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RESUMEN

El estudio de productos naturales de origen marino ha tomado gran importancia pues los
organismos marinos han mostrado ser fuente importante de nuevos agentes
terapéuticos y agroquimicos. Las esponjas de mar han atraido la atencion de
investigadores debido a la gran diversidad de compuestos bioactivos que producen
convirtiéndose en una de las principales fuentes de estructuras novedosas y complejas.
Debido a la complejidad observada en compuestos aislados de esponja de mar es
necesario recurrir a técnicas analiticas como RMN para poder resolver y determinar
dichas estructuras; sin embargo, el proceso puede resultar complicado para los analistas
debido a superposicion de sefales que se pueden presentar, una herramienta auxiliar
para la resolucion de estos problemas es el uso de calculos computacionales. Se
estableci6 como objetivo del estudio el aislamiento y purificacion de metabolitos
secundarios a partir de esponja de mar, asi como su completa caracterizacion estructural
empleando RMN y célculos tedricos. Debido a que las metodologias disponibles para el
calculo computacional no han sido validadas para su empleo en productos obtenidos de
esponja de mar, se llevo a cabo la validacién de la metodologia de correccién empirica
en un conjunto de 25 moléculas de prueba tanto para *H como para **C, la cual mostr6
la disminucién del error de manera significa para el nicleo de *C; mientras que el ntcleo
de 'H no mostr6 mejoria significativa. El aislamiento de metabolitos secundarios se
realizé a partir de la esponja de mar Haliclona (Reniera) tubifera, la cual se llevé a cabo
mediante maceracibn en metanol, con posteriores extracciones liquido-liquido
empleando diclorometano, acetato de etilo y butanol. La purificacion de los compuestos
se llevd a cabo mediante cromatografia, para posteriormente ser analizados por RMN y
EM. Se obtuvieron 11 compuestos a partir de los extractos trabajados, los cuales fueron
identificados mediante RMN; entre ellos destacan el acido 3-hidroxi-colest-5,6-en-22-
oico y el 6-(14-hidroxi-15-metilpenta-12,14-dien-12-il) uridilato, los cuales corresponden
a estructuras no reportaras en la literatura. El aislamiento de los metabolitos secundarios
obtenidos nos permite concluir que los especimenes colectados se encontraban
sometidos a estrés por depredacién y comenzaban la produccion de mecanismos de
defensa.






ABSTRACT

The study of marine natural products has become important since marine organisms
have shown to be an important source of new therapeutic and agrochemical agents. Sea
sponges have attracted the attention of researchers due to the wide diversity of bioactive
compounds that they produce, becoming one of the main sources of novel and complex
structures. Due to the complexity observed in isolated compounds of sea sponge, it is
necessary to draw upon analytical techniques such as NMR to be able to resolve and
determine those structures; However, the process can be complicated for analysts due
to superposition of signals that can be presented; an auxiliary tool for the resolution of
these problems is the use of computational calculations. The objective of the study was
the isolation and purification of secondary metabolites from sea sponge, as well as its
complete structural characterization using NMR and theoretical calculations. Because the
methodologies available for computational calculation have not been validated for use in
products obtained from sea sponge, validation of the empirical correction methodology
was carried out in a set of 25 molecules so much for *H and for **C, which showed the
decrease of the error significantly for *C; while the 'H showed no significant
improvement. The isolation of secondary metabolites was carried out from the sea
sponge Haliclona (Reniera) tubifera, which was carried out by maceration in methanol,
with subsequent liquid-liquid extractions using dichloromethane, ethyl acetate and
butanol. The purification of the compounds was carried out by chromatography, to be
subsequently analyzed by NMR and MS. Eleven compounds were obtained from the
extracted extracts, which were identified by NMR; These include 3-hydroxy-cholest-5,6-
en-22-oic acid and 6- (14-hydroxy-15-methylpenta-12,14-dien-12-yl) uridylate, which
correspond to structures not reported in the literature. The isolation of the secondary
metabolites obtained allows us to conclude that the collected specimens were under
stress due to predation and began the production of defense mechanisms.
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INTRODUCCION

El ambiente marino posee una gran diversidad de organismos que han probado
ser una fuente rica de nuevas estructuras de metabolitos secundarios biol6gicamente
activos los cuales han tomado gran importancia como prototipos en el descubrimiento
de nuevos agentes terapéuticos y agroquimicos, es por ello que en los uUltimos afios se
ha prestado especial atencion al estudio de los productos naturales de origen marino.* 2

Aunque los océanos contienen una biodiversidad muy superior a la de la tierra,
su exploracion para la busqueda de nuevos compuestos quimicos ha comenzado hace
relativamente poco tiempo en comparacion con el estudio quimico del entorno terrestre.
Un gran nimero de metabolitos biolégicamente activos se han aislado a partir de
bacterias, plantas o animales marinos, dentro de los cuales el grupo mas importante es
el de los invertebrados, dentro del que encontramos a las esponjas de mar, las cuales
han provisto un gran nimero de metabolitos secundarios. 3 *

Las esponjas poseen una gran diversidad quimica que incluye: alcaloides,
péptidos, terpenos, policétidos, acidos grasos, amidas, macrélidos, esteroides y lipidos
poliinsaturados. Muchos de estos metabolitos secundarios muestran diversas
actividades bioldgicas como anticancerigena, anti-incrustante, anti-plasmadica,
antioxidante y antimicrobiana; y suelen mostrar un alto grado de complejidad
molecular.®56

Esta amplia diversidad y complejidad presente en muchos de los compuestos
obtenidos a partir de esponja de mar plantea un nuevo problema en el proceso de
caracterizacion estructural mediante Resonancia Magnética Nuclear (RMN), una de las
técnicas mas importante en dicho proceso debido a que algunos de los compuestos o
parte de ellos pueden mostrar superposicién de sefales en los espectros en una y dos
dimensiones. Dicha superposicion de sefiales representa un reto para el analista, lo cual
en algunos casos retrasa o impide llevar a cabo la asignacion atomo por atomo de
manera completa e inequivoca. Actualmente, gracias a los mudltiples avances
computacionales es posible recurrir al uso de la Teoria del Funcional de la Densidad
(Density Functional Theory, DFT) como una herramienta auxiliar en la asignacion de los
desplazamientos quimicos de RMN en moléculas complejas, lo cual nos permite llevar a
cabo la caracterizacion estructural de las mismas de manera mas rapida, eficiente e
inequivoca.’






ANTECEDENTES
Productos Naturales Marinos

Los productos naturales han sido, y siguen siendo, la mayor fuente de agentes
terapéuticos en el desarrollo de medicamentos. México posee un alto porcentaje de
endemismos y una gran cantidad y diversidad de animales y plantas a partir de los cuales
se han aislado un gran nimero de agentes terapéuticos. Pese a que los ecosistemas
acuaticos de todo el mundo presentan mayor diversidad que los ecosistemas terrestres
el grado de conocimiento del entorno marino es inferior al del entorno terrestre. El
ambiente marino ha mostrado ser una fuente rica de compuestos que han tomado gran
importancia como prototipos en el descubrimiento de nuevos agentes terapéuticos y
agroguimicos. 12811

Si pensamos en el ambiente terrestre, las plantas son la mayor fuente de
productos naturales, mientras que en el océano esta posicion se encuentra ocupada por
invertebrados, como las esponjas, briozoos 0 moluscos; siendo las esponjas la mayor
fuente de productos naturales. En México el estudio de los productos naturales marinos
derivados de esponjas se inicié entre la década de los 70's y 80°s en el Instituto de
Ciencias del Mar y Limnologia de la UNAM y en los ultimos 60 afios de investigacion en
productos naturales de animales marinos se han diferenciado mas de 10,000 diferentes
tipos de moléculas. *8

Las esponjas de mar, que constituyen el phylum Porifera, son los organismos
acuaticos multicelulares mas primitivos y simples que se conocen. En esencia, una
esponja es una agrupacion de células que funcionan juntas, pero con poca integracién y
control de sus actividades celulares.® Los adultos son sésiles e inmdviles, presentan
diversas formas (globosas, incrustantes, ramificadas, en copa, etc.) segun el sustrato y
profundidad en que viven, espacio, tipo de agua, etc.; muestran coloraciones muy
variadas y su tamafio oscila entre 1 cm a 2 m de longitud; carecen de tejidos y érganos
bien definidos. Una de las principales caracteristicas de las esponjas es su estructura
porosa, la cual permite la circulacion de la corriente de agua a través de sus poros y una
red canalicular. Particularmente las esponjas de mar del género Haliclona poseen una
linea secundaria unispicular que las caracteriza, las esponjas de la especie Haliclona
(Reniera) tubifera presentan una coloraciéon purpura-violeta, muestran una morfologia
tubular y presentan una consistencia suave.>!2

Las esponjas han atraido la atencién de quimicos y farmacdlogos debido a la
gran diversidad de compuestos bioactivos que producen y se han destacado por el gran
namero de nuevos metabolitos aislados a partir de ellas cada afio. Entre los diferentes
tipos de productos naturales reportados a partir de esponja de mar, los alcaloides,
péptidos, terpenoides, macrélidos y nucledsidos han atraido la atencién debido a sus
caracteristicas estructurales y su intensa actividad farmacolégica. 3 6 °



Alcaloides

Un gran numero de alcaloides aislados a partir de esponja de mar son
biogenéticamente derivados de la 3-alquilpiridina o reducidos de misma. Estos
metabolitos pueden ser subdivididos segin el nimero de anillos presentes como
triciclicos, pentaciclicos o de acuerdo a la presencia o ausencia de oxigeno.* 14

Uno de los grupos de alcaloides obtenidos a partir de los extractos metandlicos
de esponjas de mar del género Haliclona (Haliclona sp) es el de las manzaminas (Figura
1), alcaloides [B-carbolinicos. El primer compuesto aislado de este grupo fue la
manzamina A (1) como el principal constituyente citotoxico de la esponja Haliclona sp.
Posteriormente fueron aisladas las manzaminas B (2), C (3), D (4) y E (5) (Figura 1);
estos alcaloides han sido aislados de diferentes especies de esponja de mar y han
mostrado importantes actividades como antimalaricos. °

Iz

Figura 1. Estructuras de las manzaminas A-E



Se considera que el género Haliclona es una fuente rica de metabolitos
secundarios, ya que partir de €l se han logrado aislar diversos tipos de alcaloides como
las Densaninas A (6) y B (7) (Figura 2), la 3-dodecilpiridina (8) (Figura 3),
Haliclonaciclaminas A (9) y B (10) (Figura 4) y la Haliciclamina A (11) (Figura 5). A partir
de esponjas pertenecientes a otros géneros se han logrado aislar Haliclonadiaminas A

(12) (Figura 6), diaminas policiclicas como las Neopetrociclaminas A (13) y B (14)
(Figura 7), entre otros. 471621

Figura 2. Estructura de las Desaninas Ay B

74

‘ X

N 8

Figura 3. Estructura de la 3-dodecilpiridina

9) Haliclonaciclamina A, D=25,26
10) Haliclonacilamina B, D=29,30

Figura 4. Estructura de los alcaloides de tipo Haliclonaciclamina
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Figura 5. Estructura de la Haliciclamina A

13 14

Figura 7. Estructura de las Neopetrociclaminas



Péptidos

La mayoria de los péptidos aislados de esponja muestran estructuras sin
precedentes al ser comparados con péptidos aislados de otras fuentes y con
modificaciones en las unidades de aminoacidos. Pueden llegar a presentar aminoacidos
poco comunes en sistemas terrestres y microbianos e incluso algunos de ellos son
totalmente nuevos. Dentro de los péptidos aislados a partir de extractos metandlicos de
esponjas del género Haliclona (Haliclona sp) destacan los péptidos ciclicos de bajo peso
molecular como las Haliclonamidas A (15), B (16), C (17), D (18) y E (19) (Figura 8).

%W R

18 D: R=H
16 B: R=H

17 C: R= H 19 E: R= _\:<

Figura 8. Estructura de los péptidos denominados Haliclonamidas

Terpenos

De diferentes variedades de poriferos se han aislado compuestos de tipo
terpénico; particularmente del género Haliclona. A partir del extracto metandlico y de
Acetato de etilo (AcOEt) de la especie Haliclona (Halichoclona.) sp. se obtuvieron los
Acidos Haliclonicos (20-23) (Figura 9). Mientras que del extracto de AcOEt proveniente
del macerado de la esponja Haliclona sp. se aislé la Halioxepina (24) (Figura 10). Los
cuales mostraron una actividad importante como anticancerigenos. 242
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Figura 10. Estructura de la molécula Halioxepina

Policétidos

Los poliacetilenos lineales y compuestos similares son un grupo creciente de
metabolitos obtenidos de las esponjas de mar. Sin embargo, estos compuestos son
encontrados solo en algunas familias de esponjas, por ejemplo, de la esponja Haliclona
osiris, se han aislado los poliacetilenos Osirina A (25), B (26), C (27) y D (28) (Figura
11). Los policétidos aislados a partir de esponja de mar han mostrado actividades
antimicrobianas, citotoxicas y antivirales. 2
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Figura 11. Estructuras de poliacetilenos aislados a partir de esponja de mar

Macroélidos

Las esponjas contienen una diversa gama de macrélidos que presentan una
gran variedad de actividades biol6gicas: el primer macrélido aislado de una esponja fue
la Latrunculina A (29) (Figura 12), la cual fue aislada de Latrunculia magnifica como un
compuesto ictiotoxico que ademas mostré ser inhibidor de la polimerizacion de la actina.
Dentro de la variedad de macrélidos aislados de esponja de mar se encuentra el
Swinholido A (30) (Figura 13) aislado originalmente de la esponja de mar roja Theonella
swinhoei. Algunos de estos compuestos se encuentran aprobados para su estudio clinico
como tratamiento para el cancer de mama, un ejemplo es la Halicondrina B (31) (Figura
14), la cual fue aislada de la esponja de mar Halichondria okadai y pertenece al grupo
de macrélidos conocidos como Halicondrinas. 4 3 2728
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Figura 12. Estructura de la molécula de Latrunculina A
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Figura 13. Estructura del Swinholido A aislado de la esponja de mar roja
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31

Figura 14. Estructura quimica de la Halicondrina B

Nucledsidos

Los nucledsidos se encuentran conformados por una base nitrogenada unida a
una unidad de azlcar de tipo pentosa. Este grupo de compuestos forma parte de los
bloques de ADN y ARN. Algunos miembros del mismo se han aislado a partir de
organismos marinos, tal es el ejemplo de la Esponjocina (32) (Figura 15), aislada a partir
de la esponja Cryptotethia crypta y de la esponja Haliclona sp. A partir del extracto de
acetona de la esponja C. cripta se aislé por primera vez el compuesto Esponjotimidina
(Ara-T) (33) (Figura 16) el cual dio lugar a la sintesis de nuevos farmacos derivados de
nucledsidos como la Vidarabina y la Citarabina, farmacos empleados para el tratamiento
de varicela y leucemia mieloide aguda, respectivamente. 2931

NH,
= N
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o N N
(@)
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HO OH
32

Figura 15. Estructura del nucledsido Esponjosina
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Figura 16. Estructura del nucledsido Esponjotimidina (Ara-T)

La diversidad de metabolitos aislados a partir de esponja de mar no se limita
Unicamente a los alcaloides, terpenos, nucleésidos o péptidos. Un gran numero de
esteroles se ha asilado a partir de esponja de mar, asi como moléculas de bajo peso
molecular como el acido benzoico (34) (Figura 17) aislado a partir de la esponja
Xestospongia sp, el acido fenilacético (35) (Figura 18) aislado a partir de la esponja
Latrochota sp, entre otros. Esta diversidad de estructuras no se limita a una familia
especifica de esponjas, pues algunos de ellos han sido aislados de esponjas
pertenecientes a diferentes familias. Sin embargo, se desconoce si estos son productos

de degradacion de metabolitos secundarios o participan en la sintesis de los mismos. 3%
33

34

Figura 17. Estructura del acido benzoico

0]

HO

35

Figura 18. Estructura del acido fenilacético
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Caracterizaciéon estructural

En estudios de caracterizacion previos de compuestos obtenidos a partir de
esponja de mar realizados por RMN se encuentra ampliamente reportado el uso de
experimentos de RMN-H, RMN-13C, DEPT (Distortionless Enhacement by Polarization
Tranfer), COSY (Correlation Spectroscopy), TOCSY (Total Correlation Spectroscopy),
NOESY (Nuclear Overhauser Enhancement Spectroscopy), HMBC (Heteronuclear
Multiple Bond Correlation) y HSQC (Heteronuclear Single-Quantum Correlation) o
HMQC (Heteronuclear Multiple-Quantum Correlation) como bateria de experimentos
bésicos, con los cuales se busca cubrir todas las necesidades en la busqueda de
informacion para la completa elucidacién estructural. #1013

La técnica de RMN depende de la sensibilidad de la frecuencia de resonancia
en un ndcleo atémico y su ambiente quimico cuando un campo magnético es aplicado.
Tanco el desplazamiento quimico como las constantes de acoplamiento, J, dependen
del apantallamiento magnético de los nucleos, el cual es un nimero asociado con cada
nucleo resonante, y debido a que el cribado del campo magnético externo por la
densidad electrénica de la molécula, depende de la orientacién relativa del campo
magnético externo, este es en realidad un tensor. Se debe considerar que los términos
“desplazamiento quimico” y “apantallamiento” no son lo mismo. El desplazamiento
guimico hace referencia a los valores numéricos asignados en partes por millén para
una sefal determinada tomando un valor de referencia para la calibracion de dichas
sefales. Por su parte, el apantallamiento (0 mas propiamente, el apantallamiento
magnético) describe el cambio relativo en el campo magnético local a nucleos con
posicion relativa al campo magnético externo. Este cambio en el campo magnético local,
el cual se origina en la interaccion de la nube de electrones con el campo magnético
externo, puede producir apantallamiento o desapantallamiento de los nucleos. Cabe
destacar que es, justamente, el valor del tensor de apantallamiento magnético el cual es
empleado en los célculos tedricos del desplazamiento quimico. 3437

Existen varias razones por las que la espectroscopia de RMN es una de las
técnicas analiticas mas importantes para la caracterizacion estructural de moléculas
organicas, entre ellas, se encuentra que los espectros se pueden realizar en poco tiempo
y, en algunos casos, son sencillos; es una técnica que requiere poca cantidad de muestra
(5-90 mg) y no es una técnica destructiva. Sin embargo, el estudio y caracterizaciéon
estructural de metabolitos aislado a partir productos naturales puede representar un reto
para el investigador puesto que las cantidades de metabolito obtenidas pueden llegar a
ser muy bajas, alrededor de 1-10 mg; y las estructuras resultantes pueden llegar a
mostrar superposicion de sefiales debido a la complejidad de las moléculas obtenidas o
la movilidad molecular de las mismas; complicando de esta manera la obtencion de
espectros de buena calidad, razon por la cual, realizar la asignacion a&tomo por atomo
puede ser de gran dificultad adn con los avances en experimentos multidimensionales

13



existentes, tendiendo que considerar el tiempo de equipo disponible para la adquisicion
de espectros de una calidad que puedan proporcionar toda la informacién necesaria.*®

En el estudio de metabolitos secundarios obtenidos de productos naturales
marinos se presentan estos y otros retos, puesto que las moléculas obtenidas suelen ser
més complejas que aquellas aisladas de productos naturales terrestres y al haber pocos
estudios en relacion con estos, no hay puntos de comparacion precisos para los nuevos
metabolitos encontrados. Un desafio importante es la obtencion de cantidades
suficientes de muestra para realizar el aislamiento ya que la mayoria de las especies
marinas a estudiar se encuentran bajo estrictas regulaciones para su manipulacion, lo
gue ocasiona que no se logre obtener cantidades suficientes de muestra para realizar la
caracterizacion estructural inequivoca de los metabolitos secundarios minoritarios
obtenidos. Una alternativa para lograr la completa caracterizacion estructural de
metabolitos en casos complejos es la prediccion del desplazamiento quimico y otras
propiedades de RMN utilizando la Teoria del Funcional de la Densidad (DFT, Density
Functional Theory) y el método GIAO (Gauge-Including Atomic Orbitals).3” 3°

Empleando estos métodos tedricos se puede obtener informacion del
desplazamiento quimico de RMN con suficiente exactitud para lograr diferenciar
estereoisdmeros, identificar intermediarios reactivos, estudiar conceptos fundamentales
como la aromaticidad y conformacién molecular de: moléculas organicas, moléculas
biolégicas, sistemas desordenados y nano estructuras; asi como estudios en carbonos,
y cristalografia de RMN.3437:39

Mientras la técnica de RMN experimental tradicional ha sido accesible para
muchos grupos de investigacion alrededor del mundo por un largo tiempo, los célculos
guimico-cuanticos de desplazamiento quimico han ido ganando popularidad como un
instrumento suplementario a los experimentos en las Ultimas décadas. Ademas, como el
apantallamiento magnético nuclear junto con acoplamientos de espin-espin constituyen
una medida absoluta de la contribucion electrénica al campo magnético local sentido por
el momento dipolar magnético nuclear, los célculos tedricos de esta propiedad posibilitan
sondear sitios nucleares Unicos dentro del sistema molecular en oposicién a otras
propiedades moleculares de segundo orden, por ejemplo: la polarizabilidad dipolo
eléctrico, o la constante de apantallamiento.3’

Las areas de quimica tedrica y computacional que tratan con propiedades de
RMN se ha desarrollado con el paso de los afios y ahora existe un arsenal diverso de
métodos que permiten el calculo de estos parametros a partir de métodos de primeros
principios. La mayoria de los avances se han logrado durante la Ultima década en el
calculo del desplazamiento quimico de RMN. El establecimiento de variantes en el
método Hartree-Fock acoplado con aproximaciones que corrigen el origen, han marcado
un antes y un después en el campo de los célculos del desplazamiento quimico de RMN,
puesto que al ser un sistema de tamafio quimicamente significativo se ha vuelto
accesible a tratamiento cuantitativo. Durante los Gltimos afios se han desarrollado
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poderosas aproximaciones post-Hartree-Fock que incluyen la correlacion electrénica en
el calculo de desplazamientos quimicos. Desafortunadamente, el costo computacional
de estos métodos correlacionados impide su aplicacién rutinaria en algunos problemas
de interés quimico.*’

La DFT es una alternativa méas rapida y econémica computacionalmente, que
difiere de la teoria de Hartree-Fock en el uso de funcionales aproximados llamados
potenciales de intercambio y correlacién en lugar de las integrales ordinarias. Estos
potenciales permiten a la DFT incluir efectos de correlacion electronica con menos
recursos y esfuerzo computacional convirtiéndolo en un procedimiento variacional
alternativo a la solucién de la ecuacion de Schrodinger, donde el funcional de la energia
electronica es minimizado con respecto a la densidad electrénica aplicada a sistemas
electrénicos. 394

El desarrollo de métodos DFT efectivos que incluyan los efectos de correlacion
electronica han sido probados para ser una herramienta importante en el campo de los
calculos de apantallamiento. Una de las principales aspiraciones era incorporar los
efectos no locales perdidos en las aproximaciones semilocales en los métodos DFT
hibridos, como el anteriormente propuesto por Becke (B3LYP), con la idea de reducir
errores y aumentar los alcances practicos de DFT. Como respuesta a estas necesidades
surge el funcional wB97X-D creado por Head-Gordon y colaboradores,* el cual muestra
mejoras importantes para las interacciones no covalentes y similar efectividad y exactitud
para las interacciones covalentes.*4°

Uno de los métodos mas notables para calcular espectros RMN es el método
GIAO ya que proporciona mejores resultados con un menor tamafio en el conjunto de
funciones bases.3® 46 47 Diversos grupos de trabajo han incorporado este método en
paquetes comerciales de software y esto ha contribuido a seleccionar dicho método
como primera eleccion para la mayoria de los célculos de RMN. Pese a los beneficios
del empleo de estas técnicas computacionales existen errores inherentes asociados al
calculo de los desplazamientos quimicos y otras constantes de RMN. Estos errores, en
algunos casos, pueden tener una desviacién de hasta 0.4 ppm para H y cerca de 10
ppm o mas para ®°C, los cuales son claramente muy grandes para diferenciar
estereoisomeros en productos naturales o identificar intermediarios reactivos. Las
fuentes de error sistematicos pueden estar asociadas a la correlacion de electrones, las
interacciones intermoleculares e interacciones con el solvente, la movilidad
conformacional, el efecto de &tomos pesados y los efectos rota-vibratorios. Estas fuentes
de error se hacen mas importantes cuando las moléculas presentan estructuras
complejas con una alta movilidad. Una de las formas mas efectivas de reducir la mayoria
de estos errores sin emplear metodologias mas complejas, es el empleo de métodos de
escalamiento empirico. Estas técnicas se usan para lograr calculos de gran precision de
desplazamientos quimicos con recursos computacionales pequefios o moderados. En
este enfoque todas las fuentes de error sistematico se reducen por medio de factores de
escalamiento determinados mediante el analisis de regresién lineal de datos
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experimentales de desplazamientos quimicos y sus respectivos resultados tedricos.** 48
50

En particular, modelos basados en procedimientos de regresion lineal han sido
desarrollados para el nivel de calculo wB97X-D/6-31G(d). Dicho modelo ha sido
desarrollado y ampliamente validado usando una coleccion considerable de moléculas
de los cuales existe informacién experimental confiable y disponible. Dicho modelo se
encuentra implementado en el cédigo Spartan”16.4°

A medida que los estudios en quimica organica avanzan, las moléculas de
interés se vuelven cada vez mas grandes y con ellas el desarrollo de métodos
computaciones que puedan tratar estos sistemas crece rapidamente.*® Una de las
aplicaciones bésicas del calculo tedrico del desplazamiento quimico es ayudar a asignar
espectros de dificil analisis que presentan sobreposicion de sefiales, esto debido a la
claridad en los espectros obtenidos teéricamente, donde se observa de manera precisa
la correspondencia entre los desplazamientos quimicos y el ndcleo respectivo. Un
ejemplo representativo del uso de técnicas computacionales para la correccion de la
asignacion en espectros complejos es el reportado por Facelli;*° en el cual mediante la
comparacion de los desplazamientos quimicos tedricos se corrigio la asignacion de las
sefales observadas para la metil-bacteriofeoforbida A y la metil-bacterioclorofila. En la
Figura 19 se muestra la estructura de la metil-bacteriofeoforbida A (36), mientras que en
la Figura 20 se muestran las graficas de regresion lineal que muestran la mejoria de la
correlacion entre los valores computacionales y experimentales luego del ajuste con
ayuda de los célculos tedricos. °°

i,

e

36

Figura 19. Estructura de la metil-bacteriofeoforbida A
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Methyl Bacteriopheophorbide-a "*C Chemical Shifts - Original Assignments

Caktulated Values (ppm)

i

] 20 40 B0 a0 100 120 140 160 180 200
Expernmental Valueas (ppm)

Methyl Bacteriopheophorbide-a *C Chemical Shifts - Revised Assignments

Caleulated Values (ppm)

DI:I 20 40 &0 BO 100 120 140 160 180 200

Exparimental Valuas (pom)

Figura 20. Graficas de regresion que muestran la correlacién de las asignaciones
original y revisada de la Metil-bacteriofeoforbida A. Imagen tomada de la referencia 50.

En la gréfica A (Figura 20A) se muestra la correlacion entre el desplazamiento
quimico tedrico contra el experimental de la asignacion original; en la grafica B (Figura
20B) se observa la misma correlacion luego de la revision en la asignacion con ayuda
de métodos computacionales. °

Otro problema significativo en la elucidacién estructural de productos naturales
es la determinacion de la estereoquimica. Los célculos computacionales del
desplazamiento quimico permiten distinguir estructuras relacionadas. Un ejemplo de
esta aplicacion es el trabajo realizado con el Vanusal B, cuya estructura fue propuesta y
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posteriormente asignada a un diastereomero diferente basado en la informacion
experimental obtenida por RMN.>! Luego de la revisién de la estructura se obtuvieron los
valores teéricos de desplazamientos quimicos de H y 13C de todos los posibles
diastereémeros, los resultados mostraron que los céalculos teéricos fueron capaces de
proporcionar informacion para la resolucion de la estructura de una manera mas rapida
y eficiente. Otro ejemplo claro de la ayuda de los calculos computacionales en la
resolucion de problemas de diasteredmeros en productos naturales es el caso de la
Nobilisitina A, la cual fue aislada y caracterizada por Evidente y colaboradores en 1999;
52 |a estructura originalmente propuesta present6 problemas de coincidencia cuando se
llevé a cabo el proceso de sintesis total de la misma. El estudio computacional permitio
determinar la estructura correcta de la Nobilistina A (Figura 21).5% %

Nobilisitina A Nobilisitina A
Propuesta original Estructura corregida

Figura 21. Estructura original propuesta de la Nobilisitina A y estructura corregida con el
empleo de célculos computaciones de la Nobilisitina A.

En los ultimos afios se ha prestado especial atencién al estudio de las proteinas,
particularmente en la conformacion sobre la cadena de péptidos; en estudios realizados
mediante la comparacion de parametros obtenidos experimentalmente y valores de
desplazamiento quimico obtenidos empleando DFT, se ha observado mayor facilidad en
la caracterizacion de las mismas empleando métodos computacionales como
auxiliares.>®> Otro ejemplo de las aplicaciones es el reportado por Pierens y
colaboradores,*® en el cual se realiza el célculo teéricos de la molécula de Colchicina y
mediante la comparaciones de los valores tedricos y experimentales es posible
determinar las estructuras monomeéricas y diméricas al variar las disoluciones.*®
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OBJETIVO GENERAL

Obtencién de metabolitos secundarios de Haliclona (Reniera) tubifera y su
caracterizacion estructural por medio de experimentos en 1 y 2D de RMN vy teoria del
funcional de la densidad.

Objetivos especificos

e Aislamiento y purificacién de metabolitos secundarios de H. (Reniera) tubifera, a
partir de los extractos con metanol, diclorometano y de acetato de etilo,
empleando métodos cromatograficos.

e Caracterizacién estructural de los metabolitos aislados empleando experimentos
de RMN en una y dos dimensiones, homo y heteronucleares; y espectrometria
de masas.

o Optimizacion de la geometria y célculo de modos normales de vibracion
empleando la Teoria del Funcional de la Densidad;

e Determinacion del tensor de apantallamiento a través del método GIAO.
Validacion estadistica del modelo y prediccion teérica del desplazamiento
guimico de las moléculas aisladas, para su correcta elucidacion estructural.
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METODOLOGIA
Material y equipo de laboratorio

Los disolventes empleados para las separaciones y purificaciones fueron de
grado industrial y destilados en el laboratorio previamente a su uso.

Los andlisis por cromatografia en capa delgada (CCD) y capa delgada
preparativa (CCDP) se realizaron en cromatofélios de aluminio impregnados con silice
60 de grosor de pelicula de 200 um e indicador de fluorescencia a 254 nm, de la marca
Merck®; mientras que los fraccionamientos y la purificacién de los metabolitos se realizo
por cromatografia en columna (CC) con gel de silice de tamafio de particula de 63-200
um (70-230 tamafio de malla) y gel de silice 60 (2-25 um) para CCD.

Los compuestos purificados fueron analizados mediante Resonancia Magnética
Nuclear; en un equipo RMN Bruker modelo Avance Il HD 400 con una sonda BBO de
5mm con un gradiente protegido en z, para los experimentos homonucleares vy
heteronucleares en una y dos dimensiones, empleando disolventes deuterados de
acuerdo a la polaridad del compuesto y tomando como referencia la sefal residual de
los mismos.

El andlisis mediante Cromatografia de Gases acoplado a espectrometria de
masas (CG-EM) se llevé a cabo en un cromatdgrafo Agilent Technology 6890N,
empleando una columna DB-5 de 30 m de longitud y 0.32 um de grosor de recubrimiento;
empleando Helio como fase mévil a un flujo de 1 mL/min con una temperatura de
inyeccién inicial de 80° e incrementos de 15°/min hasta llegar a la temperatura final de
300°C en un tiempo de 15 min, con un detector de masas 5973N.

El analisis de masas de realizé en un espectrometro de masas JEOL GCMate
Il con métodos de ionizacion: Impacto Electrénico a 70 eV a una temperatura de 300°C
y FAB (Fast atom bombardment) en modo positivo y negativo; utilizando DMSO con
ultramark® como marcador de peso molecular.

Los calculos computaciones se llevaron a cabo en una computadora de
escritorio con sistema operativo Windows 7® con un procesador Intel Xeon Inside de 4
nacleos y 8 Gb de memoria RAM.

Material animal

Las muestras de esponja de mar Haliclona (Reniera) tubifera fueron colectadas en las
costas del estado de Yucatan, México a una de profundidad 0.5-1 m el 2 de noviembre
de 2015 en las coordenadas 21°12’-21°22’ latitud norte 81°69’-89°64’ longitud oeste. La
recolecta de los organismos se realizé por medio de buceo libre, obteniéndose una
biomasa total de 8.145 Kg. Los organismos recolectados fueron colocados
inmediatamente en hieleras y transportados al laboratorio, donde se llevd a cabo la
limpieza.
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Preparacion del material y obtencion de extractos

Las muestras de esponja de mar se limpiaron de todo material extrafio y se
congelaron hasta su procesamiento. El procesamiento de las muestras congeladas se
realizé triturando y congelando nuevamente para ser sometidas a liofilizacién. La
extraccion de los compuestos se llevd a cabo mediante macerado de metanol (MeOH)
durante 72 h y cuidando en todo momento la exposicion a la luz. El extracto metandlico
seco fue resuspendido en una mezcla MeOH:H;O en proporciones 3:1. A partir de esta
suspension se realizaron particiones con diclorometano (CH:Cly), acetato de etilo
(AcOEt) y butanol (BuOH) y se obtuvieron los siguientes los extractos: diclorometano (3
g), acetato de etilo (3.5 g) y butanol (39 g), Figura 22.

Esponja de Mar
Haliclona (Reniera) tubifera
(1.490 kg)

Macerado por 72 h
metanol

Extracto MeOH

MeOH:H,0 3:1
Particion liquido-liquido
diclorometano

v v

Extracto CHZCI2
349

Fase acuosa

Particion liquido-liquido
acetato de etilo

Extracto AcOEt Fase acuosa
39
Particion liquido-liquido
butanol
Extracto BuOH 39 g Fase acuosa

Figura 22. Esquema de obtencion de los extractos a partir de la esponja de mar Haliclona
(Reniera) tubifera.

22



Purificacién de compuestos aislados
Columna primaria particién con diclorometano

A partir del extracto de diclorometano se realizé una columna primaria de 6 cm
de diametro empacada con gel de silice de tamafio de particula de 63-200 um (70-230
tamafio de malla), y eluida con una fase movil de la mezcla hexano (Hex):CH.Cl, en
proporciones 90:10, 70:30, 50:50, 30:70, 10:90 y 0:100 para continuar con el sistema
CH.Cl,:AcOEt en proporciones 90:10, 70:30, 50:50, 30:70 y 10:90 (Figura 23). De dicha
columna se obtuvieron 111 fracciones las cuales fueron analizadas por CCD vy
posteriormente reunidas por similitud en 26 fracciones primarias etiquetadas tDCM de
A-Z.

Fraccionamiento secundario y separacién de compuestos

La fraccion tDCM-C fue separada por CCD en el sistema Hex:AcOEt en
proporciones 70:30, separandose dos fracciones etiquetadas como tDCM-C1 y tDCM-
C2, las cuales se analizaron por RMN-'H y a partir de la fraccion tDCM-C1 se obtuvieron
2.3 mg del compuesto 1. Asi mismo las fracciones tDCM-D y tDCM-E fueron sometidas
a CCDP empleando el mismo sistema, de donde se obtuvieron 2.7 mg del compuesto
1.

La fraccibn tDCM-J fue separada por CCDP con un sistema
Hex:CHCl;:Acetona (Me,CO) en proporciones 70:10:20 y se obtuvieron siete bandas
etiquetadas como tDCM-J.1- tDCM-J.7. Se analizaron por RMN-'H a las fracciones
tDCM-J.4 y tDCM-J.6, esta ultima resultdé en 4.1 mg de una mezcla de compuestos, de
la cual se pudo identificar un compuesto mayoritario etiquetado como compuesto 2, al
cual se le realizaron experimentos de CG-EM y RMN en 1y 2D. La fraccién tDCM-J.4
fue purificada empleando CCDP en el sistema Hex:DCM en proporcion 70:30;
obteniéndose tres fracciones etiquetadas como tDCM-J.4.1, tDCM-J.4.2 y tDCM-J.4.3;
la fraccion tDCM-J.4.2 fue identificada como el compuesto 3 (2 mg) y la fraccion tDCM-
J.4.3 se identificé como el compuesto 4 (0.1 mg).

Las fracciones tDCM-S y tDCM-T se reunieron y se separaron por cromatografia
en columna empleando una columna de 1 cm de diametro con gel de silice 60 con fase
movil Hex:AcOEt en proporciones 100:0, 90:10, 80:20, 70:30, 60:40, 50:50, y 40:60. De
dicha columna obtuvieron 30 fracciones las cuales fueron reunidas en 4 fracciones
(tDCM-ST.A - tDCM-ST.D). Se trabajo con la fraccion tDCM-ST.A, a la cual se le realizé
una CCDP en con el sistema Hex:AcOEt en proporciones 30:70, de ésta la fraccion de
mayor polaridad se identificé el compuesto 5 (3.5 mg).

En las fracciones tDCM-Y y tDCM-Z se observé un precipitado, estos fueron
filtrados, etiquetados como tDCM-Y.1 y tDCM-Z.1 y se analizaron por RMN-'H
identificAndose el compuesto 6 (135 mg) en ambos casos. En la Figura 23 se muestra
un esquema de la purificacion de los productos ahora mencionados.
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Extracto con Diclorometano
(39

cC
gel de silice 60
(63-200 pym)
Hex:CHzCl2

26 fracciones

tDCM-C a
tDCM-E tDCM-J tDCM-ST tDCM-YZ
CCDP e
gel de silice 60 CCDP C
Hex:AcOEt . gel de silice 60 o
) gel de silice 60 . Precipitado
70:30 Hex:CHzClz:(Me)2CO Hex:AcOEt
70:10:20
Compuesto 1 Compuesto 5 | | Compuesto 6
(5 mg) (3.5 mg) (135 mg)

Compuesto 2 tDCM-J.4 (2.4
(4.1 mg) mg)

CCDP
gel de silice 60
Hex:CH2Cl2
70:30

Compuesto 3 Compuesto 4
(2 mg) (1 mg)

Figura 23. Esquema de purificacion de los compuestos obtenidos a partir del extracto
de diclorometano del macerado en metanol

Columna primaria, particion con acetato de etilo

A partir del extracto de diclorometano se realiz6 una columna primaria de 6 cm
de diametro empacada con gel de silice (63-200 um), y eluida con una fase mavil de la
mezcla Hex:AcOEt en proporciones 90:10, 70:30, 60:40, 50:50, 30:70, 10:90 y 0:100
para continuar con el sistema AcOEt:MeOH en proporciones 90:10, 70:30, 50:50, 30:70
hasta llegar al 100% de MeOH. De dicha columna se obtuvieron 80 fracciones las cuales
fueron analizadas por CCD y posteriormente reunidas por similitud en 6 fracciones
primarias etiquetadas tAc de A-F.
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Fraccionamiento secundario y separacién de compuestos

La fraccion tAc-A fue separada mediante CC, empleando una columna de 1 cm
de didmetro empacada con gel de silice 60 y con fase movil Hex:AcOEt en gradiente,
incrementando la polaridad en proporciones 90:10, 80:20, 70:30, 60:40, 50:50, 40:60,
30:70, 20:80 y 10:90. Se obtuvieron 45 fracciones reunidas por similitud en 5 fracciones
etiquetadas tAc-Aa - tAc-Ae . Dichas fracciones fueron analizadas por RMN-'H y de las
fracciones tAc-Aa (2.4 mg), tAc-Ab (14.4 mg) y tAc-Ab (10.9 mg) se obtuvieron los
compuestos 5, 7 y 8 respectivamente.

La fraccion tAc-B fue separada mediante cromatografia en columna, empleando
una columna de 1 cm de didmetro empacada en gel de silice con tamafio de particula
de 2-25 um y con fase movil Hex:AcEt en gradiente, incrementando la polaridad en
proporciones 90:10, 80:20, 70:30 60:40, 50:50, 40:60, 30:70, 20:80, 10:90. Se obtuvieron
60 fracciones que fueron reunidas en tres fracciones etiquetadas como tAc-B1 - tAc-B3.
Se obtuvieron 6.9 mg de la fraccién tAc-B2 la cual fue purificada empleando CCDP con
fase movil 70:30 y fue identificada como el compuesto 9 del cual se obtuvieron 5.2 mg.

La fraccion tAc-C fue separada mediante CC, empleando una columna de 1 cm
de didmetro con fase moévil CHCIs:Me,CO 1:1. Se obtuvieron 38 fracciones que fueron
reunidas por similitud por CCD en cuatro fracciones etiquetadas como tAc-C1 a tAc-C4.

La fraccién tAc-C2 se separé por CCDP con fase mévil CHCI3:Me,CO 1:1 de la
cual se obtuvo la fracciéon tAc-C2 de 2.9 mg que fue analizada por RMN-H y se identificd
como el compuesto 10 (3.2 mg).

La fraccion tAc-F fue disuelta en MeOH, de ella se obtuvo un precipitado que
fue separado por decantacion. La fraccién sin el precipitado fue separada empleando
cromatografia en columna con gel de silice con tamafio de particula de 2-25 um en una
columna de 2 cm de diametro empleando como fase movil CH.Cl,:Me,CO con gradiente,
incrementando la polaridad en proporciones 90:10, 70:30, 50:50, 30:70, 10:90 y 00:100.
Se obtuvieron 60 fracciones reunidas por similitud en cuatro fracciones etiqguetadas como
tAc-F1 a tAcF4. La fraccion tAc-F1 fue analizada por RMN-'H y se identifico el
compuesto 6 (17.3 mg). Esto se muestra en la Figura 24.
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Extracto con acetato de etilo

(39)
cc
gel de silice
(malla 70-230)
Hex:AcOEt;
AcOEt:MeOH
6 fracciones
tAc-A tAc-B tAc-C tAc-F
cc cc CCDP y C‘?I. o0
gel de silice 60 gel de silice 60 gel de silice 60 gel de §| ice
Hex AcOEt Hex:ACOEt CHCI3:Me2CO CHClz:Me2CO
11

Compuesto 5 | | Compuesto 6

(2.4 mg) tAc-B2 tAc-C2 (17.3 mg)
Compuesto 7 | | CCDP CCDP

(14.4 mg) gel de silice 60 gel de silice 60

AcOEt:Me2CO CHCI3:Me2CO
70:30 1:1

Compuesto 8

(10p9 mg) Compuesto 9 Compuesto 10

: (5.2 mg) (2.9 mg)

Figura 24. Esquema de purificacion de los compuestos obtenidos a partir de la fraccién
de acetato de etilo del extracto metandlico

Particion del extracto con butanol

Se realizé una extraccioén liquido-liquido empleando CH.Cl, y AcOEt. El extracto
de BuOH se resuspendio en MeOH:H,O en proporciones 3:1, a partir de dicha extraccién
se obtuvieron 1.5 g de extracto con CH,Cl, y 19.5 g de extracto de AcOEt.

Columna primaria de la fraccion con AcOEt del extracto butandlico

A partir de la particiobn con AcOEt del extracto butandlico se realizé una columna
primaria de 6 cm de diametro empleando como fase estacionaria silica gel (63-200 um)
y como fase movil primeramente un sistema en gradiente con Hx:Me,CO incrementando
la polaridad en proporciones 90:10, 70:30, 50:50, 30:70, 10:90 y 00:100, para continuar
con un sistema de gradiente con Me.CO:MeOH incrementando la polaridad en
proporciones de 90:10, 70:30 y 50:50. A partir de dicha columna se obtuvieron 38
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fracciones, las cuales fueron analizadas mediante CCD y reunidas en 7 fracciones
etiquetadas como tBuA-A a tBuA-G.

Separacion de compuestos

La fraccion tBuA-F mostré la presencia de un precipitado blanco luego de ser
resuspendida en MeOH; dicho precipitado fue separado del liquido disuelto mediante
filtrado al vacio, el precipitado se identifico como el compuesto 11, del cual se obtuvieron
205 mg, Figura 25.

Extracto BuOH
(39 a)

MeOH:H,0 3:1
Particion liquido-liquido
diclorometano

! ’

Extracto CHZCI2

Fase acuosa

159
Particion liquido-liquido
acetato de etilo
A
EXtraCtO ACOEt Fase acuosa
195¢g
CcC

gel de silice (63-200 pym)
Hex:Me2CO; Me2CO:MeOH

tBUuA-F

Precipitado

Compuesto 12
(205 mg)

Figura 25. Esquema de purificacion de los compuestos obtenidos a partir de la fraccion
de butanol del extracto metandlico
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Prediccion del desplazamiento quimico

De la literatura se selecciond un conjunto de 25 moléculas de prueba, del cual
se realiz6 la validacion externa del modelo de correccion empirica para el ntcleo de **C.
El conjunto de prueba fue seleccionado considerando moléculas aisladas a partir de
esponja de mar con distintos tipos de entornos quimico para grupos de *C y 'H, asi
como diversidad en las hibridaciones para los nicleos de **C, diversidad en movilidad
molecular y peso molecular. Se consideraron 585 datos tedéricos y experimentales para
el nucleo de *C y 588 datos tedricos y experimentales para el ntcleo de *H; de los cuales
para el nucleo de *C se consideraron 145 carbonos cuaternarios, 209 metinos, 194
metilos y 37 metilenos. En la Tabla 1 se muestran las estructuras y procedencia de las
moléculas del conjunto prueba.
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Tabla 1. Moléculas del conjunto de prueba para la validacion de la metodologia del célculo teérico del desplazamiento quimico.

Compuesto

Estructura

Fuente de obtencion

1 (10E,122)-Haliclonadiamina

2 (10Z,12E)-Haliclonadiamina

3 3-dodecilpiridina

4 Acido haliclénico A

Halichondria panicea

Halichondria panicea

Haliclona sp

Haliclona (Halichoclona) sp




0¢€

Compuesto

Molécula

Fuente de obtencion

Acido haliclénico B

Formilindol

Halichondriamina A

T

\\\\\

NH,

i)

Haliclona (Halichoclona) sp

Oceanapia Sagittaria (Sollas)

Halichondria sp




153

Compuesto

Molécula

Fuente de obtencion

8

9

Haliclonaciclamina A

Haliclonaciclamina B

Haliclona sp

Haliclona sp
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Compuesto

Molécula

Fuente de obtencion

10

11

12

Halioxepina

Kuanoniamina A

Kuanoniamina B

Haliclona sp

Oceanapia sagittaria

Oceanapia sagittaria




€€

Compuesto

Molécula

Fuente de obtencion

13

14

15

Kuanoniamina D

Kuanoniamina E

Kuanoniamina F

Oceanapia sagittaria

Oceanapia sagittaria

Oceanapia sagittaria
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17

Compuesto Molécula Fuente de obtencion
16 Manzamina A Haliclona sp
OH
Manzamina X (/\ Xestospongia sp

(

Zinine




G¢€

Compuesto

Molécula

Fuente de obtencion

18

19

20

Manzamina Y

Mimosamicina

Neopetrociclamina B

Haliclona sp

Halichondria sp

Neopetrosia cf exigua
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Compuesto Molécula Fuente de obtencion
0
X
21 O-dimetil-renierona HO N Halichondria sp
o}
0
22 Rottnestol Haliclona sp
23 Subarina Oceanapia sagittaria




LE

Compuesto Molécula Fuente de obtencion
X
= N
24 Xestomanzamina A H Xestospongia sp
25 Xestomanzamina B Xestospongia sp




Para llevar a cabo la validacion del modelo se calculé el desplazamiento
guimico tedrico empleando el conformero de menor energia de cada molécula, el
procedimiento para esto se indica en el esquema de la Figura 26.

Construccion de la molécula | ChemDraw Ultra y Spartan'16

Busqueda conformacional Mecéanica molecular (MM)
Spartan’16

Refinamiento de Geometrias

Méetodos QM: DFT Optimizacion final de las

(WB97x-D/6-31g(d)) geometrias
Gaussian 09 58

\4

DFT: wB97x-D/6-31g(d) Calculo de propiedades de
Spartan’16 RMN

Figura 26. Esquema metodolégico para la busqueda de conférmeros de minima energia
y desplazamiento quimico teérico.

El célculo del tensor de apantallamiento se realizé usando la aproximacion
isotropica para cada H y *C de las moléculas del grupo de prueba a través del método
GIAO y empleando el modelo tedrico wB97X-D/6-31G(d). Los parametros de regresion
lineal entre el tensor de apantallamiento isotrdpico teérico aplicados en la correccion del
célculo del desplazamiento quimico del 3C fueron determinados usando un conjunto de
datos que comprende ~8000 carbonos sp*, ~620 carbonos sp? y ~450 carbonos sp a
partir de una biblioteca de ~3000 moléculas organicas con ~15,000 carbonos unicos,
pero sin tomar en cuenta la procedencia de las mismas.

A partir del modelo de correccion empleando regresion lineal desarrollado por
Spartan’16 (Figura 27) “° se llevd a cabo el calculo del desplazamiento quimico teérico
corregido, el cual fue contrastado con los resultados obtenidos sin emplear el modelo de
correccion.
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Tensor de apantallamiento isotropico experimental

Tensor de apantallamiento isotrépico tedrico

Figura 27. Gréfica de regresion lineal del niicleo de *3C. Imagen tomada del Manual de
usuario del programa Spartan’164°

La correccion del desplazamiento quimico de **C se llevé a cabo empleando la
Ecuacion (1)

13Ci=13Ci-m+Zk [X (O)k + X (l)k (Ri,k— l) + X(z)k (Ri,k— 1)2] (1)

La cual se encuentra implementada en el cédigo Spartan”16 y en donde *3C; es
el desplazamiento quimico corregido, °C es el desplazamiento quimico sin corregir y m
es el factor de escalamiento. La sumatoria se lleva a cabo empleando todos los enlaces
(1 o 2 para carbonos sp, 3 para carbonos sp? y 4 para carbonos sp?); Xy, X3y, X®, son
parametros que dependen del atomo enlazado a carbono y Rix son las longitudes de
enlace a carbono. La optimizacién geométrica se realizé usando el c6digo Gaussian 09
en su version Linux® y el calculo de los desplazamientos quimicos corregidos fue llevado
a cabo con el cédigo Spartan”16.4°
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RESULTADOS Y DISCUSION

Prediccion de desplazamiento quimico tedérico

A partir del conjunto de moléculas prueba se llevé a cabo la validacion externa
de la metodologia propuesta. Tras el calculo del desplazamiento quimico tedrico se
obtuvo el promedio del error obtenido para *H y *C el cual corresponde a la diferencia
absoluta entre el desplazamiento quimico tedrico y el desplazamiento quimico
experimental. Los valores obtenidos del error del conjunto de moléculas de prueba se
contrastaron con el error maximo reportado en la literatura, de 0.4 ppm para *Hy 10 ppm
0 mas para *C.%¢ Para el caso del H se observé que el error obtenido (0.26 ppm) se
encuentra por debajo del error reportado para este tipo de calculos.*

En el caso del nicleo de *3C, para el célculo del desplazamiento quimico teérico
se obtuvieron dos resultados, uno el obtenido del modelo sin corregir y el que resulta al
aplicar la correccion empirica (Ecuacién 1). En el analisis del modelo corregido (2.15
ppm) y el modelo sin corregir (3.60 ppm), se aprecia que ambos modelos se encuentran
por debajo del error maximo reportado en la literatura para el *C.*¢ Al comparar ambos
valores se observa una mejoria en la prediccién del desplazamiento quimico al emplear
el modelo corregido, el cual muestra un error inferior hasta por 1.45 ppm contra el modelo
sin corregir, ademas de obtenerse con una desviacién estadndar menor (0.81 contra 1.5).
El promedio del error para cada molécula del conjunto de prueba se aprecia en la Tabla
2.

Un analisis mas detallado del error se llevd a cabo observando el efecto que la
correccion empirica tiene en los conjuntos de atomos de carbono con caracteristicas
similares, dichas caracteristicas agrupan a los nudcleos en funcién del nimero de H
unidos a ellos; considerando dentro de estos grupos, carbonos de grupos metilo,
metileno, metino y carbonos cuaternarios. Los resultados obtenidos se muestran de en
la Tabla 3, en la cual se observa la disminucién del error en el modelo corregido al ser
comparado con el modelo sin corregir para la mayoria de las moléculas del conjunto de
moléculas prueba, siendo mas notoria esta mejoria en el caso de los carbonos
agrupados como metinos y carbonos cuaternarios.

Se observé que, para los metilos, metinos y carbonos cuaternarios el promedio
del error antes de la correccion es mayor al promedio del error después de la correccién.
Los metilenos muestran una tendencia opuesta en la cual el modelo sin corregir presenta
un error ligeramente menor al modelo corregido. Cabe destacar el caso de los carbonos
cuaternarios en donde la disminucién del error es mas pronunciada, para este grupo de
atomos es claramente apreciable el beneficio de emplear la metodologia de correccion
del calculo (Tabla 4).
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Tabla 2. Promedio de error y desviacion estandar de cada molécula del conjunto de
prueba

Compuesto H 13C corregido 13C sin corregir

promedio D.E* promedio D.E* promedio D.E*

1 (10E,12Z)-Haliclonadiamina 0.24 0.21 2.03 1.09 2.32 1.95
2 (10Z,12E)-Haliclonadiamina 0.28 0.25 3.00 1.73 3.06 2.60
3 3-dodecilpiridina 0.14 0.11 1.91 1.51 2.92 1.99
4 Acido haliclénico A 0.22 0.21 2.46 3.84 3.03 3.98
5 Acido haliclénico B 0.22 0.19 1.54 1.40 2.6 2.30
6 Formilindol 0.25 0.18 2.42 3.02 6.98 3.67
7 Halichondriamina A 0.20 0.14 2.09 1.55 2.41 2.18
8 Haliclonaciclamina A 0.24 0.21 3.30 2.49 3.86 2.84
9 Haliclonaciclamina B 0.41 0.37 2.27 2.63 2.82 2.69
10  Halioxepina 0.20 0.16 1.58 1.13 4.08 7.68
11 Kuanoniamina A 0.41 0.22 2.14 1.36 3.82 1.81
12 Kuanoniamina B 0.28 0.24 1.88 1.41 2.87 1.80
13 Kuanoniamina D 0.23 0.23 2.09 1.54 3.42 1.87
14 Kuanoniamina E 0.23 0.17 1.87 1.38 3.26 1.78
15 Kuanoniamina F 0.17 0.17 1.31 1.80 3.48 2.29
16 Manzamina A 0.37 0.42 4.62 3.85 5.41 3.01
17 Manzamina X 0.20 0.18 2.06 2.63 3.75 2.71
18  ManzaminaY 0.34 0.25 3.90 3.69 4.82 3.80
19 Mimosamicina 0.21 0.08 1.45 1.25 413 2.29
20  Neopetrociclamina B 0.18 0.19 2.20 1.79 410 6.49
21 O-dimetil-renierona 0.14 0.08 1.94 2.00 3.16 2.36
22  Rottnestol 0.16 0.18 1.47 1.35 2.28 1.25
23 Subarina 0.10 0.12 1.69 1.61 4.20 2.22
24 Xestomanzamina A 0.18 0.17 1.16 1.08 4.00 1.21
25  Xestomanzamina B 0.31 0.45 1.42 1.38 3.10 1.74
Promedio 0.26 0.21 215 1.94 3.60 2.74

Desviacion estandar 0.08 0.81 1.05

*Desviacion Estandar
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Tabla 3. Promedio de errores por grupos de nucleo para cada molécula del conjunto de prueba.

Metilos Metileno Metino Cuaternario
Compuesto 1 BC BC sin H B3C B3C sin H B3C BC sin B3C BC sin
corregido corregir corregido corregir corregido corregir corregido  corregir

(10E,122)-Haliclonadiamina 0.26 2.32 2.08 0.26 2.27 3.20

(10Z,12E)-Haliclonadiamina 0.16 2.06 2.25 0.32 3.66 412

3-dodecilpiridina 0.22 2.46 2.73 0.13 1.95 3.40 0.89 5.99
Acido haliclénico A 0.25 5.71 6.21 0.20 1.35 1.77 0.51 3.19 3.44 1.36 3.34
acido haliclénico B 0.29 1.90 2.76 1.04 3.49
Formilindol 0.51 2.07 1.92 0.25 2.82 7.66 1.66 5.62
Halichondriamina A 0.27 2.10 2.82

Haliclonaciclamina A 0.36 2.57 2.60 0.28 2.39 3.45

Haliclonaciclamina B 0.19 1.68 1.50 0.68 3.26 3.55

Halioxepina 0.25 1.31 2.01 0.26 1.85 345 1.25 7.55
Kuanoniamina A 0.21 2.48 2.06 0.40 2.1 4.57 2.23 2.88
Kuanoniamina B 0.12 0.86 0.34 0.15 3.41 2.81 0.34 1.52 3.53 2.18 3.08
Kuanoniamina D 0.1 0.26 1.07 0.18 2.74 2.17 0.26 1.64 443 243 3.15
Kuanoniamina E 0.81 1.21 1.17 0.08 1.93 2.12 0.23 1.42 3.38 2.27 3.97
Kuanoniamina F 0.12 1.44 1.49 0.34 6.08 6.03 0.21 1.75 4.09 2.79 4.19
Manzamina A 0.20 4.44 4.55 0.44 4.58 511 2.08 4.72
Manzamina X 0.29 3.70 3.34 0.20 1.73 3.07 1.18 3.54
Manzamina Y 0.38 5.58 6.40

Mimosamicina 0.22 0.9 1.89 0.17 2.05 2.07 0.11 1.90 2.58 1.56 5.54
Neopetrociclamina B 0.23 243 3.61

O-dimetil-renierona 0.1 1.11 1.8 0.15 1.74 1.64 0.15 2.95 3.27 1.84 3.94
Rottnestol 0.13 0.96 2.20 1.71 2.33
Subarina 0.01 0.05 1.93 0.11 1.34 4.87 2.28 3.78
Xestomanzamina A 0.04 2.08 1.63 0.20 0.94 417 1.39 413
Xestomanzamina B 0.32 0.68 2.61 2.24 3.82
Promedio 0.20 1.49 1.95 0.23 2.64 2.54 0.28 2.28 3.83 1.80 417

Desviacion estandar 0.23 1.59 1.58 0.10 1.19 1.17 0.13 1.13 1.21 0.54 1.29




Tabla 4. Promedio de error obtenido de acuerdo al grupo de &tomo analizado.

'H 13C corregido 13C sin corregir
promedio D.E* promedio D.E* promedio D.E*
Metilos 0.20 0.22 1.49 1.03 1.95 0.89
Metilenos 0.23 0.17 2.64 1.78 2.54 1.81
Metinos 0.28 0.22 2.28 1.95 3.83 213
Cuaternarios 1.80 1.47 417 2.99

*Desviacion estandar

Al observar estos resultados se puede confirmar que la metodologia que emplea
la correccion del desplazamiento quimico teérico mediante el modelo de regresion lineal
proporciona resultados mas cercanos a los valores experimentales; Sin embargo, es
necesario realizar una revisién paralela del modelo sin corregir en el caso en que se
presenten carbonos de tipo metileno para poder llevar a cabo una correcta asignacion
estructural.

En el caso de los nlcleos de *H, el error obtenido muestra un valor de promedio
global de 0.26 ppm. En casos particulares se obtuvieron errores cercanos al error
méaximo reportado de 0.4 ppm. Partiendo de los resultados obtenidos del modelo
corregido para *C, se calculé el modelo de regresion lineal empleando 588 datos
tedricos y experimentales de H buscando disminuir el error mediante la correccién
empirica, Figura 28.

A partir de la gréfica de regresion lineal (Figura 28), se encontré la Ecuacion
(2) de correccion para el calculo teérico del & para el *H, obteniéndose:

y=0.986x + 0.0229 ()

Empleando Ecuacién (2) se realiz6 el calculo de los valores corregidos para
H, los cuales fueron comparados con los valores previamente obtenidos sin emplear la
correccion. Estos valores se presentan en la Tabla 5.
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Figura 28. Gréfica de regresion lineal del & teérico contra & experimental para el nlcleo
de 'H

Tabla 5. Promedio de error para 'H corregido y sin corregir

'H
Sin corregir Corregido
Promedio 0.2588 0.2566
Desviacion estandar 0.2555 0.2539

Los valores obtenidos posteriores a la correccion del desplazamiento quimico
tedrico mostraron diferencias despreciables entre los modelos corregidos y sin corregir.
Debido a que se emplearon 588 puntos teéricos y experimentales consideramos que
incluir un mayor numero de los mismos no representaria un cambio en el promedio de
error obtenido. Por ello Gnicamente se empled la metodologia sin corregir para los *H en

el célculo de las moléculas que necesitaron ayuda del calculo tedrico para su completa
asignacion.
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Caracterizacion estructural de compuestos aislados
Compuesto 1

El andlisis mediante CG-EM (Figura 29) indicé la presencia de una mezcla en
la cual se podia apreciar un compuesto mayoritario con un tiempo de retencion (tR) de
17.27 min (Compuesto 1). El espectro de masas (Figura 30) correspondiente al
compuesto mayoritario muestra que dicho compuesto posee un ion molecular de 432
m/z para el cual se observa una pérdida de 18 unidades correspondiente a una pérdida
de agua, asi como una pérdida de 45 unidades correspondiente a un fragmento
[COOH]".

30000000+ o

24,000,000+
21,000,000+

18,000,000+

15,000,000+
16.82

1653 16.98

12,000,000+

16.33

9,000,000+

6,000,000

3,000,000+

TIC
Scan

650 00
L T T T T T e T T T T T T T T T T e B A R A

Min. 15 16 17 18 19

Figura 29. Cromatograma de la mezcla obtenida que muestra a un tR de 17.27 min el
compuesto mayoritario.
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Figura 30. Espectro masas del compuesto 1
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La mezcla fue analizada mediante RMN-'H (Figura 31) en la cual se observan
sefales entre 0.5-2.5 ppm correspondientes a metilos y metilenos, una sefial a 3.54 ppm
(ddd, J = 15.8, 11.0, 4.6 Hz, 1H) correspondiente a un hidrégeno adyacente a un
heteroatomo y una sefial doble a 5.35 ppm (d, J = 5.1 Hz, 1H) correspondiente a doble
enlace. Dichas sefiales son caracteristicas de una molécula de esterol.
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Figura 31. Espectro de RMN-'H del compuesto 1 realizado a 400 MHz en CDCls;
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El espectro de RMN *C muestra la presencia de 28 carbonos (Figura 32A). Se
observa una sefal a 157 ppm correspondiente al carbonilo de un acido carboxilico, se
observan dos sefiales a 121.7 y 140.8 ppm correspondientes a carbonos sp? y una sefial
a 71.8 ppm correspondiente un carbono unido a heteroatomo. Mediante el experimento
DEPT 135° (Figura 32B), se determind la presencia de 10 carbonos que corresponden
a metilenos.

27
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Figura 32. Espectros de RMN-3C (A) y DEPT 135 (B) del compuesto 1 realizados a 400
MHz en CDCls;

La asignacion completa de este compuesto se llevé a cabo con ayuda de los
experimentos en 2D homo y heteronucleares y por comparacion en la literatura, asi, se
determing la estructura base de esterol. En la Figura 33, se observan los acoplamientos
H-H entre el H3 con H2a, H2b y H4. Estos acoplamientos dan lugar a la multiplicidad de
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la sefal de H3 a 3.54 ppm (ddd, J = 15.8, 11.0, 4.6 Hz, 1H), la cual es caracteristica de
esteroles con nucleos D5- y D7-3-hidroxiandrosteno.

3

A

smg-345-A
smg-345-A

i—:

208 2F——@0
2b ]

f1 (ppm)

3.0

F3.5

3“8 3‘.6 3‘.4 3‘.2 3“0 2‘.8 2“6 2.4fz (ppzrf)
Figura 33. Espectro COSY del compuesto 1 que muestra las correlaciones entre H3, H2
y H4 realizado en CDCl; a 400 MHz

Para poder diferenciar el nlcleo base se considera la posicion del doble enlace,
ya que la ésta puede posicionarse entre C4 y C5 o C5 y C6 y pueden presentarse dos o
mas dobles enlaces. El nacleo de tipo D5-3-hidroxiandrosteno posee como caracteristica
un doble enlace situado entre las posiciones 5y 6 del anillo B.® En el espectro HMBC
(Figura 34) se pueden observar las correlaciones entre la sefial a 5.35 ppm (d, J =5.1
Hz, 1H) con un carbono a 31.9 ppm correspondiente al carbono de la posicion C7 y un
carbono a 42.2 ppm perteneciente a C4. A su vez se aprecian las correlaciones ente H4
(2.31 ppm) con un carbono a 140.8 ppm correspondiente a la posicién C5 que por su
desplazamiento quimico confirma la presencia de un doble enlace entre las posiciones
C5 y C6 del anillo B, corroborando la presencia de un nucleo de tipo D5-3-
hidroxiandrosteno.
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Figura 34. Ampliacion del espectro HMBC del compuesto 1 en CDCl; a 400 MHz que
muestra las correlaciones entre H6 con C7 y C4, asi como de H4 con C5.

Con el espectro HMBC (Figura 35) se determiné que la posicion C17
corresponde a un carbono a 56.7 ppm y que a éste se encuentra unida la cadena lateral.
En el espectro de observan las correlaciones entre el hidrogeno de la posicion H17 a 1
ppm con el carbono de la posicion C14 a 56.1 ppm, asi como la correlacién entre el
metilo H18 (0.68 ppm) con el carbono C14 (56.1). A su vez el hidrogeno de la posicion
H20 (1.36 ppm) muestra una correlacion con el carbono del metilo de la posicién C18 a
12.0 ppm, dicha correlacién permite establecer el sitio de union de la cadena lateral.

La cadena lateral consiste en nueve carbonos, de los cuales tres corresponden
a metilos, dos a metilenos, tres a metinos y un &cido carboxilico. En el espectro HMBC
(figura 36) se pueden observar las correlaciones entre el hidrégeno de la posicion H26
a 0.80 ppm con el carbono a 28.9 ppm de la posicion C25; la correlacion entre el
hidrégeno de la posicién 27 a 0.92 ppm con el carbono a 33.9 ppm de la posicién C24;
ademas se observa la correlacion entre los hidrogenos de la posicién H24 (0.98ppm y
1.35 ppm) con el carbono de la posicién C23 a 26.4 ppm y la correlacién del metilo H21
a 0.85 ppm con el carbono de la posicion C22 a 46 ppm, dichas correlaciones permitieron
establecer parte de la cadena lateral. En la que se puede observar el incremento en el
desplazamiento quimico del C22 con respecto a los desplazamientos del resto de los
metinos y metilenos de la cadena lateral, dicho cambio es ocasionado por la presencia
del acido carboxilico como sustituyente en esta posicion.
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Figura 36. Ampliaciéon del espectro HMBC del compuesto 1 en CDCl; a 400 MHz
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El carbono 22 de la cadena lateral se encuentra sustituido por un &cido
carboxilico. Esta sustitucion se aprecia en el acoplamiento entre un carbono cuaternario
a 157 ppm con los hidrogenos H-17 y un hidrégeno a 2.22 atribuido a C-22 (Figura 37)
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Figura 37. Ampliacion del experimento HMBC que muestra los acoplamientos del acido
carboxilico con la cadena lateral y el esqueleto del esterol.

Tras el analisis de la mezcla tDCM-C1 empleando RMN y EM se determind la
estructura para el compuesto 1, el cual fue identificado como &cido 3-hidroxi-colest-5,6-
en-22-oico (Figura 38) y se realiz6 la asignacion total de la molécula (Tabla 6), la cual
corresponde a una estructura no reportada en la literatura. Los esteroles juegan un papel
importante en la estructura de la membrana celular, particularmente en esponjas del
género Haliclona se han aislado esteroles con esqueletos de tipo colestano como
esteroles mayoritarios; estudios previos sugieren que las nuevas estructuras
encontradas como variantes en el nicleo o las cadenas laterales son originadas por las
variantes en la nutricién de la esponja de mar.5%-61
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Figura 38. Estructura del acido 3-hidroxi-colest-5,6-en-22-oico

Tabla 6. Desplazamientos quimicos del compuesto 1 en CDCI; a 400 MHz

Posicion  §"C O'H Posicion  §C d'H
1 37.2 1.84 14 56.1 1.15
1.08 15 243 1.58
2 31.6 1.84 1.07
1.52 16 28.2 1.84
3.52 (ddd, J=15.8,
3 71.8 110, 4.6 Hz) 1.25
4 422 2.31 17 56.7 1.00
2.27 18 12.0 0.68
5 140.8 19 19.5 1.01
6 121.7 5.35(d, J=5.1) 20 35.8 1.36
7 31.9 2.01 21 12.5 0.85
1.95 22 46.1 2.22
8 31.9 1.44 23 26.4 1.31
9 50.1 0.92 1.03
10 36.5 24 33.9 1.35
11 21.2 1.01 0.98
1.68 (ddd, J=13.8,
1.49 25 28.9 11.3,6.9 Ho)
12 36.7 2.00 26 18.9 0.8
1.16 27 18.8 0.92
13 42.3 C=0 157

Compuesto 2

La fraccion tDCM-J.6 se obtuvo como un solido amorfo de consistencia
aceitosa, esta fue analizado por RMN. En el espectro de RMN-'H (Figura 39) se
observan sefiales de hidrogeno entre 0.5 y 2.5 ppm correspondientes a metilos y
metilenos; los espectros de RMN-13C y DEPT 135 (Figura 40) muestran varias sefiales
de metilenos entre 10-45 ppm y una sefial a 180 ppm, dichas sefiales pueden ser
atribuidas a acidos grasos.
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Figura 39. Espectro de RMN-'H del compuesto 2 en CDCl; a 400 MHz
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Figura 40. Espectro de RMN-3C y DEPT 135 del compuesto 2 en CDCl; a 400 MHz
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El andlisis por RMN sugiere la presencia de una mezcla de acidos grasos debido
a que se observan sefiales caracteristicas de 1H. El andlisis por Cromatografia de gases
acoplado a espectrometria de masas (CG-EM) (Figura 41) reveld la presencia de una
mezcla de &cidos grasos, de los cuales el compuesto mayoritario presentdé un tR de
10.13 min (compuesto 2).
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Figura 41. Cromatograma de la mezcla de acidos grasos.

En el analisis del espectro masas (Figura 42) del compuesto mayoritario, se
observo el ion molecular de 256 m/z, asi como las perdidas consecutivas de 14 unidades
tras la primera perdida de 29 unidades, perdida correspondiente a un [CH2CH3]*. El
fragmento correspondiente al pico base pertenece a la unidad [CH,CH,COOH]*.
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Figura 42. Espectro de EM-IE del compuesto 2.

Tras el andlisis del compuesto por CG-EM, RMN-'H y RMN-3C y mediante
comparacion con la literatura se determin6 que el compuesto 2 corresponde al acido
palmitico (Figura 43)

o)
3 5 7 9 11 13 15

Figura 43. Estructura del &cido palmitico

Compuesto 3

El compuesto 3 se obtuvo como un sélido amarillo amorfo. En el espectro de
RMN-H (Figura 44) se observa una sefial simple a 9.88 ppm, proporcional a un
hidrégeno, correspondiente a un aldehido; dos sefiales dobles a 6.95 (d, J=6.95 Hz, 2H)
y 7.81 (d, J=7.81 Hz, 2H) ppm correspondiente a un sistema aromatico disustituido (2,6
y 3,5) en posiciones para. Considerando la informacién proporcionada por el espectro
de RMN-'H se propone la estructura del p-hidroxibenzaldehido para este compuesto.
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Figura 44. Espectro de RMN-'H del compuesto 3 en CDCl; a 400 MHz.

En el espectro de RMN-3C (Figura 45) se aprecian tres sefales: a 190.7 ppm,
132.2 ppm y 116.2 ppm. Sin embargo, dos sefiales correspondientes a carbonos
cuaternarios no se encuentran bien definidas; para realizar la asignacién de dichas
sefales se realiz6 el experimento HMBC (Figura 46) donde se aprecian las
correlaciones entre H1 y H5 con C3 y C=0; y H2 y H4 con C6. La presencia de dichas
correlaciones permitio realizar la asignacién de los carbonos cuaternarios faltantes,
confirmando de esta manera la estructura propuesta para el compuesto 3, la cual
corresponde al p-hidroxibenzaldehido. Este compuesto ha sido aislado de fuentes
marinas, tales como bacterias del género Chromobacterium 62y se encuentra reportado
su aislamiento a partir de esponjas de mar Oceanapia sp % y Latrinchota sp,*® aunque
no se ha determinado si corresponde a un producto de descomposicion de alguin
metabolito secundario.
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Figura 45. Espectro de RMN-3C correspondiente al compuesto 3 en CDCl; a 400 MHz
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Figura 46. Espectro de HMBC del compuesto 3 en CDCl; a 400 MHz
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Compuesto 4

El compuesto 4 se obtuvo en una mezcla como un sélido amarillo; en el andlisis
del espectro de RMN-!H (Figura 47) se observa una sefial a 3.86 ppm, correspondiente
a un metoxilo, tres sefales de hidrégenos arométicos entre 6.90 ppm y 7.50 pm y una
sefal simple a 9.64 ppm correspondiente a un hidrégeno de aldehido. Dichas sefiales
corresponden a la molécula de vainillina. Se realiz6 la comparacién por Cromatografia
de Gases Acoplado a Espectrémetro de Masas el cual indic6 mediante comparativo de
espectros que el compuesto mayoritario corresponde a la isovainillina (Figura 48).

El aislamiento de este compuesto no se encuentra reportado en esponjas de
mar, pero si ampliamente reportado en bacterias que forman parte de la biota normal
gue rodea la esponja de mar.%* Sin embargo, se ha reportado que la isovainillina forma
parte del proceso de sintesis de compuestos como la mimosamicina o renierona, los
cuales han sido aislados a partir de esponjas de mar de los generos Reniera,
Xestospongia, Cribrochalina y Haliclona.®®

smg-10-4-3 8
wmp-rs-al-1

N

10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0
f1 (ppm)

Figura 47. Espectro de RMN-'H del compuesto 4 a 400 MHz en CDCls
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Compuesto 5

El compuesto 5 se obtuvo como un sélido blanco amorfo el cual fue analizado
por RMN-H (Figura 49). En el espectro de RMN-'H se observan tres sefiales entre 7.40
ppm y 8.15 ppm, las cuales muestran un sistema de acoplamientos correspondiente a
un sistema aromatico de 6 miembros monosustituido.
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Figura 49. Espectro de RMN-'H del compuesto 5 en CDCl; a 400 MHz

Se observa una sefal doble a 8.11 ppm (d, J=8.11 Hz, 2H) una sefal triple a
7.62 (t, J=7.62 Hz, 1H) ppm y una sefial triple a 7.48 (t, J=7.48 Hz, 2H) ppm, dichas
sefales corresponden a un sistema aromatico de seis miembros monosustituido.

El andlisis del espectro de RMN-*3C (Figura 50) muestra la presencia de cinco
tipos de carbono; uno de ellos a 171.8 ppm correspondiente a un acido carboxilico y
cuatro carbonos entre 128-134 ppm correspondientes a carbonos aromaticos.
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Figura 50. Espectro de RMN-3C del compuesto 5 en CDCl; a 400 MHz
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La caracterizacion completa de este compuesto se llevd a cabo empleando
experimentos en 2D homo y heteronucleares. El experimento COSY (Figura 51) se
observan los acoplamientos entre H2 y H6 con el respectivo hidrogeno de H3 y H5; asi
como los acoplamientos entre H4 con H3 y H5. Para determinar las conectividades y las
posiciones de cada uno de los grupos se empleo el experimento HMBC (Figura 52) en
€l cual se aprecia las correlaciones de H2 y H6 con C4, C1 y C7; asi como la correlaciéon
entre H3 con C1. Con ayuda de estos experimentos se determiné que la estructura del
compuesto 5 corresponde al 4cido benzoico (Figura 53), En la Tabla 7 se muestran los
desplazamientos quimicos correspondientes a la molécula del &cido benzoico, los cuales
fueron comparados con los desplazamientos quimicos reportados en la literatura
confirmando la estructura determinada. El acido benzoico y los derivados del mismo
juegan un rol importante en los mecanismos de defensa de la esponja de mar ya que
son téxicos para peces predadores y otras especies; en estudios clinicos se ha visto que
los derivados del &cido benzoico muestran actividades antitumorales.®®
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Figura 51. Espectro COSY del compuesto 5 en CDCl; a 400 MHz
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Figura 53. Estructura del &cido benzoico

Tabla 7. Desplazamientos quimicos del &cido benzoico en CDCI; a 400 MHz

Posicion & 3C d'H & Cref O "Hrer
1 129.5 129.4
2 130.3  8.11(d, J=8.11 Hz, 2H) 130.8 8.12
3 1286  7.48(t, J=7.48 Hz, 2H) 128.5 7.45
4 1338  7.62 (t, J=7.62 Hz, 1H) 133.8 7.62
5 1286  7.48(t, J=7.48 Hz, 2H) 128.5 7.45
6 130.3  8.11(d, J=8.11 Hz, 2H) 130.8 8.12
7 171.8 172.7

*0 Hrer y O 13Crer=valores de referencia

Compuesto 6

El compuesto 6 obtuvo como un polvo blanco, en el andlisis por RMN-'H
(Figura 54) se observa un sistema aromatico di sustituido.
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Figura 54. Espectro de RMN-'H del compuesto 6 DMSO-d6 a 400 MHz

El andlisis del espectro de RMN-'H muestra dos sefiales dobles a 7.89 ppm (d,
J=7.6 Hz) y 5.45 ppm (d, J=7.6 HZz) y un par de sefiales anchas entre 10.5 ppmy 11 ppm.
Las sefiales de proton observadas corresponden a hidrogenos situados en un sistema
de dobles enlaces conjugados, las sefiales observadas entre 10.5-11 ppm en el espectro
corresponden a moléculas unidas a heteroatomos, los cuales incrementan la anchura de
la sefial de los hidrégenos unidos a ellos. El andlisis del espectro de RMN-3C (Figura
55) muestra la presencia de cuatro carbonos entre 100 y 165 ppm correspondiente a
carbonos pertenecientes a un sistema de dobles enlaces conjugados.
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Figura 55. Espectro de RMN-3C del compuesto 6 en DMSO-d6 a 400 MHz
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El analisis mediante EM (Figura 56) mostré6 un compuesto puro ya que se
observo un ion molecular con 111 m/z; considerando las sefiales anchas observadas
entre 10.5-11 ppm, observando la relacion masa/carga impar se determiné la presencia
de tres nitrégenos.
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Figura 56. Espectro de EM-FAB™ correspondiente al compuesto 6
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Con ayuda de los experimentos en 2D hetero y homonucleares se realiz6 la
asignacion completa de las sefiales de los nucleos de 'H y *°C. El experimento HSQC
permitié establecer las correlaciones entre los hidrégenos con sus carbonos, mientras
que determinacion de la estructura se llevé a cabo con el experimento HMBC. Los
desplazamientos quimicos se muestran en la Tabla 8.

El andlisis del espectro HMBC (Figura 57) permite ver la correlacion entre H5
con C1, C3 y C4; ademés de la correlacion de H4 con C3 y C5. Dichas correlaciones
permiten confirmar la estructura de la molécula, la cual corresponde a la base
nitrogenada citosina (Figura 58). Los desplazamientos quimicos de dicha molécula se
presentan en la Tabla 8.

La citosina es una de las cuatro bases nitrogenadas que forman parte del ADN;
los primeros estudios quimicos de esponja de mar mostraron que estas tienen la
capacidad de incorporar las bases nitrogenadas en nuevas estructuras con el fin de
protegerse contra depredadores. A partir de la esponja de mar Tethya crypta se aislé por
primera vez la esponjotimidina a partir de la cual se derivaron nuevos farmacos, como la
citarabina o arabinosido de citosina, medicamento que actualmente se comercializa para
el tratamiento de leucemia mieloide aguda y linfomas.®’
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Figura 57. Ampliacion del experimento HMBC del compuesto 6 en DMSO-d6 a 400 MHz.
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Figura 58. Estructura de la molécula citosina

Tabla 8. Desplazamientos quimicos de la citosina en DMSO-d6 a 400 MHz

Posiciéon 6 3C d'H & 3Cref O "Hrer
1 151.5 162.0
3 164.3 170.1

4 100.3 5.62(d,J=76Hz) 97.8 5.96 (d, J=7.17)
5 1422 7.39(d, J=7.6 Hz) 145.9 7.39 (d, J=7.17)
*0 Hrer y O 2Crer=valores de referencia en D20
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Compuesto 7

El compuesto 7 se obtuvo como un polvo blanco, en el anélisis del RMN-H
(Figura 59) se observa una sefial multiple a 7.34 ppm correspondiente a un sistema
aromético de seis miembros monosustituido y una sefial simple a 3.65 ppm. El andlisis
del espectro de RMN-*3C (Figura 60) muestra la presencia de seis sefiales; una de ellas
a 41.5 ppm, cuatro entre 127-134 ppm lo que sugiere la presencia de un anillo aromatico
monosustituido y una sefal pequefia a 177.5 ppm correspondiente a un carbonilo de
acido carboxilico.
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Figura 59. Espectro de RMN-'H del compuesto 7 en DMSO-d6 a 400 MHz
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Figura 60. Espectro de RMN-3C del compuesto 7 en DMSO-d6 a 400 MHz

El analisis del espectro en 2D, HSQC editado, (Figura 61) muestra las
correlaciones de los hidrogenos con sus respectivos carbonos, ademas se puede
apreciar el nimero de hidrégenos unidos a un carbono, observando la fase del
experimento, la cual se aprecia por el cambio de color en el pico; un pico de color azul
representa una sefial en fase negativa y un pico de color rojo representa una sefial en
fase positiva.
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Figura 61. Ampliaciones del espectro HSQC editado en CDCl; a 400 MHz.

En la ampliacion del espectro HSQC editado (Figura 61b) se aprecia la
correlacion entre dos hidrégenos a 3.65 ppm con su respectivo carbono a 40.9 ppm,
dicha sefial corresponde a un metileno que es confirmado por la fase negativa de la sefial
obtenida (color azul). Por su parte, pese a que las sefiales del compuesto en la regiéon
de dobles enlaces aromaticos se encontraron muy juntas es posible diferenciar las
correlaciones entre los hidrégenos y carbonos del nicleo aromatico. Sin embargo, el
andlisis de las correlaciones en el espectro HMBC (Figura 61b) no pudo realizarse
debido a la superposicion de sefiales (Figura 62).
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Figura 62. Ampliacién del espectro HMBC del compuesto 7 en CDCl; a 400 MHz.

Para llevar a cabo la completa asignacion de las sefales del compuesto 7
(Tabla 9) se realizé el calculo tedrico de las mismas y el comparativo de las sefiales.

Tabla 9. Desplazamientos quimicos teéricos y experimentales para el acido fenilacético

13C 1H
Corregido Sin corregir
c Experimental Teérico A  Teérico A Experimental  Tedrico A
1 133.3 1331 019 1288 4.51
2 129.4 1296 023 1254 3.92 7.28 7.37 0.09
3 128.7 1278 088 1236 5.03 7.34 7.21 0.13
4 127.3 126.6 073 1224 4.88 7.30 7.33 0.03
5 128.6 1278 0.88 1236 5.03 7.34 7.21 0.13
6 129.4 1296 023 1254 3.92 7.28 7.37 0.09
7 40.9 393 169 395 1.46 3.65 3.44 0.21
C=0 177.5 1723 521 1630 14.22
Promedio 1.25 5.37 0.11
D. Estandar 1.67 3.76 0.05
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Los valores obtenidos del célculo teérico para H y *C confirmé la estructura
propuesta para el compuesto 7, la cual corresponde al &cido fenilacético (Figura 63).
Este compuesto ha sido previamente aislado a partir de esponjas de mar de los géneros
Xestospongia y Oceanapia. Algunos autores sugieren que tanto el &cido fenilacético
como, el p-hidroxibenzaldehido y el acido p-hidroxibenzoico corresponden a productos
de degradacion metabolitos secundarios cominmente encontrados en las esponjas de
mar.%6 68

Figura 63. Estructura del acido fenilacético

Compuesto 8

El compuesto 8 se obtuvo como un sélido blanco y fue analizado por RMN-1H
(Figura 64), donde se observo la presencia de dos sefiales dobles a 7.92 ppm (d, J=8.86
Hz) y 6.92 ppm (d, J=8.86 Hz), dichas sefiales correspondientes a un anillo aromatico

de seis miembros disustituido.
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Figura 64. Espectro de RMN-'H del compuesto 8 en acetona-d6 a 400 MHz
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Para confirmar el esqueleto de seis miembros se analizé el experimento de
RMN-1C (Figura 65) en el cual se observa la presencia de cinco sefiales; tres de ellas
correspondientes a carbonos sp? aromaticos entre 114 y 134 ppm y dos de ellas a 167.4
y 162.7 ppm correspondientes a carbonos sp? unidos a heteroatomos.

smgAd

smgAd O OH
7
1
2 6
3 5
4
OH
2y6
3y5
4 1
Cc=0
L

174 170 166 162 158 154 150 146 142 138 134 130 126 12 118 114
f1 (ppm)

Figura 65. Espectro de RMN-3C del compuesto 8 en acetona-d6 a 400 MHz.

Para llevar a cabo la completa asignacion del compuesto 8 se realiz6 el andlisis
de los experimentos en 2D heteronucleares HSQC y HMBC (Figura 66)
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Figura 66. Espectro HMBC del compuesto 8 en acetona-d6 a 400 MHz.

En el espectro de HMBC se puede observar la correlacion entre los hidrégenos
a 7.92 ppm (H2 y H6) con los carbonos a 162.7 ppm (C4) y 167.4 ppm (C=0), mientras
que los hidrégenos a 6.92 ppm (H3 y H5) muestran una correlaciéon con los carbonos a
162.7 ppm (C4) y 122.8 ppm (C1). Estas correlaciones permiten confirmar la estructura
y realizar la asignacién completa del compuesto 8 (tabla 10), el cual corresponde al
acido p-hidroxibenzoico (Figura 67)
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Tabla 10. Desplazamientos quimicos correspondientes al acido p-hidroxibenzoico en
acetona-d6 a 400 MHz.

5 1°C 5H
1 122.8
2 132.8 7.92 (d, J=8.8 Hz, 1H)
3 116.1 6.92 (d, J=8.2 Hz, 1H)
4 162.7
5 116.1 6.92 (d, J=8.2 Hz, 1H)
6 132.8 7.92 (d, J=8.8 Hz, 1H)
C=0 1674
O, OH
7
1
2 6
3 5
4
OH

Figura 67. Estructura del acido p-hidroxibenzoico

Compuesto 9

El compuesto 9, fue obtenido como cristales en forma de aguja. Se analizé
mediante RMN-!H (Figura 68) y RMN-3C (Figura 69).
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Figura 68. Espectro de RMN-'H del compuesto 9 en DMSO-d6 a 400 MHz
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Figura 69. Espectro de RMN-3C del compuesto 9 en DMSO-d6 a 400 MHz.

En el espectro de RMN-!H se observan dos sefiales simples a 1.70 ppmy 7.24
ppm; dos sefiales anchas entre 10.5-11 ppm. El espectro de RMN-**C muestra la
presencia de cinco carbonos; uno de ellos a 12 ppm, correspondiente a un metilo unido
a un sistema aromatico, una sefial a 110 ppm y tres mas entre 135-170 ppm. Para
realizar la caracterizacion completa se realizé el analisis del experimento HMBC (figura
70).

En el espectro HMBC se pueden observar las correlaciones de un hidrégeno a
1.71 ppm con tres carbonos a 108.4, 138.8 y 165.7 ppm; ademas de las correlaciones
entre la sefal del hidrogeno a 7.24 ppm con tres carbonos a 108.4, 152.3 y 165.7 ppm.
Ademas, se logra apreciar la correlacion de dos hidrégenos unidos a heterodtomo con
el carbono a 108.4 ppm. Con estos datos se determiné que la estructura del compuesto
9 corresponde a timina (Figura 71) (Tabla 11). Derivados de la timina han sido aislados
previamente de esponja de mar, el mas importante ellos es la esponjotimidina el cual ha
servido como base para el disefio de nuevos farmacos.5®
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Figura 70. Espectro de RMN-HMBC del compuesto 9 en DMSO-d6 a 400 MHz

Tabla 11. Desplazamientos quimicos de timina en DMSO-d6 a 400 MHz

Posicion & "3C 6'H
1 165.7
2 108.4
3 138.8 7.24 (s, 1H)
4 (NH) 10.9 (s, 1H)
5 152.3
6 (NH) 10.8 (s, 1H)
7 124 1.71 (s, 3H)
7
3 74
HN NH
5
0

Figura 71. Estructura de la timina
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Compuesto 10

El compuesto 10 se aislé como un sélido amorfo de color amarillo oscuro y fue
analizado por RMN-'H (Figura 72), en el espectro se observan dos sefiales simples a
1.88 y 7.82 ppm, dichas sefiales son caracteristicas de la base nitrogenada timina, la
cual fue previamente aislada y caracterizada como el compuesto 9. Por otro lado, se
observa una sefial simple a 3.52 ppm correspondiente a metoxilo, asi como una sefial
mdltiple a 2.22 ppm (dd, J=6.6, 3.7 Hz, 2H), y un grupo de sefales entre 3.6-6.5 ppm
correspondientes a hidrégenos unidos a heterodtomo; estas sefiales corresponden a
hidrégenos pertenecientes a sistemas de aldopentosas. Adicionalmente se observan un
par de sefiales dobles a 5.67 ppm (d, J=8.08 Hz, 1H) y 8.10 ppm (d, J=8.08 Hz, 1H)
correspondientes a la base nitrogenada uracilo.®°

En el espectro de RMN-13C (Figura 73) se observa la presencia de una sefial a
12 ppm correspondiente al metilo de la base nitrogenada timina, se observan cuatro
sefiales entre 150 y 170 ppm correspondientes a los carbonilos de las bases
nitrogenadas timina y uracilo, asi como cuatro sefiales entre 100 ppm y 140 ppm
correspondientes a los dobles enlaces presentes tanto en la timina como el uracilo. Se
aprecian once sefiales entre 40 y 90 ppm correspondientes a carbonos unidos a
heteroatomos correspondientes a dos unidades de aldopentosas. Para realizar la
caracterizacion estructural completa de las moléculas aisladas se emplearon los
experimentos en 2D homo y heteronucleares: COSY, HMBC y HSQC.

En el experimento COSY (Figura 71) se observan las correlaciones entre el
hidrégeno a 2.22 ppm (dd, J=6.6, 3.7 Hz, 2H) con los hidrégenos a 6.28 ppm y 4.40 ppm;
dichos acoplamientos explican su multiplicidad. El sistema presente indica que la unidad
de azlcar corresponde a la desoxirribosa ya que presenta los desplazamientos quimicos
de la misma. Con ayuda del experimento HSQC se determiné la correspondencia entre
cada carbono y los hidrégenos unidos ellos. A partir de los datos obtenidos de los
espectros de RMN-'H y RMN-3C se observd la presencia de las sefiales
correspondientes a la molécula de timina: dos sefiales simples a 1.88 ppm 'y 7.82 ppm,
una sefial de metilo a 12 ppm, dos sefiales a 111.6 ppm y 138.2 ppm de carbonos de
doble enlace y dos sefiales a 153.2 y 166.4 correspondientes a carbonilo. Las sefiales
correspondientes a la base nitrogenada uridina se obtuvieron a partir de los espectros
de RMN-'H y RMN-3C. Partiendo de esto y con la informacién obtenida respecto a las
sefiales correspondientes a aldopentosas se planted que la estructura esta compuesta
por dos unidades de nucleésidos. Mediante los experimentos COSY y HMBC se
determind la estructura de las unidades de aldopentosas presentes.
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Figura 72. Espectro de RMN-'H del compuesto 10 en CD;OD a 400 MHz
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Figura 73. Espectro de RMN-3C del compuesto 10 en CD;OD a 400 MHz.
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Figura 74. Ampliacién del espectro COSY del compuesto 10 en CD3;OD a 400 MHz.

En el experimento HMBC (Figura 75) se observan las correlaciones entre H13
a 4.24 ppm (t, J=5.6 Hz, 1H) con C14 a 88.8 ppm, asi como la correlacion entre H16 a
3.84 ppm con C14 a 69.7 ppm, las cuales permiten establecer que la estructura de la
segunda aldopentosa corresponde a un derivado de la unidad de ribosa, la cual se
encuentra sustituida en la posicién C16 por un grupo metoxilo, sustitucion que se aprecia
mediante la correlacion de H24 a 3.52 ppm con C16 a 84.9 ppm. Se confirmé la unién
de las dos unidades de aldopentosas mediante un enlace éster observando las
correlaciones entre H11 a 3.98 y C12 a 61.6 ppm, asi como la correlaciéon entre C12 con
H13 a 4.24 ppm.
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Figura 75. Ampliacién del espectro HMBC del compuesto 10 en CDsOD a 400 MHz.

Para confirmar la union de las unidades de azucar con la respectiva base
nitrogenada se empled el experimento HMBC (Figura 76) en el cual se observa la
correlacion entre C8 (86 ppm) con un hidrégeno a 7.82 ppm correspondiente a H3 de la
molécula de timina, asi como la correlacion entre C14 de la unidad de metoxiribosa con
un hidrégeno a 8.10 ppm (d, J=8.08 Hz, 1H) perteneciente a H23 de la base nitrogenada
uridina.
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Figura 76. Ampliacién del espectro HMBC del compuesto 10 en CDsOD a 400 MHz.

En el espectro NOESY-2D (Figura 77) se pueden apreciar los acoplamientos
espaciales entre los hidrogenos de la molécula. Con ayuda de este experimento se
realiz6 la asignacion de la estereoquimica relativa para la molécula previamente
caracterizada.

81



14 16
8 1013 12

smgC2-1
smgC2-1

- 1.0

OMe A

r4.0

f1 (ppm)

r55

6.0

6.5

r7.0

r7.5

r8.0

8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 45 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0
f2 (ppm)

Figura 77. Espectro NOESY-2D que muestra los acoplamientos espaciales del
compuesto 10 en CDsOD a 400 MHz

En el espectro de NOESY se observaron las correlaciones existentes entre los
hidrégenos H9 a 2.22 ppm con los hidrégenos de las posiciones H8 (6.28 ppm) y H10
(4.40 ppm) lo cual permitié establecer que el hidrogeno correspondiente a H8 y uno de
los hidrégenos de H9 se encuentran orientados hacia el mismo plano, esto permite
confirmar que la estereoquimica presente en la unidad de desoxirribosa corresponde a
la que encontramos en la naturaleza. Para confirmar la estereoquimica de la
metoxiribosa se observaron las correlaciones entre los hidrogenos a 3.84 ppm (H16) y a
4.24 ppm (H13), esta correlacion confirma que ambos hidrogenos se encuentran
orientados hacia la misma posicion, mientras que la ausencia de la correlacion entre H13
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con H14 (5.95 ppm) confirma que la estereoquimica presente en esta unidad de azucar
corresponde a la encontrada de manera regular en la naturaleza. Las correlaciones
observadas entre H12 (3.85 ppm), H23 (8.10 ppm) y H24 (3.52 ppm) permitieron
confirmar la relacion existente entre la unidad de azucar de la timina con la unidad de
azucar del uracilo y con el uracilo mismo. La orientacion del grupo metoxilo se corrobor6
al observar la correlaciéon entre H14 con los H24.

Mediante los experimentos en 1D y 2D homo y heteronucleares se confirmé la
estructura del compuesto 10 (Figura 78) (Tabla 12).

Figura 78. Estructura del 1-(3-((3-hidroxi-5-(5-metil-2,4-dimetilen-3,4-dihidropirimidin-1
(2H)-il) tetrahidrofuran-2-il)metoxi)-5-(hidroximetil)-4-metoxitetrahidrofuran-2-il) pirimirin-
2,4(1H,3H)-diona

Debido a la falta de movilidad de las esponjas de mar y la falta de defensas
fisicas contra sus depredadores, estas han desarrollado un amplio conjunto de defensas
quimicas, las cuales ayudan a mantener lejos a peces, tortugas, invertebrados y plantas.
Metabolitos secundarios como los nucleésidos juegan un rol importante en la defensa
del animal y sus novedosas estructuras son el resultado de una evolucion independiente
entre las diferentes especias de mar. Los nucleésidos aislados de esponja de mar han
mostrado tener importantes actividades como antivirales, anticancerigeno,
vasodilatadores, relajantes musculares y antihipertensivos; hasta el momento las
esponjas de mar son la principal fuente de nucledsidos con nuevas estructuras. Sin
embargo, estructuras como el compuesto 10 no se han reportado en la literatura.”
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Tabla 12. Desplazamientos quimicos correspondientes al compuesto 10 en CDsOD a

400 MHz
53C 5'H
1 153.2
3 138.2 7.82
4 111.6
5 166.4
7 12.4 1.88
8 86.0 6.28 (t, J=6.8 Hz, 1H)
9 411 2.22 (m, 2H)
10 723 4.40 (dt, J=6.8, 3.4 Hz, 1H)
11 86.2 3.98 (dt, J=5.8, 2.7 Hz, 1H)
12 61.6 3.85,3.75
13 69.7 4.24 (t, J= 5.6 Hz, 1H)
14 88.8 5.95 (d, J=3.6 Hz, 1H)
15 88.8 3.90
16 84.9 3.84
17 62.8 3.78,3.74
19 152.2
21 166.2
22 102.6 5.67 (d, J=8.08 Hz, 1H)
23 142.1 8.10 (d, J=8.08 Hz, 1H)
MeO- 58.8 3.52

Compuesto 11

El compuesto 11 se obtuvo como un polvo blanco. En el analisis por RMN-'H
(figura 79) se observé la presencia de dos sefiales triples a 2.75 (t, J=6.6 Hz, 2H) y 3.01
(t, J=6.6 Hz, 2H) ppm; mientras que en el espectro de RMN-3C (figura 80) se observé
nuevamente la presencia de dos sefiales, una de ellas a 36 ppm y la otra a 47.7 ppm.
Dichas sefiales corresponden a metilenos unidos a heteroatomos.
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Figura 79. Espectro de RMN-'H del compuesto 13 en DMSO-d6 a 400 MHz
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Figura 80. Espectro de RMN-3C del compuesto 13 en DMSO-d6 a 400 MHz

85



Se realizd el analisis del espectro de EM (figura 81) para confirmar el peso
molecular del compuesto 13. Los resultados obtenidos muestran la polimerizacion del
mismo durante su anlisis.
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Figura 81. Espectro de EM del compuesto 13.

Mediante comparacion de los desplazamientos quimicos con la literatura se
determiné la estructura del compuesto 13, la cual corresponde a la molécula de
cisteamina (Figura 82). Dicho compuesto juega un papel importante en la sintesis del

anillo de tiazina presente en las adociaquinonas y alisiaguinonas, compuestos aislados
a partir de esponjas de mar de los géneros Xestosponia y Adocia.’® 72

HS\/]\
NH

2 2

Figura 82. Estructura de la cisteamina
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CONCLUSIONES

Se realiz6 la validacion externa para el calculo del modelo teérico wB97X-D/6-31G(d).
Esta mostré la disminucién del error para el modelo corregido mediante regresion en el
caso del 3C, con lo cual se concluye el empleo del escalamiento empirico mediante
regresion lineal puede ser empleado como herramienta auxiliar en la asignacion
estructuras de compuestos obtenidos a partir de esponja de mar.

La correccion del modelo empleando regresion lineal para el *H no mostré6 mejora
significativa sobre el modelo sin corregir, por lo cual podemos concluir que el empleo del
escalamiento empirico para el caso del H es irrelevante.

A partir de los extractos de diclorometano (0.20%), acetato de etilo (0.20%) y butanol
(2.61%) se aislaron y purificaron once compuestos, los cuales fueron caracterizados
empleando RMN, EM. Dichos compuestos corresponden a metabolitos involucrados, en
su mayoria, en la defensa del animal contra depredadores. La presencia de los mismos
muestra que el animal se encontraba sometido a estrés por depredacién al momento de
su colecta.

El acido fenilacético se aislé y fue caracterizado empleando célculos tedricos como
auxiliar en la asignacién atomo por atomo, mostrando la rapidez y eficacia en el proceso
de asignacion estructural de la metodologia propuesta, a pesar de tratarse de una
molécula pequefia, con lo que se concluye que el empleo de dicha metodologia
disminuira el tiempo de analisis de moléculas complejas.

A partir del extracto de diclorometano se aisl6 el acido 3-hidroxi-colest-5,6-en-22-oico, el
cual fue caracterizado empleando RMN y corresponde a una molécula sin reporte previo
en la literatura, la variante observada en la cadena lateral de este esterol puede ser
atribuida a la nutricion del espécimen, lo cual sugiere que el sitio de colecta puede ser
un factor determinante en los metabolitos producidos por los especimenes a estudiar.

A partir del extracto de acetato de etilo se aisl6 y caracterizé el compuesto 6-(14-hidroxi-
15-metilpenta-12,14-dien-12-il) uridilato, el cual corresponde a una molécula
perteneciente al grupo de los nucledsidos, de la cual no se cuenta con reporte previo en
la literatura. Este grupo de compuestos estan implicados en los mecanismos de defensa
de la esponja de mar contra depredadores o bacterias. La estructura inusual encontrada
nos lleva a pensar que el estrés por depredacién al que estaba sometido el espécimen
podria ser atribuido a organismos resistentes a otros medios de defensa.

Se aisl6 el compuesto cisteamina a partir del extracto con butanol, el cual no se
encuentra reportado para esponjas del género Haliclona. Dicho compuesto juega un
papel importante en la sintesis del anillo de tiazina implicado en la sintesis de
compuestos mas complejos. Considerando que este compuesto corresponde a un
precursor de moléculas mas grandes, asi como el tamafio y tipo de los compuestos
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obtenidos, se concluye que el espécimen era de corta edad por lo cual no habia logrado
sintetizar aun compuestos de mayor tamafo.
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