspendiendo 200 g. de silica gel
60 con 250 ml, de una mezcla de &tcr de petrdleo/bencenc 121, re-
cogiéndose fracciones de 25 ml. La tabla N° 8 indica la polaridad
creciente de cada uno dé los sistemas de solvente utilizados para

la elucién.

TADLA N° ViII

Solventes para la elucibn de esteroles

Eluyente Fracciones (N°) Fraccién Total
Eter de petréleo/06H6 (1:1) 12 50
C ¢ H P 3wl 150
C, H6/bHCI3 (3:7) 5=10 250
CHC1, 1144 330
CHCIS/MeOH 98:2 15 355
CH013/Me0H 95:5 16 380
CH013/ﬁe0H 90:10 17 405

CHC1,_/MeOH 80220 18 430
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Las fracciones obtenidas (2° cclumna de la Tabla 8)
fueron concentradas hasta 3 cm, rotuladacs v aplicadas sobre una

placa cromatogréfics de 20 x 20 cms., silica-gel GF,_,, conjunta-

254
mente con uma mezcla Ge colesterol puro {0,01 mg/5 ml., de metancl)
y desarrollada en cloroformo/metansi 98:2, El cromatograma fué
rociado con una solucidn de SbCl3 v luego puesto en una cstiufa a
110° € poxr 5§ mimatcoss El recultcodo se miestra en la figura. 6,

(C = colesteral).
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Las fracciones desde 11 a 17 fueron juntadas en un
balén de 100 ml. y concentradas a sequedad, obteniéndose un resi-
duo blanco-verdosc. £ este filtimo se agregd 5 ml. de metanol hir-
viente y se calentd a baiio maria hastia casi completa disolucidn
del residuo. Se agregaron otros 5 mle de metanol hirviente y se
£iltré en caliente en un embudo de silica fino (60 ml. - 40 F).
Por cnfriamiento del liquido madr» se obtuvo 1,65 ge Precipita-

cidn sucesiva de CH3OH did un total de 1,37 ge Rend. 16,1 P.F.

A. 2=6:- Pureza de las muestras esteroidales.

Los esteroles obtenidos por el método I y II fueron
cromatografiados, después de recrictalizarlos de metanol, en una
placa de 20 x 5 de silica-gel GF ,;, desarrollada en benceno/clo-
roformo 3:1 y revelada utilizando los siguientes métodos y reac-
tivoss

a) Luz ultravioleta.

b) Cloruro de antimorio (III) y calentamiento a

120° por 15 min, (rosado}

c) Acido clorosulfénico -~ Acido acktico 20 (fluo-
rescente azulado).

d) Cloruro de antimonio (III) - &cido ccditon 1t 40

{azulado).
126 W. Copius-Peerboom, y H.W. Beekes, J. Chromatogr., 9, 316 (1962)
127 Ho.P. Kaufmamm y A.XK. Sen Gupta, Chem. Der., 97, 2652 (1964).
128 Ref, 120, pig. 858.




« 51 &

En cada uno de los casos se obtuvo una sola mancha
con similar RP (0.67) y coloreada segfin cabe. esperar para un es-

terol en estas mezclas eluotrdpicas.

A, 2-7:~ Preparacién de derivados.

a) Esteres metflicos:-

Los ésteres metflicos de esteroles fueron prepara-—
dos segfin la técnica de R. Clayton129. Para tal efecto, se pe=-
s 250 g de la mezcla esteroidal obtenida segin método A (page

) y se disolvieron en 1 ml. de éter absoluto, en un tubo es=
merilado de 15 cmse. de longitud., A esta disolucién se agregd
35 mg. de terbutéxids de potasio pulverizado el cual fué mezcla-
do {nfimamente en la solucién etérea mediante una varilla de vi-
drio para asegurar completa dispersién, Estas suspensién fué de-
jada en reposo por 20 mimtos y luego se agregd 0,1 ml. de CH3I
redestilado. El tubo de reaccidn fué luego barrido con nitrége~
no, tapado herméticamente y dejado en reposo por 4 horase. Los
productos metilados se obtuvieron por adicidén de agua destilada
y luego extrafdo eon éter. Luego de repetir la extraccién eté-

rea por 2 veces, el producto fué desecado por 2 horas con sulfa=-

129 R.D. Clayton, J. Diochem, 1, 357 (1962).
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to de sodio amhidro. El extracto, previa filtracibn, fué luego
evaporado a sequedad mediante flujo de nitrégeno, obteniéndose
0,00023 g. de cristales blanco-amarillento, P. de F. 143~145°,
130
b) Acetilacifn

10N mge de esteroles crudos, fueron esterificados
tratindolos en un tubo de 15 ml, con 0,1 ml. de amhidrico acéti-
coy 0,1 mls de piridina. La reaccibén fué llevada en bafio maria
de agua a 70° C por una hora. Destuls el exceso de reactivo fué
removido con una corriente de NiitnrdSgeno a 60° C. hasta obtener

un residuo crictalino amargllo. Rend. 25,2% P, de F. 105-107.

130 Ref, 120.? pége 325,
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ESPECTROS

Espectro N- 1:

Infrarrojo de muestra del crudo de Esteroles de P,

clematis.
Espectro N° 2,

Infrarrojo de colesterol patron y de rmestra del
crudo de esterolzss de P, clernztis,

Espectoo H° 3.

Infrarrojo de muestra de esteroles de P, clematis
metilado.

Espectro N° 4.

Infrarrojo de cclesterol patron.

Espectro N° 5,

Infrarrojo de muestra de esteroles de P. clematis
acetiladoe.

Espectro N® 6.

NMR de colesterol en CDCl3

Espectro N° 7

NMR de crudo de esteroles de P, clematis en CDCl3.
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Espectro de los derivados:-

L.

Ae= I.R. en bromuro de potasio de derivado metoxilado (Eg-

pectry 3¢ 3)s

Yalores encontradose.

3600 - 3200 cm
o

3000 - 2800 cm
ol

1480 ~ 1440 cm
-1

1390 - 1360 cm

-~
1270 cm

-1
1120 ~ 1020 cm

-1
810 cm

banda O-H stretching de miestra metoxi-
lada,

banda C-H alifético de grupos metilos y
metilenos sobrepuestos; presencia de hom
bro por C-H olefinico.

vibracioneg bending de grupos metilos
asimétricose

banda beuding C=II de grupos metilos, ab-
sorcién de C-19, C-18, C-21, C-26, C-27,
C-28, C~29.

banda C-0-C

banda ancha de 3}3 ~metoxi unido a £§5;
probable presencia de grupo OH 1o meto-
xilados

banda de vibracién bending de C-H olefi-
nico de fl 5.



b) Valores reportados

'~ 55 -

131132

3550 - 3200 «
3000 - 2750
1465 - 1455
1392 = 1374

1386 - 1374

1383

l
-t
95}
~J
N

1250 aprox.

=
1104 cm

1052 - 1048

ol
cm

i
cm

al
cm

~1
cm

-1
cm

-1
840 v 800 em

banda ancha stretching de OH asociado
intermolecularmente.

enlace C-H bending de metilos y meti-
lenos con fuerte sobreposiciéne.
vibraciones bending de grupos metilos
asimétricos; se encuentra enmascarada
por fuuite absorcibdn de los metilenos,
vibraciores bending C-H de grupos meti-
los probablementa C-19,

vibraciones bending C~II de grupos meti-
los en C-21, C=26, C-27, C~28 y C~29,
vibracicones bending de grupo metilo an-
gular C-18,

banda asignable a enlace C~0-C; handa
diagnfstico a 2830 - 2815 del grupo me=-
tilo sim®trico stretching.

3 p —matoxi- [) S-

3 f ~hidroxi= \ s

banda de vibracidén bending de C-H olefi

nico de {}\5.

I

131 Gs Roberts, B.S. Gallarsher y R.Ne. Jones, "Infrared absorption
Spectra of Steroids" 1 y 2 (1958).
132 J.R. Hanscn "Introduction to Steroids Chemistry" Pergamon Press

(1968).
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B. I.R. en bromuro de potasio de derivado acetilado. (Esgectro

b.

N°_5).

Valores encontrados.

|
1730 cm
-]
1480 - 1440 om

-1
1400 = 1360 cm

-
1260 cm

-1
1140 cm

]
1050 cm

-1
810 cm

Valorez »eportados

1740 e

-1
1410 = 1430 cm

-1
1382 -~ 1369 cm

—

banda stretching de carbonilo

grmipne metilos en la cadena lateral,

C-d bending de grupos metilnacetato_

en 3-3 crupes metilos de cadena late-—

ral v angulares,

banda C-0 stretching del acetato, 3}3

y no 2
acetox:t ) e

131,132

banda s*retching de carbonilo de 3 ace=
tatos en solucibn de C 014 ¥ 052
banda no asignable en acetatos.

C-H bending de metil ocetato en C-3;
grupo metilo de cadena lateral y angu-

iares C-18 y C-19,



Ce

w 57 =

-1
1244 ~ 1241 em vibracibn stretching C-0 caracteristica

de acetatos de esteroides; 315 ~acetoxi-

Bl

e ; - 5 :
& bandas de 3 ;1 ~acetoxi- A\~ no asig-
844 - B34 cm

816

= A oy e e e
ncs 8SPEeClYiCaneNCe

i
co
O
o
¢!
=

800 - 796 cm

I.R, en bromiro de potasio de elestepa] X e {(P) y de 1a

miestra (M) (Espectros N° 1, 2 y 4),

3600 -~ 3300 cme banda de UH stretching mostrada a alta
CONC,

3000 - 2840 r:m.-“l bandas C-H bending sobrepuestos de gru-—
pos metilos y metilenos.

1470 - 1430 c:m”1 banda vibraciones C-H bending asimet,
de grupos matilos fuertemente enmasca-
rados por la absorcidén de metilenos.

1380 cm,-1 grupo metilo angulsi C=-19 probable

1370 cm-'1 grupo metilo angula» C-18 probable vi-

braciones de C-H bending.



oy
1050 cm

1020 e

-1
960 om

800 cm

1

=50 =

vibracidn stretching C-0 de alcoholes
: ; 5 i
3 p ~hidroxi~ A en esteroides,
7
bandas caracteristicas en espectro
: : 5 .
hidroxi~ N\~ no asignables a grupos

especificos,



w B0

Espectro NMR de colesterol en cloroformo deuterado.

Multiplicidad Absor®ién (cg } Cte. de acoplamiento Asignacién

(s) 0.66 e Grupo metilo
c-18

(s) 0.70 . Grupo metilo
C-19

(a) 0.90 6 c/% Grupos meti-

los unido en
Bomno a C-25

(a) 0,96 6 c/s Grupo metilo
unido a C=20

Multiplete ¥} 1702 — Protones di-

Trectamente
unido al eg=
queleto ciclo-
pentano perhie-
drofenantrenc,

(s) Ry — Proton hidroxi
licos

Danda ancha

w
~

(o)}
I
i
I

Proton secunda-~
rioc axial unido
2 hidroxi,

Linea ancha 5435 e Proton elefinico.



Asignaciones reportados para esteroles homblogos

=0

Moiriplicidad Absorcsida {}5 ) N° de H Cit=s

(a)

(a)

de acoplams

133,134

Acignacibn

0.66 <
0.80 3
0,87 3
0.93 3

e g

6=8 cps

Metilo de
C-18
Metilo de
c-19
grupos me-
tilo uvnido
a 025
Grupos me-
tilo unido
020 Grupo
metilo 3°
en ceneral:

absorcibn =

0-2 pPpile

N.S. Dhaca v DeHe. Williams "Application of NMR Spectroscopy
in organ. chem, Holden Day, San Francisco (1965).
Y, Neudert y Heo RUpPke "Steroid Spektrenatlas! Springer — Ver-
lage Berlin (1965).
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A, 2-82~ Identificacién de los esteroles por cromatografia en

capa fina,

Aa 200en] 5em eparaciin de esteroles que difieren en un doble en-~

lace aislado.
La técnica utilizada se basbé en una separacidn por
cromatografia en capa fina de silica-gel impregnada en nitrato
] 1354136
de plata reportada por R. Ikan y M, Cudzinovsky 7 para es=
teroles y estanoles,

Para tal efecto, se tomaron 5 placas de 20 x 20 cms.
de silica gel GF254 previamente activadas por 45 mimitos a 130°
C y después de enfriarlas se rocid hasta la mitad de ellas con
una solucidén de nitrato de plata -~ metandlico, preparado disol-
viendo 1 gr. de nitrato de plata en 20 ml. de metamol y luego
fueron vueltas a activar a 120° C por 30 minutos.

Las muestras que incluyeron colesterol v colestancli
patron y la mezcla de esteroles cbtenidas segén el método 2 (pég.

46 ) fueron disueltos en clorcformo y aplicadas cowuna micro-—
pipeta en una linea a 2 cms. de su base, Las placas fueron lue-

go desarrolladas en cloroformo hasta una aliura de 15 cmse y se—

cadas por exposicidn al aire por 15 mirutos,

135 R. Ikan y Cudzimovsky, Je chromat., 18, 422 {1955)s
136 R. Ikan, ibid, 17, 591 (1965).



- 60 -

Los esteroles fueron detectados rocimndo por toda
la placa con Acido sulfirico al 50¥%, seguido por calentamiento

en una estufa a 150° C por 15 minutoss. Los resultados aparecen

sefialados en ia =t goionte tablad
TABLA N° IX
Separzzibn v deteccidn de estaroles vy
estanoles parva cromatografia en capa fina.
Esteroles R _ sobre silica-gel No tratado Color con
tratado ccn.AgNOB. HpSO 50%
JdeSpués de
calentar a
1102 Cs
s % - :
1, Colesterol (patrén) 0,23 = 0,028 0428 = 0,016 Café oscuro
2. Componente (1) 0,21 % 0021 0,27 < 0,021 Café oscuro
3. Componente (2) 0,22 = 0,015 0,25 £ 0,010 Café oscuro
" -+
4, Componente (3] 0,27 = 0,019 0,24 = 0,022 Café oscuro
. I +
5. Colestanol (patrdn) 0,25 = 04028 0,28 = 0,011 Café oscuro

Los componentes (1) , (2) , v {3) corresponden a las

distintas manchas de extracto de la mezclia (2 esteroles que fuew-

»on separados,; cristalizados y purificados segfin las téonicas dege-

critas por A. 2=5.
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A, 2, 8=22— Separacidn de egteroles de compuestos brominados.

La mexzcia de esteroles fué bromada siguiendo la
técnica de D.i. Cargil¢13 » Para tal efecto, se tomd 4 placas
de 20 x 5 ems. de silica gel GF254 activado a 130° C por 45 mi-
mitos y despu®s de enfriarlo, se aplicéd colesterol patrén y la
mezcla de csivooles obtenidas segin mitodu v (page. 46) los que
fueron disueltos en clorofcrmo apiicadns con una micropipeta en
una linea a 2 cms. de su base, Jobre cada una de estas muestras,
se agregd 3 gotas de una solucidén de bromo en cloroformo al 0,1%
peso/%olumend

Los cromatogramas fueron revelados siguiende uma
técnica desarrollada por Re. Ikan v coiaboradores1389 en base al

,

uso de 4 sistemas de solventes (:azén en volumen/volumen)o

1. Dencero - acetato de etilo (2:1)
2. Benceno - acetatc de etilo (4:1)
3« DBencens - etanoi (29:0.2)

4. Denceno - etamol (19:0.4)

El experimento fué llevado & Uouperatura ambiente

v &l tiempo promedio requeridc ruwra que cada uro de los sistemas

137 D.I. Cargill, Analvst, 87, 865 (1962).

138 R. Ikan, S, Harel, J. Kashman y E.D. Bergmann, J. Chromat.,
14, 504 (1964).
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alcanzara una distaucin de aproximadamente 12 cig. fud de 90
mirutos.

Posteriormente las placas fueron calentadas a 120°
por 15 mimutos: los productos brominados aparecen como gotas
verdes, en tanto que los produc’os no brominadcs aparccen con
un leve tinte amarillento, sensibles ambas manchas al ultravio-

ieta, {Tabls % 10, .p8gs 65):

Aes 3-13— Separacibn de écidug_gyasoSQ

Los lipi@o§ saponificables provenientes de la eta—
pa A 2-5 (100 mi) (pég.ty; ) v 12 fraccidn aé:osa {110 wl) ob~
tenida de la saponificacién {mitodo IT phg. 45 ) fusron coloca—
dos en un balén de 500 ml. y ne: ralizados con HC1 dilufdo (10%).
La soluciébn fué luego dividida en 2 fracciones de igual volumen:
a) En la primera de ellas, se agregd 150 ml, de éter de petrsd-

leo 60° ~ 70° v se agitd en un embudo de decantacidns Se
dejé en raposo por 24 horas, posteriormente fué filtrada y el
extracto etéreo (130 ml,) fué separado y concentrado hasta 10
ml. Una parte del concentrado fué analizado por GLC (Tabla N°©
12). La mezcla de &cidos grasos fué purif’ cada v separada se=

1
giin el método de D.C. Fillerup v JeMe Mead 39. Panra tal efecto,

se utilizé 8 g. de &cido silfcico Merck para columna y se empa=-
139 D.L. Fillerup y JeFs Mead, Prod. Soc. Expor. DCiol. Med., 83
574 (1953).
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cbd en un tubo de 2 cms. de didmetro y 7ccms. de altura y se

eluyd con los siguientes sistemas de =zolventes,

ADLA N° X

Separacién cromatogeiéfica de &cidos

qrasos.

Eluyente Eluato recogido (ml)
1} Eter de petrdlec/Ster ($9:1) 20
2) Eter de petrdleo/éter (96:4) 20
3) Gter de petrédleo/éter (90:10) 15
4) Eter de petréleo/&ter (1:1} 15
5) Eter de petrdleo/éter (1:3) 15

Las fracciones obtenidas, fueron concentradas has-
ta 3 ml., y aplicadas sobre una placa cromatogrifica de 20 x 5

cms, silica - gel GF,.. , conjuatamente con colesterol standard

254

(00001 g/5 mle de metanol) y desarrollado en una mezcla de &ter
140

de petréleo (60 - 70°) ~&ter absoluto - Acido acético (90:10:1)

El cromatograma fué revelado rociando la placa con

dicromato de potasio/acida sulfirico (0,05 gfﬁO ace ) Yy poste-

140 Ref, 93, plg. 382,
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rior calentamiento a 110° C por 15 min. El resultado se mies-—

tra en la figqura 7.

Las fracciones {4) fué concentrada a seguedad y
el r22iduc aceitozo ohitanide Puf esterificado segiin el proca~—
141
dimiento de L.Y. Metealfe » para la identificacidn de los &~

cidoz grasos von mromatografia ¢aseosa.

b) La segunda fracciAn fué +ratada con 50 ml, de &ter. Des~
pués de concentrar a sequedad, el residuc aceitoso (8,2 g.)
fué esterificado, sigulendo el procedimienio ya sefialado, para
posterior andlisie por cromatografia de gases {Tabla N° X%).
Las fracciomnes de 1a columna, fueron detectadas
utilizando el test de Lisberman-Burchard que resultd ser po-

sitivo para las fracciones 1, 3 v 4.

141 DeA. Metcalfe, A,A, Schmitz y ReJe Pelk, Anal, Chem., 38,
514 (1966).
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TARLA MOTXI.

i . et

An&lisis por ~wonatografia de gases de Acidos
grasos de Phymactis clematis (variedad roja)

Acido

No identificado
Miristice
Miristoleico
Pentadacanoico
No identificado
Palmitico
Palmitoleico
eptadecanoico
?
Esteériéo
Oleico
Linoleico
Eicosancico

Decmosanoico

Composicidn

Extracto en
ster de petrdleo

Extracto en
ter absoluto.

aQ &6 a & c oa a G

Q2

Q

1620

1631

i

18 ramific,
1820

1821

1832

2022

22

?

9451
7425
1494
2,07
2,15
18,57
1,77
4950
0,67
3492
7497

PP,

29,71

7449
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A, 4-12~ Determinacidn de lipidos.

4o 14 1o Humedad

Se determina por duplicado y por desecacibén en es—
tufa del material himedo a 105° C por 10 hrs. hasta peso cons—

tante de las miestras.

2 142
4. 1. 2, MéEtodo de E«Ge. Bligh y We. Dyer

La determinacién de lipidos totales se hizo utili-
zando la técnica de E.G. Bligh y W.J. Dyer; para ello se proce=
saron por separado 8,88 y ?,51 Je respéctivamente de actinias
(rojas) congeladas; las especies hfimedas se cortaron finamente
con un bisturd y se homogenizaron en una juguera por 5 mimitos
con una mezcla de cloroformo, metanol y agua en la proporcidn

seﬁaléda por la tabla N° 12,

TABLA N° XTT

Extraccidn de 1lipidos de P, clematis

por mezclas ternarias de CHGl3 ~ MeOH - H2O

Peso mestra (g) Cloroformo (ml) Metanol (ml) HO dest. (m1)

8,88 17,8 18 8,9
T 5 - 15 745

142 E.G. Bligh y W.J. Dyer, Cans J. Biochem. Physiol., 37, 911
(1959).
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La mezcla homogeneizada se £iltréd a través de un
papel filtro Whatman N° 1 colocado en un embudo Buchner y bajo
vaclo. Desp.is de aproximadamente 2 horas los filtrados fueron
transferidos a una piobeta graduzda de 100 mls por separado vy
se deid por 48 horas mara permitir total separacidn de los in-
terfaces., Se anoté el volumen de las capas cloroférmicas, eli-
minindose posteriormente la capa metandiica acuosae

De los ex'ractos cloroférmicos se extrajeron las
alicuotas anotadas en la Tabla 13 siguféndose posteriormente
el mismo procedimiento para el cdlculo de lipidos totales se-

flalados por loc autores del método.

TABLA N° Xpre

i

Determinacibén cuantitativa de
lipidos totales en P. clematis.

Peso de lipido V1l. capa Vol. de Gramos de lipidos

en alfcuota (g) cloroférmica alfcuota extraido de P. cle-
matis por cada 100
g, de tejido hfimedo.

0,039 7,0 2,5 142
0,067 4,8 3,0 1,44
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Famusidn v conflusiones e

Los estudios biciégicos de las actinias chilenas

- . 143,144 ol
se conocen <asde hace poco tiempo no obstante, la ta-

s

xornomia de la especie Phymactig clematis ha quedado aclarada
143,144

en base a los estudios realizados por D. Carter en 1964,

En Chile ce han descrito principalmenic 3 varie-—
dade=z, basadas exciusivamente exn diferenciasz cromﬁticas143?144.
La subsiguizute discusibén se basa en estudios realizados en Pe
clematis variedad oja.

Los resultados obienilos en el presente trabajo,
ha permitido concluir que el es*arol predominante en P. clema~
tis es colesteroi,

Es importante hacer noaar que este no es el finico
esterol presente, tamnién se encuentran a lc mernos 2 compuestos
homblogos C 57 que fueron detectados por cromatografia en capa
fina y rromatografia gas-liquido. Para identificar estos cste-
les menores seria necesario utilizar cromatografia gas-liquido

preparativa en combinacién con espectrometria de masa y €l uso

de los patrones vy colummas adecuadas, como lo han demostrado

143 D. Carter, Revs Diol. Marina (Valp., Chile), 12, 129 (1965)
144 D. Carter, Actinias Chilenas, Tésis. Facultad de Filosofia
y Educacién, Universidad de Chile (1964).
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las investigaciones descritas en la primera parte de este tra—-
bajos

Del. anAlis

sis por cromatografia en capa fina, es

posible asignar taniztivamente que uno de log compuestos meno-—

res que acounpafia a colesterol, es su par critico,

L .

segin puede apreciarse de los datos desc

experimentalimente utilizando los paitrgnes respectives.

Valores de R de esteroles y es
ot .
por cromatograffia em capa fina,

tanoles

colestanol,

itos de 1l4s obtenidos

Esterol Rf sobre silica~gel Color con ﬂ2504 al 50%
después calentar a 710°

Tratado con No tratado Silica~gel con Silica-gel
AgNO3 AgiD traitado

Colesterali 0e23 Qz25 negro violeta

Colestexol g 0n2s E 0.016 0.28 E 0.016  negro violeta

Componente T 0.21 = 0.021 0,27 = 0,021 negro violeta

Coles_anol 0e 26 i 025 - café café

Colestarnol §_Q.29 = 0,028 0,23 =+ 0,011 café oscuro café oscuro

Componente 3% 0,27 % 0.019 0,24 % 0.022 café oscuro café oscuro

L85 136

¥ Valor reportado =

3t Compuesto standard

§ Nombre asignado a uno de los componentes esteroidales de la

mezcla de P. clematise
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TABLA N° XV

Valores de Rf de estanoles y esteroles

brominados ¢ sistemas de solventes.

Esteroles 1 2 3 4
Silica=-gel silica—-gel silica-gel silica~-gel
G G &= GF
254 254 254 254
¥*
Colesterol 0.81 070 0631 044
¥ + +, +
Colesterol 0e81 —~ 04020 0,75 = 0,012 0,31 =10.017 0.75 = 0.026
Componente 1 0.80 0,014 0,73 = 0.026 0.32 ¥ 0,021 0.75 % 0.026
*
Colestanol 0062 0.60 0.19 0.27
R + + + +
Colestanol 0070 - 0:.022 0,62 = 0,011 0.20 - 0,019 0.45 =~ 0,012
Componente 30  0.80 * 0.014 0.73 % 0,026 0.32 * 0,021 0.75 % 0.012

Los valores resefiados en la Takla 14 han puesto de ma-
nifiesto el éxito del método de separacibén de colesterol y su co=-
rrespondiexnte estanocl cuyo valur de Rf en placas de silica—~gel es

137

casi idéntico .

Este método ha sido aplicado extensamente para la se-
paracién de triterpencs tetraciclicos, de Acidos grasos, oféfinas,
ciclicas, hidrocarburos sesquiterpénicos135 y otros pares criticos

que comprenden esteroles y estanoles con notable &xito.
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La Tabla 15 se basa en el hegho que la mezcla de
esteroles al ser brominada, deja inalterado los estanoles (es-—
teroles saturados) pudiéndose separar aquéllos esteroles insa-
turados; sin enbarg>. en el presente trabajo se obtuvo valores
para el componernte 3 no coincidentes con los valores dados por
el compuesto patrém.

Al respecto dos razones podrian ser el causal de
esta ro coincidenciat por un lado 1a proporcidn de colestanol
en la mezcla de esteroles, lc que hace que el método pierda sen=
sibilidad y por otro, la posible existencia de alguna otra insa-

turacién en la cadena 02 s 10 qu= no pudo ser apreciada ni por

0
cromatografia ni como veremos posteriormente por los métodos es—~

pectroscédpicos, de ahl que colesianwol pudiera no ser el esterol

saturado presente, sino algumo otro de tipo C,._ o 02

28 9*
Daséndose en los trabajos reportados en esteroles

63,87,490,75 5

de celenterados en algunas especies de familias

. s ' . 63
cercanamente relacionadas a Phymactis clematis 3§ a los ensa=

yos realizados por cromatografia en capa fina para detectar
enlaces dobles, en la ausencia de absorcibén en la regibén por
debajo de 160 «wzﬁa Y en el I.R. la ninguna absorcidén a 1637
y 885 cmh1; bandos caracteristicos de metilcros terminales en

z 14 2
esteroles insaturados en la cadena 0205, es :posible descartar

145 D¢Re Idler b UHoM, FaQETlul']d, e AT Chemn SOC:, _7_9', 1988
(1957«
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146 a.b
ey P 7 srrnrees on G 4 5

la presencia de estoronlss fant e
) 3 L] d.rq

las band@s IR no son un rasgo deterwinante de la existencia de
insaturaciones en la cadena lateral para esteroides.
De los wvalores de rotaciédn 6ptica

y del P, de F. de la mezcla del crudo (P.F. = 138-140°), (Coles~
terol P.de F. 149°) solo fué posible inferir de
acuerdo al andlisis de VW, Bergmann63 la existencia de esteroles

ya que el moderado valor levorotatorio de --25 a -45° es
tipica de esteroles con un doble enlacs en la posicién 5,63
sin embargo, la carencia de datos de valores rotacién éptica
vy P. de F:« de a lo menos 4 derivadosGB'BB, para establecer una
correlacibn estructural hace que esta tiltima aseveracién sea
poco segura.

La utilizacién en este trabajo de cromatografia

gas~lfiquido, tuvo relativamente poco transcendencia debido a
la carencia de estercles patrones v uso de una columna silini-
zada demasiado polar (para lo cual debia emplearse la mezcla
silinizada) para los derivados utilizados, como es la fase 11—
quida 0V-17 3%, que si bien es cilerto ha probado ser de gran
utilidad en mezcla esteroidales tipo corticoides147'148 v usada
con éxito en separacién de estercles de algunos invertebrados
inferiores, ligeramente modificados71’73, en este trabajo no fué

posible lograr separacién adecuada, resultando sefiales poco nf-

tidas v con tiempos de retencién entre uno y otro compues -
146 a U.H.M. Fagerlurd y D.R. Idler, J. Org. Chem., 21, 372 (1956).
146 b  H.J. Cahnmann, J. Orge Chem., 21, 1412 (1956).

147 H.M. Mc, Nair y E.J. Bonelli, Basic Gas Chromatography Varian
(1967).
148 K. Hammarstrand "Gas Chromatographic Analysis of Steroids!

Varian Aerograph (1967).
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to, demasiado pequetios.

Excelentes reszcluciones se han logrado actualmen—
te, mediante el uso de mezclas de fases liquidos tales como 3%
XE~60 y 3% NG3 (1:1) empacados sobre 100/120 mesh gas chrom.
2>,

Segin lo anterior, solo es posible asegurar la
présencia de colesterol y probablemente colestamol, el resto
de las sefiales 1o pueden ser adjudicadas por las razeones ya
citadas, pudiéndose inferior que la mayoria de las scfiales pe=
qi.eflas pertenecen a esteroles componentes de las mezclas que
se encuentran en minima proporcidn,

El espectro I.R. de la mezcla de esteroles mues-
tra coincidencia fundamentalmente con colesterol. En &1 apa-
recen también seflaladas las barlas mis importantes131, para
colesterol (1020 cmf1) vy para colestanoll(1050 cmf1).

Del espectro NMR no es posible deducir informa-
“‘cién adiciomal de la mezcla, de esteroles libres, excepto la
presencia de colesféfol, debido a la multiplicidad obsérvéda

encre 0-6 y 2-4 me-



-~ T

Be Lipidos vy Acidos Grasos.

El % de humedad obtenida en P. clematis (81.4%)
hizo posible la aplicacién del mé&todo de E.G. Blight y Dyer
en forma directa. De esta determinacidn fué posible concluir
que existe un 6,3 g. de 1{pidos/100 g. .de animal seco-

Este alto contenido 1lipfdico es concordante ron
los valores obtenidos ror W. Bergmann en anémonas de mar,
quien ha demrstrado que en algunas especies el % de 1lipidos
representa 1 /3 del peso total del animal seco89, La acumila-
cién de lipidos probablemente Juega un importante rol én el

89,149

mecanismo alimenticio del animal + ¥V se cree estd direc-

tamente relacionado del bajo contenido de carbohidratossg-
Por otro lado; los mecanismos recproductivos, habitat, dieta,
temperatura del medio ambiente89 y fecha de recoleccidén de la
rmiestra son causales de profundas variaciones en el contenido
de lipidos del animal149.

El anflisis de los lipidos, basado en cromatogra-—
ffa en columna, capa fina y gaseosa, ha demostrado en Phymac-

tis clematis 1la presencia de &steres de esteroles, esteroles,

tiiglicéridos, fosfolipidos, ceras y Akidos grasos.
La separacién de la mezcla de estos tltimos, se

hizo siguiendo dos caminos distintos (Tabla N° 11).

149 W. Bergmamn y R.A. Landowne, J. Org. Chem., 23, 1241 (1958),
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a) Extraccién con &:ier de petréleo del material saponificado
y posterirr purificacidn por cromatografia en columna,
b} Extraccidén dirvecta del material saponificads con éter ab--

sCiuto.

EL método a) consistld en un procesamienco de pusw
rificacidan previc de la mezcoa dz2 los 8cidos, en un solvente
poco polar; el métode H) siguid el wratamiento €lésico de ex~
traccién de &Acidos grasos y cosw una forma de comperar La in-
fluencia de un solvenve de wayes polaridad en la extraccidn.

La separacidn de los 8cidos grasos fué hecha por

L

romatografia gaseosa de los €steves metiliicos de los &cidos

i
rasos, aplicando el método do L.De Metcalfe ' s para contro-
gr 9 5 b

Lar la respuesta del detector « identificar los 4cidos ge in-

trodujo mezclas patrones, siendo necesario ia introduccidn de

i)

lgunos parrones de aceite de raps (vaviedad Regina)e

Del andiisiz de la tabla N° 17 se aprecia que la
fraccidn menos poliar, existe pvedominio de 4 &cidos de Ac. Lo-
cosanoico (29,71 %), &cidos palmftico (18,57 %), &cidos palui-
toleico (11,77 %) y un Acido no identificzdo de 12 C (9.31 %).
Es muy posible que este tiltimo tenga su origen en la degrada-
cibén de otros 4cidos, no obstaute, su identificacién no fué

lograda por carecer de patwones de bajo peso moleculars
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Diferencias no muy significativas se aprecian en
el extracto etéreo, cn donde la composicidn porcentual de los
&cidos proporcionalmente se mantieps v aunque el &cido doco- _
sanoice digsminaye ceci en nn 33% y aumenta en el doble el con-
tenido de &cido oleico (18,80} se mamiiene la alta proporcién
de Acido palmftico (23,26 %) v &cido palmitoleico (9,97 %).
Cabe destacay ademids la presenzia de Acldos grasos impares des—
de C

15 a v 17 que unque se wucdentren en pequeila cantidad came

vién constituyen una caracteristica de los aceites de origen
) . " ] A : o :
marino o LO mism> la presencia de &cido paimitoieico. Deg=

de el punzo de vistia bioquimico no parece razonable esgperaw

<

ariaciones de esta indole, funasmentalmente porgus= las espe-
vieg fueron colectadas en la misna Epoca y pertenecei a wi mis—
mo habitat, de manera que las - ariaclones observadis e la come

posicién de los Acidos se basan s8lo en el distinto método de

. s che Ay
extraccidn ¥ purificacibn ~ .

Trabajos de W. Dergmann utilizando cromatografia
en columna y capa fina para la determinacién de ceras y tri-
gliclrides de aigumos andmonas non demostrado la existencia de
un alto contenido de Acido miristico, &cido vralmitico y de nez-

clas de &cido insaturados CQO a 0220 Sin enbargo, sus estu-—

150 M. Alonso Sanz, "Estudic de los lipidos extraidos del piu=~
re y macha%, Departamento Dromatologia (Tesis) Facultad de

Quinics v Fariac.a, Universidad de Chile (197GY,
151 L. Mason: Comubicacién personal.
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dios no resultaron ser demasiado representativos para el filum
celenterado v antecoierntes reciente no se hen reportado.

La piresercia de fosfolfpidos en P. clematis, e8lo
ful inferids ror cromatografia en placa fina segfin trabajos de
BRI Sl o G heo "

Es Stahl vy Dals Fillerup y uwtilizando para el revelado

150

Reactivo da Dragendorff /revzladora de bases de amonio cua=

termario)e Mo cbotante, la aisencia de patrones de 20sfolfipi-

dos nitrogenadoes hace aue esta ditima zmseveracidn sea Dpoco se-

gura, a pesar de que ia fraccitn 5 es coincidentz con los valo-
/ s 150

res de Rf {0.62) reportado ™ .

IL,a presencia de esfingomielina v de plazmalbgeno
como componentss principales de fogfolipidos de anfmonas de mar,

ha demostrado la existencia d» Lipidos polares en estos celente—

rados.
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500 ml. conc. @-Benceno{-—l-ﬁctinias liofilizadas (900 grs.)l

100 ml. (8.5 crudo) HcéJqdest.
ARASE T RRIIOIFIITBRI Y. ;‘}' .. ? < - e Tt IUEATER.L DANINEN
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20 ml. concCe.
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&
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El siguiente suplements carresponds a una
completacién de este trabajo por GIC y MS desarrollado en el
Laboratorio de Investigacién de Ciencias Harinas (Memorial Uni-
versity of Newfrundland) Canad4, por los Dres. L.R. Idler y B.

Atkinson y enviado para publicacién en Comp. Biochem. Physiol.
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Abstract

=L

The red variety of Phymactis clematis (Drayton) was examined for

its sterol and fatty acid content,

Of the 14 sterols found, cholesterol, as confirmed by GC/MS, pre-
dominated, constituting 89% of the total sterols.

Palmitic acid (C 16:0) was the major fatty acid comprising 23%
of the total fatty acids.



INTRODUCTION

SEEETEEEEEEES

Recent studies of marine organisms have shown that within a
given phylum there may exist some biogenetic relationships (Block,
1974). 1In the Phylum Coelenterata the limited work to date does not
yet allow any definite biogenetic or chemotaxanomic conclusions to be
drawn although some trends are noticable with respect to structural
variation among the sterols present.

Approximately 200 species of coelenterates are present along
the Chilean coast but very little is known about their biology or che-
mistry (Carter, 1964)0 Among these, Phymactis is a well represented

Germs containing about 20 species. Phymactis clematis (Drayton) (red

var.), one of a mumber of sub-species tentatively classified on the
basic of their color difference, was examined for sterol and fatty acid
content in this preliminary work. A complete examination of this spe~
cies will perhaps allow sub-species classification on a more definite

basise.

The red variety of Phymactis clematis (Drayton) was collected

in May, 1972 in Las Cruces, on the coast near Santiago, Chile. The sam-
ples were kept frozen until processed.

Lipid was extracted from a composite sample weighing 1600 g
according to the method of Bligh and Dyer (1959). Saponification and se=-
paration of the ¢rude sterol mixture were performed in the usual manner
and total sterol was estimated from the weight of the sterol digitonide
(Idler and Wiseman, 1971). Saponifiable lipids were acidified, extrac-
ted with ether and separated and purified according to the method of

Fillerup and Mead (1953).



Methyl esters of the fatty acids were prepared by the method
of Metcalfe et al. (1966) and were analysed in a Hewlett-Packard 5750
GLC equipped with an electronic integrator. A 6' (0.3 mm I.D.) copper
column of 3% EGS + 7% HDS (1:1) on Chromsorb W, 60~80 mesh was used.
Operating conditions were as follows: inlet 220 C, column 260 C, detec-
tor (F.X.D.) 220 C; nitrogen 40 ml/min, hydrogen 40 ml/min, air 600 ml/min.

The presence of waxes, sterols of esters and phospholipids was
determined according to Sthal (1969) by comparision with authentic sam-
ples.

Two systems were used in the preliminary examination of the
crude sterol mixture: preparation and detertion of brominated sterols
was carried out according to the method of Cargill (1962); spotted TLC
plates (silica gel GF 254, activated 45 min. at 130 C) were sprayed with
~a methanolic solution of silver nitrate (AgND3) as described by Ikan
et al, (1965). iIf+iraviolet spectrophotometry was carried out using
a Cary-17 Ultraviolet-Visible Spectrophotometer in order to determine

5,7

if any sterols were present.

Two systems were used in the GLC analysis of the sterol mixture.
In each case analysis was done on a Packard Model 801 GLC. The free
sterols were analysed usirg a 6% glass column (3 mm I.D.) packed with
3% OV-17 on Gas Chrom Q, 100-120 mesh. Operating conditions were as fo-
llows: inlet 253 C, column 235 C, detector (F.I.D.) 256 C; nitrogen 30
ml/min. , hydrogen 50 ml/min, air 600 ml/min, Trimethyl silyl ether de~
rivatives were separated on a 12' glass column (4 mm I.D.) of 3% XE-60 +
3% NGS (1:1) on Gas Chrom Q, 100-120 mesh. Operating conditions were as
follows: inlet 243 C, column 212 C, detector (F.I.D.) 246 C; nitrogen
90 ml/min, hydrogen 50 ml/min, air 500 ml/min.



Minor sterols were detected ty overloading the column so that
the major components caused an off—écale deflection of the recorder pen.
The unknown sterols were tentatively identified by comparigion of their
relative retention times (cholestane = 1.00) with those of known stan-
dards.

The major sterol present in the mixture was more conclusively
identified by GCAMS (Varian Mat III).

In order to determine if cholestanol was present along with
cholesterol, acetates of the sterol mixture were prepared and separa-
teq on AgNDB/TLC according to the method of Idler and Safe (1972). The
cholesterol and cholestanol bands were eluted separately and run as the

acetates on 3% OV-17 (operating conditions as above).

RESULTS

The variety of P. clematis examined was found to contain, based
on wet weight, 81.4% moisture, 1.3% total lipid, 0.31% unsaponifiable li-
pid and 0.12% sterols.

Fatty acid analysis revealed the following: duodecanoic (C 12:0)
7.5%, myristic (C 14:0) 8.5%, myfistoleic (€ 14:1) 3.2%, pentadecinoic
(c 15:2) 2.8%, palmitic (C 16:0) 23.3%, palmitoleic (C 16:1) 10.0%, hep-
tadecanoic (C 17:0) 1.0%, stearic (C 18:0) 7.5%, oleic (C 18:1) 18.8%,
linoleic (C 18:2) 0.2% eicosancic, (C 20:1) 6.4% and docosanoic (C 22.2)
9.9%. Waxes, sterols of esters and phospholipids were shown to be present.

The bromination test and the TLC-methanolic AgNO, spray test both

3

revealed the presence of a major sterol, tentatively identified



as cholestero, along with twe unkrowns. Ultraviolet specctreophotometry
did not reveal the presence of any 2y sterols.

Both GLC systems indicated the presence of a major sterol, again
tentatively identified as cholesterol, along with rumerous minor components.
In summary, the sterol§ tentatively identified on the two systems were:
22-trans—-24-norcholesta-5,22-3 -ol, 0,5%; cis-22-dehydrocholesterol, 0.2%
trans—-22-dehydrocholesterol, 3.0%; cholesterol, 89.2%; brassicasterol,

2.4%; desmosterol; 0.2%; 22,23 -dihydrobrassicasterol, trace %; 24-methy-
lene cholesterol, 3.8%; -sitosterol, 0.2%; fucosterol, trace %; 28-iso-
fucosterol, 0.1%; unknown 1, trace¥; unknown 2, 0.1% and unknown 3, 0.1%
Figure 1 shows the GLC results for the two systems. Acetate separation
of the sterol mixture indicated that the cholesterol peak obtained via
GLC contained 0.36% cholestanol.

Gﬂ/ﬁs of the predominant sterol revealed a parent ion at m/é
386 plus other peaks at 371 M—CHB ; 368 M-H0 ahn M-(CH3+H20 :
301; 273 M-side chain ; 255 M-(Side chain + HO 5 247; 231 M-

(side chain and part of the ring D + H and 213 thus confirming its iden-

tity as cholesterol (Knights, 1967).

DISCUSSION

e

The total lipid content of P. clematis (red var.) is similar
to concentrations found in other marine organisms (BergmannAgE.gi., 1956).
The sterol content of this organisms is consistent with that found in many
other coelenterates, with a diversity of :structure ranging from C_,, to C

27 30
sterols but with cholesterol predominating (Austin, 1970).



Whether the sterol and fatty acid composition elucidated in
this study is stable and specific for this particular variety of P.
clematis alone or whether it is common throughout the different varie-
ties of the species is as yet unknown. Further suudies on this species

will answer these questions and yield potentially valuable taxonomic

information.
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Figure 1.

Separation of the sterols of Phymactis clematis by GLC.

A. 3% OV-17. B. 3% XE~60 + 3% NGS (1:1). 1. 22~trans-
24~cholesta~5,22-3- {3 -0l 2. cig=22-dehydrocholesterol

3. trans—22-dehydrécholesterol 4, cholesterol, 5. brassi-
casterol 6. desmosterol 7. 24-methylene cholesterol 8., 22,23~
dihydrobrassicasterol 9. urknown #1 10, [3 -sitosterol 11, fu-

costerol 12, 28-isofucosterol 13. urnknown #2 14, unknown #3.
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