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A raiz del establecimiento de la. --
estructura de las Prostaglandinas por S. Bergstrom en el afio

de 1956, el incremento de las investigaciones sobre las accig

nes bioldgicas de estos compuestos fue espectacular.

8in embargo, la poca disponibilidad
de Prostaglandinas para estudios farmacoldgicos, debido a las’
pequeiias cantidades que se podian extraer de organismos te--
rrestres, limitaba en cierto grado el descubrimiento de todas

sus posibles aplicaciones como farmicos.

El campo de la sintesis quimica ha
ayudado en mucho a los estudios farmacolégicos de las Prosta-
glandinas, pu=ssto que hasta 1978 se han desarrollado por lo -

‘menos diez sintesis totales de Prostaglandinas con esquemas -
totalmente difefentes, que han proporcionado mayores cantida-

des para todo tipo de estudios.

En 1970 fue informado el descubri--
miento de Prostaglandinas en un coral suave llamado PLEXAURA
homomalla, en concentraciones suficientes como para pensar --

que pudiera ser un recurso natural explotable.

El objetivo de la presente tesis --
fue ‘el estudio de métodos de extraccidén, técnicas de identifi
cacibn y cuantificacifn, en muestras de diferentes sitios del
Caribe Mexicano, asi como la transformacién quimica a otras -

Prostaglandinas.



HISTORIA
DE LAS
PROSTAGLANDINAS



lLas Prostaglandinas son sustancias
con propiedades dcidas y solubles en lipidos, capaces de ejer-
cer una gran diversidad de efectos farmacolfgicos sobre dife--

rentes estructuras y.funciones del organismo humano.

El primer coﬁtacto con las Prosta--
slandinas se debe a Kurzrok y Lieb (1) en el afio de 1930, cuan_
do publica que el semen humano tiene un efecto estimulante so-
bre las fibras aisladas del misculo uterino; los autores inter-
pretaron el fenémeno como un efecto de la Acetilcolina y el ha--
1lazgo despertd considerable interéé, aun cuando los experimen-
tos quedaron interrumpidos. En 1933, sin embargo, M.W. Gold--
blatt (2), al parecer desconociendo las investigaciones anterio
res, hizo cn Inglaterra una breve descripcién de un doble efec-
to del fluido seminal humano: la estimulacién de la musculatura
lisa y el descenso de la presidn arterial. De los resultados de
sus cxperimentos, concluyd que el principio activo diferia de -

otras sustancias conocidas con efectos similares.

Sin tener conocimiento de estas ob-
servaciones U.S. von Euler (3}, emprendié en 1934 estudios con
¢l mismo material y comprobd que el fluido seminal ejercia un -
intenso efecto biolfgico sobre los 6rganos aislados y sobre la
tensién arterial del conejo. A este estudio les habia impulsa-
do el descubrimiento anterior de un efecto adrenalinico en ex-

tractos de glindula prostdtica, de algunos animales.
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Dos hallazgos abrieron el éamins -

ssclarecer la quimica y la biologia del principio activo.

rimero de elios fue la observacidn de que en las gldndulas
siculares del carnero existian cantidades relativamente gran-
ses de la sustancia. El hallazgo fue afortunado, ya que la ma--
yoria de los demds animales domésticos parecian carecer de la -
sustancia o poseerla en cantidades minimas. Gracias a que se --
pudo obtener una cantidad necesaria de glindulas, se procedid a

la extraccién que proporciond el material para otros estudios.

El segundo descubrimiento de interés,
fue el hecho de que el principio activo se comportara como un =--
dcido liposoluble que formaba con facilidad sales hidrogolu ~---
bles. Ello significaba que el material podia purificarse con re-
lativa facilidad y separarse de una serie de sustancias contami-

‘nantes como aminas y péptidos.

Una Veerstablecido que ‘el compuesto
activo era un dcido liposoluble suficientemente puro para su em-
pleo en pruebas fisioldgicas y para la caracterizacidén de sus --
efectos, se decidié bautizarlo con la denominacién de PROSTA--
GLANDINA. El1 nombre permitia diferenciavlo de otro #Acido lipo--

soluble similar, aunque no idéntico, llamado Vesiglandina.

En 1939 se sospechaba que el "dcido -
graso', era un compuesto insaturado; 'y su escasa solubilidad en

8ter de petrdleo era un nuevo indicio de que se trataba de un -~



compuesto hidroxilado. En vista de las dificultades para dilu-
cidar su naturaleza quimica en ese tiempo, todo ei material --
disponible fue reunido por S. Bergstrom (4) quien en 1956, no
s6lo consiguid aislar las sustancias activas, sino que con_ téc-
nicas mas‘avanzadas, descubrid su insdlita composicidén quimica
en 1962; mostrando que en realidad eran compuestos muy Semejan-
tes a los &cidos grasos y todos derivados del compuesto padre -

llamado Acido Prostanoico. Esquema I.

Qﬁedaba abierto entonces, el camino -
para el estudio de una serie de éustancias, que desde 1960 han -
constituido la base para investigaéioneé de amplia repercusidn
en los campos quimico, fisiovldégico, bioquimico, patoldgico, --

farmacolégico y terap@utico.

Todas las Prostaglandinas resultaron
ser hidroxiécidos insaturados, con un anillo de cinco miembros,
én un esqueleto de 20 éfomos-dé carbono. De esta manera se es--
tablecid que las Prostaglandinas naturales podrian clasificarse

‘en dos familias principales: Primarias y Secundarias.

PGE y: PGF pertenecen a las primarias,
asi como PGA y PGB pertenecen a las secundarias. Los rasgos es--
tructurales que diferencian a estas familias se ilustran en el

Esquema I1I.

Las Prostaglandinas de las series 1,
2.y'3 tienen 1, 2 y 3 dobles enlaces respecfivamente con la po--

sicidén y estereoquimica irdicada. Esquema III.



‘Las Prostaglandinas de la serie |
(E1, F,, A], BT)’ poseen una doble ligadura trans en la posi--
cién 13 - 14,

Las de la serie 2 (Ez, FZ’ A2 v BZ),
poseen ademis un doble enlate cis en la posicidén § - 6.

Las de la serie 3 (ES’ F3 v 33), --

tienen una doble ligadura, adicional, cis en la posicidn 17 -18.
Todas las Prostaglandinas naturales -

ﬁ§§§?“ un grupo hidroxilo en la posicién 15.

ESQUEMA I

.
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En la segunda mitad de la década de
los sesenta, cuando la disp&nibilidad de las Prostaglandinas -
era aun extremadamente pequeiia, 10s invertebrados marinos in--
feriores podian haber sido considerados como un recurso prome-
tedor en la bGsqueda de fuentes adicionales de éstos compues--
tos tipicamente mamiferos.

Weinheimer ySpraggins (5), de lar-
Universidad de Oklahoma, hicieron estudios sobre u; grupo de -
éstos invertebrados marinos, conocidos como Gorgdnidos, y nota
ron la presencia de terpenoides y otros compuestos de la frac-
cién lipidica y en 1969 informaron sobre la existencia de gran
des cantidades de Prostaglandina y algunos de sus derivados en
la Plexaura homomalla Esper; colectados en las costas de Flori
da. Estos corales contenian una concentracién de hasta 1.5 % -
en peso seco.

La Prostaglandina que obtuvieron, -
desafortunadamente, era una Prostaglandinz secundaria, la PGA2
y con uno de los centros asim&tricos cambiado, es decir en la
PGA2 de mamiferos, la configutracién absoluta en el carbono 15
es (S), mientras que la encontrada en esos corales fue (R). --
Esto significa un descenso en la actividad fisiolégica en el -
organismo con respecto a la'ProstaglandinaVnatural.

Poco tiempo después, en estudios --

realizados en Bahamas y Gran Caimidn en 1972, se encontraron --



Prostaglandinas activas, con la configuracidn 15 (S).

Debido a que los corales blandos --
{Plexaura homomalla) que contenian Prostaglandinas, fueron en-
contrados en F}orida en el Mar Caribe, la Facultad de Quimica
de 1la U.N.A.M. realizd estudios preliminares, con el objeto de
saber si existia esta especie en las costas mexicanas del Cari
be. Estos estudios resultaron positivos, lo que did origen a -

la investigacidn tema de ésta tesis.
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Uno de los principales objetivos --
del presente trabajo fue el de establecer si los corales del -

Caribe Mexicano contenian Prostaglandinas en las cantidades in
formadas para los corales de otras zonas del Caribe; la deter-
minacién de la estereoquimica del carbono 15 y por lo tanto, -
conocer el tipo o variedad de coral Plexaura homomalla produc-
toras de Prostaglandina 15 (R) o 15 (8); asi como una estima--

" ¢idén de 1a pe:blacidn de corales para estudios de cosecha.

Como no es posible realizar dentro
del mar la determinacidén de la variedad de coral con que se --
cuenta, es necesario trasladar las muestras al laboratorio y -
realizar procesos de extraccion e identificacién de la Prosta-

glandina presente.

Existen dos métodos informados (6),
para determinar cual isGmero de la PGA, se tiene.

El mds sencillo consiste en hacer -
una extraccidén (ver Parte Experimental) del coral, aplicar pe-
queiias muestras deél extracto en placas de Gel de Silice CCF;-
254) y desarrollar éstas en el sistema denominado_A-IX'(AcOH,Q
AcOEt, 2,2,4 Trimetilpentano, Agua) (7); la observacidén de la
placa revelada indica cudl isémero se tiene, siendo el menos -

polar el isdémero 15 (R).

Para realizar é€sta determinacidn, -

es necesario contar con muestras auténticas de los dos isOme--



ros Jde PGAL.

La identificacién por &ste métode -
resulta dificil, si la variedad de coral tiene mezclas de Pros
taglandinas, ya que la diferencia de polaridad entre ellas es
muy peqgueia.

Fxiste otro método que consiste en-
la medida de la rotacidw de la luz polarizada (Polarvimetria),-
Ta cual es una constante fisica para las sustancias dpticamen-
te activas. La P(;A2 15 (8), tiene una votacidn especifica de -
[+] = +131 y la PGA, 15 (R) de Bﬂ'= + 117, Esquema V. La cer

d 2 d .
cania del valor de éstas constantes f{isicas, evita que ésta me
dida sea segura para la determinacién de la configuracidn en -
el carbono 15, pues pecquefias impurczas provocan grandes coam---

bios en el poder rotatorio.

Si se realiza la transformacidn de

PGA, a PGB, por medio de un tratamicnto alcalino, en etanol o
L 9

metancl, sc puede entonces, realizar la determinacién de la --

configuracidén del carbonro 15 por Polarimetria.

La PGBz unicamente posee un centro
asimétrico,  precisamente en el carbono 15, y la rotacidn espe-

cifica es de [a]; = +33 para 15 (8). En el caso de PGB, 15 --

2
(RY debe tener una rotacidn especifica [g];= - 33, El hecho -
de que el valor de la rotdcidn sea el mismo pero de signo con-

trario, permite que la Polarimetria sea un método seguro.
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Muestras de PGAZ obtenidas de los
corales colectados desde el punto denominado Nizuc hasta 12 Km
al sur de Tulum (120 Kilométros de litoral), fueron transforma

das a PGBZ y determinada su rotacién especifica en cada caso.

En todas las muestras el resultado
indica que la variedad de Plexaura homomalla colectada es ----

15 (R).

En el livoratorio se desarroilé un
método sencillo para determinar la variedad de Plexaura homoma
jia. Este consiste en la comparacidén de la muestra que se va a
determinar con muestras auténticas de los ésteres metilicos de
PGAZ 15 (R) & PGA, 15 (S) en cromatografia en placa delgada. -
La diferencia de polaridad entre los &steres metilicos es mu--
cho mayor que entre los dcidos libres, siendo la PGAZMe 15 (S)
mis polar que el correspondiente isdmero, lo que hace que la -

identificacién sea mucho mids sencilla y confiable. Esquema V.

-10~-



ESQUEMA V

O
“ ]»“"\:_——_/\/\coo CH,

bH

PGAQN%-— 15(S3

[E \COOCH

PGA, Me—15 =)



GOLFO DE MEGXICO

HYH

HEa1¥vo

QUINTANA
\ RQO

Va¥#

¥



PLAN DE
TRABAJO
SOBRE
COLECTA Y
MUESTREDO



Otro de los objetos de éste plan, -

era determinar el contenido de Prostaglandinas en los corales
del género Plexaura especie homomalla, de la zona arrecifal --

del noroeste de la peninsula de Yucatdn, cubriendo una distan-

cia aproximada de 120 kildmetros. Mapa No. 1.

Este estudio se realizd durante 12
meses, comprendiendo las siguientes zonas, consideradas poten-
cialmente productoras de Plexaura homomalla: PUNTA NIZUC, BAJG
FINDUVET, PUNTA PETEMPICH, PUERTO MORELOS, PUNTA MAROMA, AKU--
MAL, XCARET, TULUM y TULUM - 12. Mapa No. 2.

Debido a que las diferencias estruc
turales del arrecife, son muy grandes a lo largo de la zona de
estudio, la poblacidn de Plexaura homomalla varia de acuerdo a

la zona evaluada.

1.- NIZUC se caracteriza por muy al
tas concentraciones de colonias de Plexaura homomalla, no al--
canzan por lo general, tallas mayores de 60 cm. Aqui se encon-
traron colonias desde profundidades menores a un metro, hasta
8 6 9 metros junto con una densa zona de Acrdpora palmata (co-

ral de esqueleto de CaCOé).

2.~ PUNTA PETEMPICH, la zona es pe-
quefia, pero las condici.-nes generales (de tamafio y profundi--

dad), son similar.-> a las de Nizuc.

-1l



3.- BAJO FINDUVET, es una zona res-
tringida para la cosecha, debido a las condiciones ambientales
poco propicias y lejania de la playa, pero posee una buena con

centracidn de colonias.

4.~ PUERTO MORELOS, es la zona mias
extensa en el drea en que se encontrd Plexaura homomalla. Es -

por drea total la zona con mayor potencial de cosecha.

5.- PUNTA MAROMA, también tiene una
gxtensidn considerable, pero, existen grandes dreas de colo---

nias muy pequefias.

6.- AKUMAL, representa la zona de -
mayor densidad poblacional encontrada. La excelente proteccidn
asi como la abundancia” de sustrato alimenticio, son dos causas

de ésta exuberante poblacidn.

7.- XCARET, aqui no existe una es--
tructura arrecifal apropiada, sino solo una comunidad coralina
sobre sustrato duro, encontrindose la especie Plexaura homoma-
1la representada por algunas decenas de colonias con distribu-

cidén muy restringida.

8.- TULUM, tiene una abundancia po-
blacional alta, y se caracteriza por estar muy junta a la es--

tructura formada por Acrdpora palmata, reduciendo asi la dis-
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tribucidn de la especie.

9.- TULUM - 12 (12 XKm al sur de Tu-.
lum), representa condiciones extremas, posee una densidad po--
blacional mayor, pero las colonias tienen s6lo unos 20 6 25 cm o

de altura.

COLECTA DE CORALES

La colecta se llevaba a cabo cortan
do ramas con un promedio de 35 cm de largo y 15 cm de ancho, -
1aé cuales fueron introdu&idas en bolsas de polietileno e in--
mediatamente se trasladaban a hieleras de plédstico- conteniendo
hielo seco (temperatura de -70°C), para eVitai“?rahsformacio—-
nes de Prostaglandinas o descomposicién en los corales. Eétasa‘wv

hieleras se transportaban inmediatamente a la-Ciudad de México.

Unc de los factores que puede ser -
de mucha importancia para determinar la variacidén del conténi*
do de Prostaglandinas, es el de la uniformidad en el mé&todo 6
forma ée colecta, es decir, si se lastima el coralval cortarlo,
si el transporte de los corales cortados hasta la lancha fue -
hecho sobre la superficie del agua o bajo de ella y finaimen-“
te la distancia y por fanto el tiempo desde el corte hasta su .
congelacién, ya que se puede observar fidcilmente cdmo el p6li-
po (que es él que contiene la Prostaglandina), se desprende --

del coral una vez que ha sido cortado.

-13~-



Aunque la técnica de corte se traté
de uniformar, esto s6lo se logré en las muestras de Nizuc (por
su abundancia y accesibilidad); existieron diferencias mayores
en el método de corte, en otras zonas, principalmente por las
condiciones climatolégicas, el dia de la colecta y/o por las -

dificultades que mostraba el ar—ecife de la zona en particular.

La determinacidén cuantitativa de -
Prostaglandinas en el coral fue ensayada a diversas escalas,-
siendo las escalas pequefias las de mids precisidén debido al mé-
todo de lectura final; sin embargo, fﬁe necesario hacer un --
anilisis de las partes de las colonias que se tomaron como --

muestra, ya que estas no son uniformes.

En el esquema VI, se representa un
diagrama de una colonia de Plexaura homomalla donde se mues--
tran las diferentes proporciones existentes entre el llamado -
esqueleto axial y el tejido a lo largo de la colonia. La rela-
cidén en peso seco "tejido - esqueleto' en la parte baja ‘de 1la
colonia es de 1 : 2 en promedio, siendo el didmetro promedio -
del esqueleto en la base de 1.17cm. En la parte media, donde
el didmetro del esqueleto es alrededor de 0.5 cm y la relacién
"tejido - esqueleto” es de 5§ : 1. En las puntas de la colonia
la relacién mencionada es de 30 : 1 y el didmetro del esquele-

to es de 0.1 cm en promedio.

Dado que las colonias presentan va-

-14-~
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riaciones, cuando se desee hacey un anilisis cuantitativo de -
Frostaglandinas, serd necesario realizar una buena homogeniza-
cidén del matérial mediante una molienda del mismo, en frio ---
(temperaturas menores a los 10 °C}. No obstante, cuando las -
colonias son grandes, el esqueleto axial, resulta dificil de -
moler, por lo que seria conveniente encontrar una forma de ---
muestreo que permitiera trabajar-solamente con ias puntas de -

las mismas colonias.

Con el objeto de saber qué cantidad
de Prostaglandina contenia el esqueleto axial, se llevé a ca-
bo un andlisis cuantitativo de éste, resultando qﬁe no existen
Prostaglandinas en &sta parte del coral (algunas veces se pu--
dieron detectar pequefias cantidades de Prostaglandinas, 0.5 a-

0.1 %, pero probablemente fueron residuos del tejido).

Sabiendo que el esqueleté axial no
contiene Prostaglandinas, solamente es necesario analizar el -
tejido, pero si se desea saber la cantidad de Prostaglaﬁdina'—
por peso de coral, es indispensable conocer qué por ciento del

peso total del coral estd representado por el tejido.

Andlisis. hechos con una gran canti-
dad de "ramas'" de coral, mostraron que el esqueleto solamente
representa el 20 % del peso total de coral seco, 53 % se debe
al tejido de las puntas; 22 % al tejido de la parte media y so

lamente 5 § al tejido de 1a parte inferior de la colonia.

=]lH=



ancciendo las proporciones ante---
riormente mencionadas, se puede decir que solamenté es ﬁegﬁéa—,
rio analizar.una pequefia fraccidn del tejido del coral ¥ el rg
sultado multiplicarlo por 0.8510 para obtener la cantidad de -~
Prostaglandina por peso de coral seco. Sin embargo es necesa-
rio determinar también, si‘existe la misma cantidad de Prosta-
glandina en el tejido de las puntas de la parte media o de la
base del coral, atn cuando la densiéad‘ée "pélipos"E* cerca de
las puntas no es muy diferente a la densidad de ellos-en la -~

parte inferior de la colonia.

Los andlisis del tejido de las di--
ferentes partes de la colonia muestran que el por ciento de --
Prostaglandina en las puntas es superior en 10 % al de la par-

te media y entre 15 yAZO % al de la parte baja.

Este resultado puede deberse a que-
las muestras de coral son manejadas (cortg, transporte, almacg
namiento, etc.) por la parte inferior y por lo tanto es la que -

4éufre mayor dafio. El dafio & pérdida que.se pueda -tener en las
partes medias es mayor que la ocasionada en las punfas, puesto
que éstas Gltimas son muy abundantes. A reserva de realizar -~
andlisis de corales tratados con especial cuidado para evitarA

cualquier dafio, la forma de determinar qﬁe cantidad de Prosta--

glandinas se tienen en el coral sera:

*% Denominacidén del animal que constituye la colonia.
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PARTE

ANALIZADA:

PUNTAS:

MEDIOS:

BASES:

FACTOR
USADO:

an g:L_l
S3+223 1. 1/,+541.21) _ 0.7713

100
1N
53(1.1)+22+5\7°7)
100

53(1.21)+22(1.1)+5

100

0.

8484

= 0.

9333

o

b=
I
=3
t’-“

%obtenido X 0.7713

%0btenido X 0.8484

% obtenido X 0.933

Teniendo estos factores, solamente

25 necesario hacer los andlisis de la muestra (tejido), cono-

ciendo la humedad y de que parte de la colonia fue tomada la

nuestra.
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METODOS Y RESULTADOS SOBRE EXTRACCION

Se conocen dos métodos efectivos -

para la extraccién de Prostaglandinas de los corales Plexau-

va homomalla, la eleccidn de alguno de ellos dependerd de va-
rios factores como son: 1a cantidad de coral, el costo de la

exrraccidn, la pureza requerida, la forma en que se desea el
compuesto (dcido libre o esterificado) y la facilidad de esa
extraccién.

El primer método [A} consiste en -
la extrazecidn directa de las Prostaglandinas del coral con di
solventes orginicos, los cuales pueden ser: cloroformo, cloruy
ro de metileno, &ter 6 metanol. La eleccidn del disolvente de
pende principalmente de las cantidades y el costo, asi como -
también el efecto que pueda tener sobre las Prostaglandinas.
Asi se conoce que la extraccién realizada con metanol, provo-
ca la esterificacién parcial de los &dcidos libres.

Bl segundo método (B), estd basado
en las propiedades dcidas de las Prostaglandinas, por Io que
se puede efectuar una extraccidn &cido - base - neutro. Tam-
bién se debe elegir el disolvente adecuado, con el objeto de

que la particién disolvente - agua, sea la Optima.

En el laboratorio se ensayaron los

dos métodos mencionados, para determinar cuZl era el que pre-
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sentaba mayores ventajas para los objetivos que se perseguian.

La extraccién directa (método A), -
se Tealizd con disolventes polares (CHZC12 - 10% EtOH). Se pro
baron varios tiempos de extraccibén que variaron de 1 a 3 horas,

sin cambios apreciables en los resultados obtenidos.

Con este procedimiento es pozible -
aisfar las Pyostaglandinas en la forma como se encuentraﬁ en -
el coral(ésteres metilicos, acetatos, 4dcido - acetato, etc.),
pero el método tiene el inconveniente de obtener también todos
los productos orgidnicos que se encuentran en el coral, hacien-
do necesaria una purificacién posterior por cromatografia la -
cual resuita ser costosa y laboriosa por la gran cantidad de -
éroductos indeseables como clorofila, esteroides, etc. -Es po-
sible realizar una hidré6lisis de los ésteres una vez obtenidos
todos los productos de la mencionada extraccidn directa, sin -
embargo, dicha hidfélisis debe ser enzimitica, dado que los mé
todos quimicos produéen una transformacidn no deseable.de'la -
PGA, a la PGB, y ésta iltima resulta infitil para cualquier pro

pbésito.

El método B se realizd a diferentes
escalas y aunque en principio es mds laborioso, es también mis
recomendable debido a la alta pureza con que se obtienen las -
Prostaglandinas sin necesidad de posterior purificacién por --

cromatografia.
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El primer paso de &ste método con--
siste en la hidr6lisis enzimdtica de los &steres-de las Prosta
glandinas, con el objeto de tener todo el material deseado co-
mo dcido carboxilico libre (8). 8e lleva la solucifn a un pH
mayor de 7.5 y se extrae el material neutro. El disolvente in~
formado para realizar dicha pperacién es el cloruro de metile-
no, pero se encontrd que se producian emulsiones que dificul--
taban.la extraccidn, razdén por la cual se cambid a una mezcla
acetato de etilo - &ter (1:1), sistema que presentd menos pro-
blemas de emulsiones y miximos resultgdos en la extraccién. --
Una vez extraido todo el material neutro, se acidula la solu--
cidén y se procede a la extraccidn de Prostaglandinas con una -
mezclé Similar dé disolventes. La evaporacién de estos disol--
‘ventes a temperaturas inferioreé a 30 °C, da como resultado un
aceite amarillento, después de una decoloracién con carbdn ac-.
tisado.

-Es importante temner mucho cuidado -
en las variaciones del pH y la temperatura durante el proceso
de extraccidm porque la transformacidn antes mencionada de ---
PGA, a PGB,, se lleva a cgbo fdcilmente con variaciones no cog

troladas de pH.
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DETERMINACION CUANTITATIVA

Para la determinacidn cuantitativa
de Prostaglandinas, 'se ensayaron tres métodos utilizando dife-

rentes cantidades de tejido de coral.

El primer método, el de mayor esca-
la, es aquel en el que se necesitan muestras de aproximadamen-
te 100 gramos de tejido de coral hGmedo y la extraccién se ---
realiza con el procedimiento optimizado mencionado anteriormen

te.

No obstante que éste método se.ha -
utilizado para la determinacién cuantitativa, el resultado ob-
tenido no representa el contenido real que se encuentra en el-
coral, ya que la determinacidén se realiza por "pesada™ y es --
ademds conocido, que en el proceso de extraccidn existe una --
pérdida de productos. Sin embargo las cantidades de Prostaglan
dina obtenida por &ste procedimiento, representan las cantida-

des que realmente pueden obtenerse de manera prictica.

Se realizaron algunos ensayos con -
el objeto de determinar el porciento de‘recuperabilidad, que -
se tiene por &ste proceso de extraccidn, demostrindose que &s--
ta recuperabilidad varia entre un 85 - 90 %. Estos ensayos se
hicieron sometiendo al proceso de extraccién, cantidades cono-

cidas de Prostaglandina.
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El segundo método consiste fundamen
talmente en realizar la extracciéh de Prostaglandinﬁs a una es
cala,mucho'menor; aplicando esengialmente el mismo procedimien
to de separacifn: &cido - base - neutro. En &ste método se neg
cesitan alrededor de 500 mg de tejido de coral hiimedo y el pro
ceso de eXtraccién se realiza por centrifugacidn, hediante lo-
cual se evita que existan pérdidas en las emulsiones que se --
forman con el procedimiento a escalas mayores. Conociendo el
porcieﬁto de recuperabilidad para éste método, los errorés ex-
perimentales son'reducidos, adn cuando la medida final se rea-

liza por pesada.

El tercer método se aplica a esca--
las todavia menores, esto es, aproximadamente 200 mg de tejido
de coral -hiimedo. El proceso de centrifugacién se aplica y 1la
determinacidén se realiza por la absorcifn de ia PGA, en la re-

gidn del ultravioleta. Por lo tanto este método es mis preci-
| 50 puesto'que es un método espectrofotoméfrico que mide la in-
tensidad de absorcidn a 217>nm; la cantidad de PGA2 se obtiene
directamente leyendo el valor de la absorcién en una curva de
calibracidn de concentracidn contra absorcién hecha previamen-

te .conAPGA2 pura.

En éste tercer método también exis-
te el problema de conocer el porciento de recuperabilidad, por

s g i . . .
lo tanto se ided la forma de introducir una referencia :interna
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que nos diera la cantidad de Prostaglandina que se hubiera per
dido en el proceso. Las condiciones que debe cumplir una refe
rencia interna son las siguientes: Tener una respuesta similar
al compuesto en ¢l método de medida y/b tener propiedades & --
comportamientos iguales al compuesto que se desea determinar,-

en el proceso que se utiliza.

ﬁa PGBZ, que es un compuesto que di
fiere de la PGA2 unicamente por la posicidn de la doble ligady
ra, podemos considerarla como una referencia interna ideal, de
bido a que posee propiedades quimicas muy similares y por que
la aEsorcién en el ultravioleta de PGB2 es de 278 nm, y por lo
tanto no interfiere en la lectura que se obtiene para PGA, que

absorbe en 217 nm.

De ésta manera, el métod6 de deter-
minacién fue mejorando notablemente, pues solamente es necesa-
rio medir la absorcifén que tiene la muestra a>278 nm y.a 217 -
nm; conociendo la cantidad de PGB, que se adicioné antes del -
proceso de extraccidn, se conoce la absorcidn que debe obser--
varse a 278 nm. Por la diferencia entre la absorcidn tedrica
y la observada, se deterﬁina directamente el porciento de recu

"peracién que se tuvu, y por tanto, la cantidad obtenida de PGAZ.

Con éste Gltimo método se puede de-

terminar la cantidad de Prostagldndina en la muestra de coral,
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ESQUEMA VII




con un error experimental de aproximadamente 2 $. Este error

consiste principalmente en la asociacidn que se tiene entre el

metanol,usado como disolvente, y la PGA2 que impide una lectu-
ra exacta a 217 nm, puesto que el disolvente tiene una absor--

cién residual a 210 nm.

Una forma de aumentar mis afin la -
exactitud del método de determinacién, es a través de la'traﬁg
formaciﬁnﬂde PGA2 a PGBZ, Esquema VII, después de haber deter-
minado el porciento de recuperacidn, ahora teniéndose que me--
dir la absorcidn a 278 nm, evitando devesta manera el problema
de 1la aséciécién con el disolvente, se determina el contenido

de Prostaglandina en el coral.
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VARTACIONES EN CONTENIDO

Con el objeto de determinar si exis
tfa una variacién en el contenido de Prostaglandinas con la --
época del afio, se decidid hacer andlisis cuantitativos de mues

tras colectadas mensualmente en la zona de NIZUC (ver mapa).

Por otro lado, también era necesa--
rio determinar si existia variacién en el contenido de Prosta-
glandinas en las diferentes zonas de colecta a lo largo de las

nueve zonas del Caribe Mexicano, ya mencionadas.

Se anélizé la zona de NIZUC durante
once meses, de octubre de 1975 a septiembre de 1976 y los re--
sultados de los andlisis se muestran en ia grdfica No. 1. Co-
mo podemos observar casi no hay variacifn, de un midximo de ---
7.1 % en enero y septiembre, a un minimo de 3.9 en julio. Es--
tos andlisis se llevaron a cabo siempre por triplicado, sin va
riacidén aparente, 1o cual indicaba una gran confiabilidad en -

el método de anidlisis.

En la grdfica No. 2, se muestran --
165 resultados de los anflisis de muestras colectadas en las -
nueve diferentes zonas del Caribe Mexicano. Se podrid observar
que existe una menor uniformidad en los resultados; &sto pue-
de ser debido -a que las condiciones ambientales del coral va--

rian en las diferentes zonas, lo cual repercute en el conteni-
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do de Prostaglandiﬁas.

Una comprobacién de lo enunciado an
teriormente, es el valor obtenido para la zona de TULUM (punto
No. 8, grafica No. 2), que solamente fue de 3.0 %. El dia de
1a colecta las condiciones ¢limatolfgicas no eran buenas y hu-
bo necesidad de "arrastrar'" las muestras bajo la superficie --
del agué, durante un tiempo prolongado (15 a 20 minutos). Dias
después, nuevas muestras de coral fueron cortadas en la misma
zona, evitando el mencionado "arrastre" y el resultado fue de
4.8 % (punto No. 9 de la misma grdfica), el cual es un resul--
tado promedio. Experimentos spbre muestras de.coral que han -
sido "arrastrados', dan resultados muy bajos de Prostaglandi--

nas.

Los andlisis de la zona de NIZUC en
las diferentes &pocas, muestran una gran uniformidad y solamen
te en los meses de julio y agosto, el rendimiento decrecid un
poco; esto pudo estar asociado cén el hecho de que la é&poca ds
reproduccidn de éste coral es el verano o sea los meses de ju-
nio, julio y‘agosto. Con él objeto de comprobar la variacidn
mencionada seri necesario realizar andlisis de muestras colec-

tadas con especial cuidado para &ste fin.

Podemos decir que las cantidades de
Prostaglandina que se han encontrado en los corales del Caribe

Mexicano; son superiores z los informados por otros investiga-
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dores. Debido a que se desconocen las condiciones en que fue-
ron realizados los trabajos de los norteamericanos, no es posi
ble asegurar que los corales del Caribe Mexicanog, contienen ma
yores cantidades de Prostaglandina que los de-otras zonas del

mismo Caribe. Es posible pensar que éllos realizaron los anéd-
lisis sobre toda una colonia y por lo tanto la relacidm teji-
do - er-eleto disminuya, lo que daria menores rendimientos -
de Prostaglandina, pero afin considerando que el pqrcentaje del
esqueleto se aumente en un 10 %, nuestros resultados sdlo se -
Verian disminuidos ese mismo porciento y en vez de tener 5 a -
5.5 % de promedio, se tendria un 4 a 4.9 % que sigue siendo su

perior al informado en la literatura.
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GRAFICA No. 2
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PURIFICACION DE PGAZ

La Prostaglandina obtenida directa-
mente por el proceso de extraccidn 4dcido - base - neutro, tie
ne una pureza aproximada del 35 % en base a PGAZ, sin embargo
se tiene material neutro (5 - 8%); PGB2 (3 - 5%) vy PGE2 (5 -~
74); por lo que podemos decir que se tienen al menos un 93 § -

de Prostaglandinas totales.

La forma mas ficil de eliminar el -
material neutro es realizando una segunda extraccidn, con el -
método ya mencionado, 4&dcido - base - neutro; lo que elimina -
todo éste material y transforma la PGE2 en la PGA2 requerida, -
con lo que se obtiene un material de al menos 93 % de pureza -

en base a PGAZ.

S1i deseamos tener una pureza mayor
de PGAZ, es necesario realizar una cromatografia sobre Gel de
Silice, ya sea en columna o en placa delgada, de las cuales la
Gltima es la mds recomendable para pequefias cantidades. Una -
vez hecha esta purificacidn, se obtiene un aceite amarillento
claro que es PGA2 con:una pureza minima de 96 % y el resto es
PGB2 que resulta dificil de eliminar cuando se encuentra como
dcido libre. La identificacidn de PGAZ se puede llevar a cabo

por métodos espectroscdpicos, fidcilmente
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EXTRACCIONES A ESCALAS MAYORES

Las extracciones de Prostaglandina
del coral a escalas mayores de 200 gramos, presentaron varios -
problemas. El primer de ellos es el tiempo de exﬁosicién, tan
“to del coral como del mﬁterial extraido, a la temperatura am- - -
hiente. - Lo anteridr ocurre durante el proceso de molienda del
coral y en el mémento de la evaporacidén de los disolventes. Trg
yendo como consecuencia transformaciones ﬁo deseadas y aunque -
existen formas de controlar estos factores, era necesaiio tener.

un especial cuidado.

La forma de llevar a cabo el proce-
so de molienda mis rdpidamente, era eliminando todo el esquele-
to 6 soporte del coral y solamente trabajar con el '"tejido", --
que es donde se encuentran las Prostaglandinas. £l proceso de

eliminacién del esqueleto debe realizarse lo mis ripido posible.

Otro problema que se tuvo con las -
extracciones a escalas mayores, es que se necesitan grandes can
tidades & volumenes de disolventes, y aunque &ste era un proble
ma obvio, producia una mayor cantidad de emulsiones, las cuales

son mids dificiles de controlar y eliminar.
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ALMACENAMIENTO

Anteripormente se menciond la ridpida
descomposicidén que sufren, tanto los corales como las Prosta---
glandinas, por lo que hay que congelarlos en hielo secoc, inme--

diatamente después de cortarlos, para transportarlos hasta nues

tro lugar de trabajo.

En -'ste estado, ni los corales ni -
las Prostaglandinas sufren transformaciones 8§ descomposicidn. -
Sin embargo, cuando se almacenan a temperaturas superiores de -
los refrigeradores comunes (- 15 a - 5 °C), se pueden observar

algunas transformaciones quimicas en las Prostaglandinas.

Las transformaciones sufridas son -
en primer lugar, la hidrdlisis enzimdtica de los ésteres meti-
licos y de los acetatos, produciendo los dcidos carboxilicos y
alcoholes corréspondientes. En segundo lugar se lleva a cabo, -

la transformacidn, en proporcidn mucho menor, de PGA, a PGBZ.

Estas reacciones de tipo enzimdti--
co, s6lo pueden ser detenidas a temperaturas menores a los 30 -

grados bajo cero, lo cual haria muy costoso el proceso de alma-

cenaje.
Ahorz bien, si se analizan las re--
percusiones que tienen éstas transfexmacicnas el valor de ~--

las Prostaglandinas, podemos deci aue las hidrdlisis menciona-



das, son benfficas para la obtencién de PGAZ; ya que como se
menciond anterirmente, en el proceso de extraccidén (Método B) -
se lleva 2 cabo una hidrdlisis enzimitica para facilitar la ex-
traccién del material deseado. Sin embargo, la transformacidn-
que ocurre a PGB7 es perjudicial, puesto que &sta Prostaglandi-
na tiene uypd actividad biolégica diferente. Afortunadamente la
magnitud de ésta Gltima transformacién es despreciable a tempe-
raturas infeyigres a - 5 °C.

Es muy importante mencionar que se
<ebe tener un especial cuidado en que las muestras de coral mno
s¢ sequen, es decir, que la cantidad de agua que contengan, no
sea menor a 40 %, ya que hemos observado que partes de las colo
nias de corales que han sufrido esa pérdida de humedad contie--
nen una prﬁporcién de hasta 35 % de PGB,, lo cual disminuye con

siderablemente el valor del material.

El almacenaje de las Prostaglandi--
nas va extraidas, no presenta maycres problemas, unicamente es

necesario guardar el compuesto en recipientes cerrados a tempe-
raturas inferiores a cero grados.

De la misma manera, la proporcidn -
de PGA, ¥ de PGE, no varia en estas mismas condiciones de alma-

cenamiento.
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El contenido de agua emn los corales,
no es constante, ya que depende de pequefias variaciones en el -
tratamiento que sigue al corte, por lo que es necesario reali--

zar todos los andlisis en base al pesc seco del coral.

Con el objeto de determinar el por-
ciento de agua contenida en los corales se realizaron varias de
terminaciones de humedad por el método de Karl - Fischer y se -
compararon con los resultados obtenidos por el método de pér--
dida de peso por calor (secado al vacio), en el mismo nimero de

nuestras.

Los resultados obtenidos por cual--
‘quiéra de los dos métodos fueron similares, con pequefias varia-

ciones del orden de 0.5 a 1.0 5.

El método de Karl - Fischer es mis
preciso, pero es también méds elaborado y costoso; por lo que se
decidio emplear el segundo mé&todo de secado directo dé las mues
tras a 60 °C y al va;io {(Tmm Hg), todas ellas por triplicado.du

rante 24 horas.
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TRANSFORMACIONES

A PGE2



La dltima de las finalidades que --
perseguiamos, fue la de la transformacién de la Prostaglandina

secundaria PCAZ, obtenida de los corales, a la Prostaglandina

primaria PGEZ.

El principal problema consiste en

la introduccidén de un grupo oxhidrilo en la posicién 11 y con

una configuracidén absoluta (R).

PGE2

Existe un procedimiento informado -
en la literatura (9), para dicha introduccidén; también se han -

informado variantes a dicho método (10); sin embargo, ninguno -

de ellos evita la posibilidad de obtener el isémero (S) en 1la
posicién 11.
Nosotros decidimos ensayar todos --

los procedimientos informados y hacer una evaluacidn sobre la

costeabilidad y facilidad de implementacidén de ellos.



El método bdsicamente consiste en -
la cpoxiducién}[IJ) de la doble ligadura del arillo y una poste
rior :uﬁturaAreducﬁiva del epbxido al correspondiente alcohol.
Es imposible tratar de evitar el epimero en el carbono 11, ya -
que la epoxidacién de PGAZ no puede ser efectuada en una'forma
estereoespecifica, Solamente a través de derivados sobre el al
cohol del carbono 15, puede favorecerse estereoselectivamente -
(12 - 14) el ataque sobre el epdxido para ddr el alcohol o en -

" carbono 11 en una proporcién 95 : 5 a favor del isdémero de--

seado.

Debido a que es mds fdcil trabajar
con los ésteres metilicos de las Prostaglandinas, el primer pa-
so fue la esterificacidn con Diazometano de la PGA,. Esquema -

VIII.

Existen otros ﬁrocedimientos de es-
terificacién mids comunes, como metanol - dcido sulfGrico, que -
sin embargo no pueden ser utilizados con PGA,, ya que puede'sg~
frir una transformacidén a PGBZ, ademds de la deshidratacidn del

oxhidrilo del carbono 15.

El siguiente paso consiste en prote
ger el oxhidrilo del carbono 15 con el grupo trimetilsilicico -
(TMS), el cual es lo suficientemente grande como para regular -
la epoxidacidn posterior (H,0, - LiOH - Isopropancl) a una re-

lacién o (deseado) : B (no deseado) de 80 : 20. Siendo el &ter
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trimetilsilicico facilmente hidrolizable en el momento de tra

bajar la reaccidn de epoxidacién. Esquema IX.

La reaccidn posterior es la reduc--
cién del epbxido, 1la cual puede llevarse a cabo con amalgama
de aluminio, siendo &ste reactivo barato y fdcil de preparar
en grandes cantidades; todo el proceso se lleva a cabo en 40%
ae rgndimiento y la separacidn del epimero no deseado, en el
carbono 11, se realiza por cromatografia en placa delgada de
SiOZ.

Se decidid probar un nuevo procedi-
miento utilizando Dihidropirano como grupo protector ya que -
resultaba mis ecoﬁémico, para la transformacidén mencionada, -

que a través del derivado de Trimetil silicio.

El primer paso es tambié&n la esteri
ficacién con Diazometano y el tratamiento del &ster con Dihi-
dropirano produce el derivado Tetrahidropiranilico (THP), el
cual se somete al mismo procedimiento de epoxidacidn yvreduc-
¢ién con amalgama de aluminio, para obtener finalmentg el de-
rivado Tetrahidropiranilico del &ster metilico de PGE,. Esque
mas X y XI.

La hidrdlisis del THP se lleva a ca
bo con solucién acuosa de dcido acdtico y los epimeros obteni
dos en el carbono 11, también se separan por cromatografia en

placa fina de §i0,. Por éste procedimiento 1la relacidn de --

e
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isdémeros en el carbono 11, es de 70 : 30 a favor del isémero
deseado (11 a).

Es necesario aclarar que todas las
transformaciones se realizéron a partir de PGA2 15 (R) (Pros
taglandina de configuracién no mamifera), para obtener la co-
rrespondiente Prostaglandina de la familia E, puesto que es -
el material que se obtuvo de los corales del Caribe Mexicano,
sin embargo, cabe aclarar, que todo el procedimiento es apli-

cable a la PGA2 15 (S), con resultados similares.

Finalmente puntualizgmos que las -~
transformaciones quimicas para obtener PGE2 a partir de PGAZ,
fueron realizadas tanto con el éster metilico de PGAZ, como -
con el dcido libre. De los resultados obtenidos se concluye
qué, aunque es mds fdcil el manejo de los ésteres de las Pros
taglandinas, los resultados son similares y solamente depen--
diendo del tipo de transformacidn 6 modificacidén que se desee,

se recomendaria partir del dcido libre 6 éster metilico co--

rrespondiente.
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EXPERIMENTAL



TECNICA DE EXTRACCION

Aproximadamente 100 gramos de co--
ral molido, se colocaron en 250 ml de una solucidén acuosa de
NaCl y CaCl,. Se ajustd el pH entre 7.5 y 8.0 con solucidn
de NaOH al 10 %, y se mantuvo con agitacidn magnética durante

12 horas a temperatura ambiente.

Se diluyd con 250 ml de acetona, se
agité 5 minutos y se filtrd para eliminar el residuo sdlido.
Este residuo se lavd con agua destilada y se desechdé. De nue
vo se ajustd el pH de la solucién con NaHCO; a 8.5; se extra-
jeron los neutros con una mezcla de acetato de etilo - éter -
(t :+ 1) (3 X 150 ml1).

La solucidn acuosa se aciduld con -
HC1 concentrado hasta pH entre 3 y 4. Se extrajo la Prosta--
glandina con una mezcla de acetato de etilo - &ter (1 : 1) --
(4 X 150 m1). Se lavd con agua la fase orgdnica, hasta pH --
neutro; se secd sobre NaZSO4 anhidro y evapord. El residuo -

oleosc se disolvid en metanol y decolord con carbdn activado.

Se filtrd sobre celita y evapord a sequedad,

Rendimients promedio 4 - 5 %,



EXTRACCION POR CEXNTRIFUGACION

Aproximadamente dos gramos de teji-
do de coral, se colocaron en 6 ml de solucién hipotdnica. Se
ajustd el »H entre 7,5 y 8.0, con solucidn de NaOH al 10 % y

se acitd durante 12 horas.

Se colocaron en dos tubos de centri
fuga, se agregaron 3 ml de acetona a cada tubo, se agitd y se
centrifugd; los residuos se lavaron con agua destilada y se -
desecharon. Se ajustbé el pH de la solucidén a 8.5 con solu---
cidén saturada de NaHCO,, Se colocd la solucibn en tres tubos
y a cada uno se le agregb una mezcla de acetato de etilo - ~--
éter (1 : 1) (3 X 4,5 ml), para la extraccidbn de neutros y -

se centrifugd durante cinco minutos,

Separada la fase orgénica; la fase
acuosa se acidulé a pH entre 3 y 4 con HCl concentrado y se -
centr12fugd durante cinco minutos, Se extrajo la Prostaglandi
na eon wha mezcla de acetato de etilo - gter (1 : 1) (4 X9 =
ml); se ag1td y centrifugd durante cinco minutos. La-fase of
ganica $e 1avb con agua y se centrifugdé para una mejor separa
cidn: La fase organica se secd sobre Na2804 anhidro y evapo-
r6. 5S¢ disolvie en MeOH y decolord con carbén activado. Se

filtrd y evapord a sequedad.
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PREPARACION  DEL ESTER METILICO DE PGA2

Un gramo de‘PGA2 (2,994 mmoles), se
disolvid en 50 ml de &ter. Se enfrid a cero grados y se fue --
agregando poco a poco, con agitacidn magnética, una solucidn Te
cién preparada de Diazometano (preparada de 0.37 g de N, Nitro-
so metil ureaj. Tegminada la adicidn, se continud la agitacidn
por cinco minutos mds y se afiadieron dos gotas de dcido acé&tico.
Se evapord a sequedad resultando un liquide amarillo viscoso, -
el cual se purificd posteriormente por cromatografia en colum--

a. Obteniéndose el producto deseado en 90 % de rendimiento.

1 1

I.R. (Pelicula): 3440 cm d (v C=C-H);

1

i (v -C-0H); 3000 cm_
2950 - 2850 cm ' £ ( v C-H sat.); 1740 cm ' £ ( v C=0 de éster);

1710 cm” ' £ (v €=0 de ciclopentenona); 1560 em” ! 4 (v C=C-H).

R.M.N. (CDC1 7.43 ppm (dd) 1H (J=2.4 Hz, J=6 Hz); 6.10 ppm

3¢
(dd) 1H (J=2 Hz, J=6 Hz); 5.53 ppm (m) 2H; 5.33 ppm (m) 2H; --
4.07 ppm (m) TH; 3.64 ppm (s) 3H; 3.21 ppm (m) 1H; 2.70 ppm --

(s) 1H; 2.50 - 1.05 ppom (m) 17H; 0.82 ppm (t) 3H (J=4 Hz).

U.V. (Metanol): 217 am (e=9800).
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PREPARACION DEL ETER 15 - TETRAHIDROPIRANILICO

DEL ESTER METILICO DE PGA2

En un matraz de bola de 100 ml, --
con trampa para humedad, se disolvieron 500 mg (1.43 mmoles)
de PGAZMe Ester, en 6.25 ml de CH2C12. Se agregaron, con agi
tacién magnética, 0.24 ml (2.92 mmoles) de Dihidropirano ---
(DHP) y 0.035 ml de una solucidn al 10 % de dcido para - to--
luen sulfbnico. La reaccidn se siguid por ccf y durd aproxi-
madamente 20 minutos. Al cabo de este tiempo se agregaron 5

gotas de piridina y 20 ml de éter.

La reacci6n se extrajo con acetato
de etilo (3 X 20 ml); las fases orgdnicas se lavaron dos ve--
ces con solucidn saturada de NaCl y se seccd sobre MgSO4 anhi-

g

dro. Se evaporé a sequedad. EI rendimiento es del 90 %.

I.R. (Pelicula): 3005 cm™ ' d ( vC=C-H); 2940 - 2869 cm | £ --

(vC-Il sat.); 1740 cm | £ ( vC=0 de &ster); 1710 cm | £ ( C=0

de cetona aB no saturada); 1020 cm'1 m (v-C-0).
R.MUN. (CDCIS): 7.42 ppm (dd, 1H, J=6 Hz, J=2.4 Hz); 6.05 ppm
(dd, 1H, J=6 Hz, J=2 Hz); 5.42 ppm (m, 4H); 4.52 ppm (m, 1H);
3.31 ppm (m, 7H); 2.42 - 0.95 ppm (m, 25H); 0.78 ppm (t, 3H)-
(J=5 Hz).
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ORTENCIGN DE PGE2

En un matraz de bola de 50 ml se -
disolvieron 500 mg (1.43 mmoles) de PGA2 en 3 ml de tetrahi--
dro furano (THF) anhidro, con agitacidn magnética y atmdsfera
de nitrb6geno. Se adiciond 1 ml de una solucidn al 5 % de clg
ruro de trimetil silicio en hexametil disilazano y se mantuvo
a temperatura ambiente por aproximadamente 2 horas, siguiendo
la reaccidén por cromatografia en capa fina (ccf). E1l produc-
to sililado se concentrd a presidn reducida para eliminar el
THF. Se obtuvieron 567 mg de un liquido amarillo viscoso con

un 90 % de rendimiento.

Los 567 mg de producto crudo de la
reaccidén anterior, disueltos en 11.7 ml de isopropanol, se --
vertieron en un matraz de bola de *“res bocas, provisto de em-
budo de adicidn, termdmetro y atmdsfera de nitrdgeno. - La so-
lucidn se enfrid a - 40°C y se adicioné, gota a gota, una mez
cla de 1 ml de HZOZ al 30 %y 1.2 ml de LiOH 3N. Terminada -
la adicidn se dejd subir la temperatura a - 30°C y el progre-
so de la reaccidn se controld por ccf. La reaccidn se suspen
did agregando 3.5 ml de una solucidén de HC1 1IN, y se concen--

tr® a presidn reducida para eliminar el isopropanol.

Se vertid en 20 ml de agua y se ex
trajo con acetato de etilo (3 X 20 ml). Las fases orgéricas

se lavaron con solucidn saturada de NaCl (2 X 20 m1), se seca



ron sobre NaZSO4 anhidro y evaporaron a sequedad; obteniéndo-

se un residuo aceitoso con un 70 % de rendimiento.

Este material crudo, se redisolvid

en 5 ml de éter, con agitacidén y enfriamiento a - 18°C.

Se adicionaron 0.35 ml de una solu
cién de metanol - agua (9:1) y se ag:gggrqp_pocb a poco 500 -
mg-de amalgama de alu inic ( 7)7recién preparada. Terminada
la adicidén se llevd a temperatura ambiente; la reaccidn se si
guid por ccf y durd aproximadamente 3.5 horas, después de lo
cual la mezcla dé reaccién se filtrd sobre celita, lavando --
abundantemente la amalgama residual con acetato de etilo. La
solucién orginica se secd sobre Na2504 anhidro, se filtrd y -

9

evapord a sequedad, obteniéndose un 50 % de rendimiento del -

producto crudo.

La PGEzvcruda se purificé por ccf
en placas de 1 m X 20 cm, empleando como eluyente la mezcla -
hexano - acetato de etilo (7:3). Como producto principal se’

obtuvo la PGE, y un 10 % de 11 ~epi- PGE,.

V5 (v-0H); 2910 - 2845 cm™! £ ---

I.R. (Pelicula): 3440 cm
(VC-Hsat.); 1740 cm™ ' £ ( vC=0 de &ster); 1710 cm | £ ( vC=0

de ciclopentanona); 1060 en” ' m {vC-0-).

R.M.N. (CDClS): 5.65 ppm (m, 2H); 5.32 ppm (m, 2H); 4.06 ppm
(m, 1H); 3.64 ppm (s, 3H); 3.40 ppm (s, 1H); 2.68 - 0.70 Ppm
(m, 26H).



TRANSFORMACION DE PGAZ A PGB,

En un matraz de bola de 100 ml, se
colocaron 75 mg de PGA, (2.18 mmoles) en 35 ml de solucidn de
KOH 1N, en metanol; con agitacién magnética y a 37 °C. La --
reaccibn se controld por ccf. Durd aproximadamente 45 minu--
tos. La mezcla de reaccidn se aciduld con HC1 1N, hasta pH -
dcido. - El producto se extrajo ccn acetato dé etilo (3 X 20 -
ml). Se lavd con agua hasta pH neutro; se secd y evapord. El

[

rendimiento obtenido es del 90 §.

1 1

I.R. (Solucidn CHClz); 3400 cm
1

i ( v-OH); 2925 - 2850 cm
m (v C-H sat.); 1710 cm ' f (v C=0 de ciclopentenona y dcido

carboxilico); 1200 cm™ ' d (v C-0-).

R.M.N. (CDC1;): 6.86 ppm (d, 1H, J=15.8 Hz); 6.25 ppm (dd, TH
J=15.8 Hz, J=5.5 Hz); 5.35 ppm (m, 2H); 4.28 ppm (m, 1H); ---
3.02 - 0.70 ppm (m, 15H).



CONCLUSIONES



En base a los estudios realizados,

sobre el coral blando PLEXAURA homomalla de las costas del Ca
ribe Mexicano, se pueden concluir los siguientes puntos de --

acuerdo con los resultados obtenidos.

1.- E1 contenido de Prostaglandina

(5.8 en promedio), en las muestras de los corales colectados

mensualmente durante un aflo en una misma zona del Caribe Mexi

cano (NIZUC), permanece constante y es superior a las cantida
des informadas en la literatura (3 - 4%) para los corales de

otras zonas del Caribe (Florida y Bahamas).

2.- Los corales estudiados en las -

diferentes zonas del Caribe Mexicano, desde Punta Nizuc hasta

12 kildémetros al sur de Tulum (120 km de litoral), presentan

giertas irregularidades en el contenido de Prostaglandinas --

(4.4 a 6.7%), sin embargo la cantidad sigue siendo superior a

las informadas. Por otro lado se comprobd que el método de

colecta es importante para obtener resultados optimos en la -

extraccién de la Prostaglandina.

Fueron desarrollados métodos para -

"

el andlisis de Prostaglandinas en los corales, a diferentes

escalas, siendo todos ellos muy precisos, destacando los mé--
“todos espectrofotométricos.

3.- El1 método original de extraccidén.
de las Prostaglandinas, con el cual se inicid este estudio,su

fridé una serie de transformaciones con el progreso de esta in
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vestigacidén, que concluyd con el desarrollo de un nuevo méco-
do, de alta eficiencia, completamente diferente al descrito -~

en la literatura.

4,- Se desarrollaron técnicas de -
identificacién rdpida de Prostaglandinas, a escala micro, di
rectamente de los corales colectados, los cuales inclufen la
identificacidn de PGA2-1S(R), PGA2-15(S), PGB2 y PGEZ, asi -

como de sus respectivos &steres metilicos.

5.- Todas las técnicas de transfor-
macién de laProstaglandina secundaria PGA2 a la Prostaglandi-
na primaria PGE, han sido ensayadas en el laboratorio y se -

estd determinando cuales son las condiciones dptimas para di-

cha transformacidn.

6.- Se establecid, sin lugar a du--
das, que la PGA,, de los corales colectados en el Caribe Mexi
cano, contienen solamente PGA2-15(R), o sea, el carbono 15 -~
tiene la configuracidén contraria a las Prostaglandinas obteni

das de los mamiferos y de los corales de Bahamas.
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