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ANTECEDENTES Y OBJETIVOS

Para la obtencion de la Diplomatura en Estudios Avanzados (DEA), y dentro de
un proyecto de investigacion sobre organismos marinos de ambos lados del Istmo de
Panama, realizamos un estudio quimico del alga roja Laurencia obtusa del Caribe. La
L. obtusa es también una especie abundante en las Islas Canarias, y esta especie
canaria fue estudiada hace algunos afios por nuestro grupo de investigacion, y por
otros grupos nacionales y de otras partes del mundo.?

Nuestro estudio de L. obtusa del Caribe nos permitié identificar un
sesquiterpeno con un nuevo esqueleto carbonado,? y otros productos de interés® entre
los que se encuentra la chamigrenolactona.* La chamigrenolactona tiene la
particularidad de estar desprovista de sustituyentes haldgenos, lo cual es excepcional
en derivados chamigrénicos. Esta rareza, la ausencia de halégenos en la molécula, nos
llamé la atencién y, en cierta medida, altera el paradigma de que los derivados de
chamigreno halogenados son marcadores quimio-taxondémicos de especies del género
Laurencia. Pensamos que este hallazgo no podria ser exclusivo de L. obtusa del
Caribe, y, puesto que, en la amplia investigacion publicada sobre L. obtusa de
Canarias, nunca se han descrito derivados chamigrénicos deshalogenados, nos
propusimos estudiar otras especies de Laurencia distintas de la L. obtusa, y también
moluscos herbivoros del género Aplysia.

Chamigrenolactona

Con esta finalidad, abordamos por primera vez el estudio quimico de Laurencia
majuscula y de aplysias de La Palma y de La Gomera, como una estrategia eficaz para
el aislamiento de diversidad de sustancias sesquiterpénicas derivadas de chamigreno y
con los objetivos de:

1 3. W. Blunt, B. R. Copp, M. H. G. Munro, P. T. Northcote, M. R. Prinsep, Nat. Prod. Rep., 2011, 28, 196-
268, y publicaciones anteriores de la serie.

21. Brito, J. Darias, E. Dorta, M. Cueto, Tetrahedron Letters, 2002, 43, 2551-2553.

3 1. Brito, M. Cueto, A. R. Diaz-Marrero, J. Darias, A. San Martin, J. Nat. Prod., 2002, 65, 946-948.

* E. Dorta, A. R. Diaz-Marrero, M. Cueto, Luis D Croz, J. L. Maté, J. Darias, Tetrahedron Lett., 2004, 45,
7065-7068.



Tesis doctoral, M@ Inmaculada Brito Garcia

- Comprobar la posible biosintesis de metabolitos chamigrénicos no
halogenados procedentes de Laurencia majuscula, o de otras especies de
Laurencia ingeridas por aplysias.

- Comparar los metabolitos de novo de Laurencia majuscula con los
productos acumulados por estos herbivoros.

-  Estudiar de forma independiente los extractos del manto y del aparato
digestivo de las aplysias por su interés ecoldgico.

- Evaluar la actividad citotéxica de algunos metabolitos de ambos
organismos. Evaluar las capacidades ex novo que exhiben las aplysias para
destoxificar metabolitos adquiridos de su dieta.

Lo que en principio iba a ser un trabajo de investigaciéon corto, para intentar
resolver el primer punto de los objetivos, derivd a una investigacion mas amplia, con
nuevos objetivos, debido a la notable riqueza metabdlica encontrada en ambas
especies.

También, dentro del proyecto de investigacidn antes mencionado, estudiamos
una especie nueva de octocoral, procedente del Pacifico oriental de Panama.

A continuacién avanzamos un resumen del contenido de la Tesis Doctoral, para
luego desarrollarlo con amplitud en los capitulos siguientes: Introduccidn, Parte
Tedrica y Parte Experimental.

AVANCE DE CONTENIDO

Se describe el estudio quimico de tres especies marinas: un alga roja y dos
invertebrados. El alga es Laurencia majuscula (Harvey) Lucas, uno de los
invertebrados es el molusco Aplysia dactylomela y el otro es un octocoral del género
Pterogorgia.

La exploracién de los océanos ha originado el descubrimiento de nuevos
productos de algas, invertebrados y microorganismos marinos. El estudio de algas
rojas, particularmente de especies del género Laurencia, esta intimamente ligado a la
evoluciéon de la investigacién en la quimica de organismos marinos, desde sus inicios
hasta nuestros dias. Esto es debido, principalmente, al rol que tuvo el estudio quimico
del género Laurencia en el descubrimiento de la incorporacion de halégenos en la
biosintesis de sesquiterpenos, asi como en la caracterizacion de moléculas
polihalogenadas, sin precedentes en el medio ambiente terrestre.



Antecedentes, Objetivos y Avance de Contenido

Nuestro Grupo de Investigacion ha tenido un papel relevante en la
investigacion quimica de este género, y, por las razones antes mencionadas,
abordamos por primera vez el estudio quimico de Laurencia majuscula.

Del estudio quimico de esta especie se obtuvo un numero significativo de
nuevos productos, y como la mayoria incorporan halégenos en sus estructuras
quimicas, en la Introduccidon de la Tesis hacemos referencia a las estrategias de
halogenacién que utiliza la Naturaleza para la biosintesis de productos naturales
halogenados. Incluimos un resumen de los tipos de enzimas de halogenacién,
haciendo hincapié en las haloperoxidasas de vanadio que, posiblemente, son las
responsables de la mayoria de los procesos de halogenacion biolégica en algas
marinas. La Introduccién se complementa con una recopilacion bibliografica de
productos con esqueleto chamigreno (o-chamigreno vy [p-chamigreno). Estos
metabolitos son caracteristicos de las algas rojas del género Laurencia y de los
moluscos del género Aplysia.

Los estudios que hemos realizado con un octocoral del género Pterogorgia,
supone una importante contribucion a la quimica de bisbutanolidos. Para los sistemas
dilactonicos presentes en los metabolitos aislados de Pterogorgia sp., proponemos una
ruta biogenética que implica la oxidacién de acidos grasos de cadena larga (C16:0 y
C18:0). Asimismo, se efectla una recopilaciéon bibliografica de productos de
octocorales con anillos y-lacténicos derivados de acidos grasos.

En la Parte Tedrica se describen con detalle las nuevas sustancias obtenidas del
estudio de cada especie, asi como algunos ensayos de actividad bioldgica. El conjunto
de productos caracterizados representa una gran diversidad estructural.

Del alga L. majuscula se describen nuevos productos que, en conjunto,
responden a cuatro esqueletos: gomerano (esqueleto nuevo), rhodolaurano,
chamigreno y esqueleto degradado derivado de chamigreno. Se representan en los
recuadros siguientes:

L2 L3

Metabolitos con esqueleto gomerano aislados de Laurencia majuscula (Harvey) Lucas
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Br

L4

Metabolito representativo del esqueleto rhodolaurano aislado de Laurencia majuscula
(Harvey) Lucas

L10 L11 L12 L13

L14 L15

Metabolitos derivados de a-chamigreno aislados de Laurencia majuscula (Harvey)
Lucas
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Nor-chamigreno aislado de Laurencia majuscula (Harvey) Lucas.

Las aplysias son moluscos herbivoros que, con frecuencia, se alimentan de
algas del género Laurencia, de las que adquieren muchos de sus metabolitos para
almacenarlos en sus glandulas digestivas. Como el contenido quimico de las glandulas
digestivas varia, dependiendo del lugar de recoleccién, estudiamos especimenes de
Aplysia dactylomela recolectadas por primera vez en las islas de la Palma y de la
Gomera.

De A. dactylomela, recolectada en La Palma, se caracterizaron sesquiterpenos
que derivan de los esqueletos siguientes: chamigreno, bisaboleno, ciclobisaboleno, y
derivados reagrupados y degradados de bisaboleno. Se representan en los recuadros
siguientes:

cl
Ap-1 Al A2

Nuevos productos derivados de chamigreno aislados de Aplysia dactylomela (La Palma)

wee

“10H

A3 A4
Nuevos productos derivados de bisaboleno aislados de Aplysia dactylomela (La Palma)

Br
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Sesquiterpeno reagrupado Sesquiterpeno degradado Sesquiterpeno ciclobisaboleno
Cl

~
~
S

Bruu,

OH
Aplysiadactydiol, A5

A7

Nuevos metabolitos de biogénesis irregular aislados de Aplysia dactylomela (La Palma)

El descubrimiento en A. dactylomela de un sesquiterpeno de biogénesis
irregular, el aplysiadactydiol (A5), nos ha permitido proponer una ruta biogenética
unificada para metabolitos con esqueleto bisaboleno obtenidos de algas marinas.

De la Aplysia dactylomela de La Gomera hemos caracterizado productos con
los siguientes esqueletos: aplysiano, encontrado por primera vez en un organismo
marino, chamigreno, bisaboleno y derivados irregulares de bisaboleno. Se representan

en los recuadros siguientes:

OH OH

Producto con esqueleto aplysiano aislado de Aplysia dactylomela (La Gomera)

Al A2
Derivados B-chamigrénicos aislados de Aplysia dactylomela (La Gomera)
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cl

OH
A5

Aplysyadactydiol, un sesquiterpeno irregular, derivado de bisaboleno y aislado de Aplysia
dactylomela (La Gomera)

Al0

A6

All Al12
Metabolitos degradados, derivados de bisaboleno y aislados de Aplysia dactylomela (La
Gomera)

Otro invertebrado objeto de estudio fue el octocoral Pterogorgia sp., del que

obtuvimos una serie de C-dilactonas diasteroisoméricas, representadas en el recuadro
siguiente,

junto con los productos conocidos hidroxiancepsenolido
homoancepsenolido.

Y
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(0]
CieH33y,
0]
HO
P1 P2 P3
(0] (6]

Ci6H33 " oH

o ,
(0]
\ I 10 OAc
$ AcO
P4 P5

Nuevos metabolitos aislados del octocoral Pterogorgia sp.

La caracterizacién estructural de estos metabolitos lactonicos nos permitio
establecer unas reglas empiricas, basadas en RMN de !3C, para determinar la
estereoquimica relativa de 3-alquil-4-hidroxi-5-metil-2(5H)-dihidrofuranonas, una
unidad y-lactona frecuente en muchos productos bioactivos naturales y sintéticos.
Proponemos para los sistemas dilactonicos una ruta biogenética via oxidacién de
acidos grasos C16:0 y C18:0.

En la Parte Tedrica se describe la configuracién relativa de cada una de las
estructuras representadas en los recuadros y, en algunos casos, la configuracién
absoluta.

Parte de los resultados recogidos en esta Tesis Doctoral han dado lugar a las
siguientes publicaciones:

. A. R. Diaz-Marrero, I. Brito, J. M. de la Rosa, L. D'Croz, O. Fabelo, C. Ruiz-
Pérez, J. Darias, M. Cueto. “Novel Lactone Chamigrene-Derived Metabolites
from Laurencia majuscula”. Eur. J. Org. Chem., 2009, 1407-1411.

. A. R. Diaz-Marrero, I. Brito, J. M. de la Rosa, J. Darias, M. Cueto. “Gomerones
A-C, halogenated sesquiterpenoids with a novel carbon skeleton from Laurencia
majuscula”. Tetrahedron, 2008, 10821-10824.

. E. Dorta, A. R. Diaz-Marrero, I. Brito, M. Cueto, L. D'Croz, J. Darias. “The
oxidation profile at C-18 of furanocembranolides provides a taxonomical
marker for several genera of octocorals”. Tetrahedron, 2007, 9057-9062.
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. M. Lorenzo, I. Brito, M. Cueto, L. D'Croz, J. Darias. “3C NMR-based empirical
rules to determine the configuration of fatty acid butanolides. Novel y-
dilactones from Pterogorgia sp”. Org. Lett., 2006, 5001-5004.

. I. Brito, T. Dias, A. R. Diaz-Marrero, J. Darias, M. Cueto. “Aplysiadiol from
Aplysia dactylomela suggested a key intermediate for a unified biogenesis of
regular and irregular marine algal bisabolene-type metabolites”. Tetrahedron,
2006, 9655-9660.

. T. Dias, I. Brito, L. Moujir, N. Paiz, J. Darias, M. Cueto. "“Cytotoxic
sesquiterpenes from Aplysia dactylomela”. J. Nat. Prod., 2005, 68, 1677-
1679.

La investigacién que he desarrollado en el IPNA también ha dado lugar a la
publicacién de los siguientes articulos:

. A. R. Diaz-Marrero, I. Brito, M. Cueto, A. San-Martin, J. Darias. “Suberitane
network, a taxonomical marker for Antarctic sponges of the genus Suberites?
Novel sesterterpenes from Suberites caminatus”. Tetrahedron Lett., 2004,
45, 4707-4710.

. A. R. Diaz-Marrero, I. Brito, E. Dorta, M. Cueto, A. San-Martin, J. Darias.
“Caminatal, an aldehyde sesterterpene with a novel carbon skeleton from
Antarctic sponges Suberites caminatus”. Tetrahedron Lett., 2003, 44, 5939-
5940.

. I. Brito, M. Cueto, A. R. Diaz-Marrero, J]. Darias, A. San Martin.
“Oxachamigrenes, New Halogenated Sesquiterpenes from Laurencia obtusa”. J.
Nat. Prod., 2002, 65, 946-948.

. I. Brito, J. Darias, E. Dorta, M. Cueto. “Bromocyclococanol, a Halogenated
Sesquiterpene with a Novel Carbon Skeleton from the Red Alga Laurencia
obtusa”. Tetrahedron Lett., 2002, 43, 2551-2553.

. E. Dorta, M. Cueto, I. Brito, J. Darias. "New Terpenoids from the Brown Alga
Stypopodium zonale”. J. Nat. Prod., 2002, 65, 1727-1730.
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Introduccion

La investigacién quimica de la biota marina es relativamente reciente. Se puede
decir que es a partir de la mitad de la década de los sesenta y principios de los setenta
cuando comienza el estudio sistematico de la quimica de organismos marinos. Es
decir, hace apenas 45 afios, lo que contrasta con la investigacion sobre la quimica de
metabolitos secundarios de plantas terrestres, que tiene una larga tradicion. Las
sustancias quimicas derivadas de animales, plantas y microbios se han utilizado para
tratar enfermedades humanas desde los albores de la medicina. Los primeros datos
escritos proceden de Mesopotamia, 2.600 AC, donde en texto cuneiforme sobre placas
de arcilla se describen sustancias derivadas de plantas, como aceites derivados de
especies de Cedrus (cedro) y Cupressus sempevirens (ciprés), derivados de
Glycyrrhiza glabra (regaliz), Commiphora (mirra), y Papaver somniferum (jugo de
adormidera), todos ellos actualmente en uso para el tratamiento de enfermedades
como la tos y resfriados hasta infecciones parasitarias e inflamacion.

La exploracion de los océanos ha originado el descubrimiento de nuevos
productos de algas, invertebrados y microorganismos marinos. Hay que sefialar que el
estudio de las algas rojas, particularmente de algunas especies, estd intimamente
ligado a la evolucidén de la investigacion en la quimica de organismos marinos, desde
sus inicios hasta nuestros dias.

Dada la abundancia de cloro y bromo en los océanos, no es sorprendente que
la mayoria de los compuestos halogenados naturales sean de origen marino. La
variedad estructural de los productos de origen marino, en relaciéon con los terrestres,
es una consecuencia de las diferencias bioquimicas de sus procesos bioldgicos,
impuestas por las distintas condiciones medioambientales a las que estan sometidos,
como son: una mayor presién, mayor concentracion de iones halégenos, menor
intensidad luminica, y temperatura que va desde los -2.59C de los mares antarticos a
temperaturas superiores a los 100°C, que se alcanzan en los fondos oceanicos donde
fluyen materiales hidrotermales. Posiblemente, la caracteristica que establece una
mayor diferencia entre ambos medios, marino y terrestre, sea la gran concentracién
de iones haldégeno que contiene el agua de mar, especialmente cloruros y bromuros.
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1.1. HALOGENACION BIOLOGICA.

1.1.1. Antecedentes.

La naturaleza ha desarrollado varios mecanismos para activar la olefina
terminal de terpenos lineales y facilitar la creacion de nuevos enlaces C-X
(X=heteroatomo, protéon o haldégeno). Por ejemplo, la ciclacidn del escualeno a
esteroides y hopanoides se inicia por epoxidacion o protonacion de la olefina terminal,
respectivamente, Figura 1.1.1.1.

hopano

ciclasa
—»

H+

Escualeno

escualeno
epoxidasa l (0]

e Esteroides
de plantas

Epdxido de escualeno Cicloartenol

Figura 1.1.1.1. Ciclacién de olefinas terminales via epoxidacién y protonacion.

Aunque estas estrategias biosintéticas estdan muy generalizadas, en las
macroalgas marinas opera, ademas, un tercer mecanismo de ciclacién de terpenos,
que implica la participacion de iones bromonio en la induccién de la ciclacién, Figura
1.1.1.2. Por ejemplo, en el medio ambiente terrestre, la ciclacién del geraniol
pirofosfato (GPP) inducida por acido puede dar el derivado octodano A, una feromona
sexual del gorgojo Anthonomus grandis. En cambio, si la ciclacidon la inicia el ion

16
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bromonio (Br*), como ocurre en el medio marino, puede obtenerse el octodeno,
aislado del alga Octhodes secundiramea.®

Br oPP

0
X=Br X=H NG
----- B

Br

“ “
Z 2

Octodeno Precursor comun Octodano A
Figura 1.1.1.2. Ciclacidn de olefinas terminales via halogenacion y protonacion.

A pesar de que en los océanos el cloro es mas abundante que el bromo, las
algas marinas incorporan mas atomos de bromo que de cloro en sus metabolitos. El
fitoplancton y las algas producen wuna gran diversidad de compuestos
organohalogenados, y representan el 20-25% de todos los organohalogenados
naturales conocidos. En este punto cabe destacar la importancia que tuvo el estudio
de algas del género Laurencia, en el descubrimiento de la incorporacion de halégeno
en la biosintesis de sesquiterpenos.

En 1969, del alga Laurencia okamurai® se aislaron los primeros metabolitos
bromados, los sesquiterpenos aplysina, desbromoaplysina, aplysinol, laurinterol y
desbromolaurinterol. La incorporacién de bromo en los productos Illamé
poderosamente la atencién e indujo que, en la década de los setenta, un nimero de
cientificos de diversos paises se interesasen por la quimica de organismos marinos. En
rigor histérico, los productos aplysina, desbromoaplysina, aplysinol, se obtuvieron
inicialmente del molusco herbivoro Aplysia kurodai en 1963,” pero la Aplysia no los
biosintetiza, sino que los obtiene y acumula del auténtico productor, el alga L. kurodai,
la cual forma parte de su dieta, Figura 1.1.1.3.

> W. Fenical, Science, 1982, 215, 923-928.
8 T. Irie, M. Suzuhi, Y. Hayakawa, Bull. Chem. Soc. Jpn., 1969, 42, 843-844.
7'S. Yamamura, Y. Hirata, Tetrahedron, 1963, 19, 1485-1496.
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R Br.
< ’
2 : : % ; "//
2 (0)

CH,OH

Aplysina, R=Br Aplysinol Laurinterol, R= Br
Desbromoaplysina, R=H Desbromolaurinterol, R=H

Figura 1.1.1.3. Primeros metabolitos bromados de Aplysia kurodai y Laurencia okamurai.

Desde esta época, los estudios de especies de algas del género Laurencia, y de
algln que otro género, como Plocamium y, en menor medida, Delisea y Asparagopsis,
estan intimamente ligados a la historia de los metabolitos secundarios polihalogenados
de origen marino. Dentro de las algas de la familia Rhodomelaceae, las especies del
género Laurencia ocupan un lugar destacado ya que producen el 85% del total de los
metabolitos secundarios obtenidos de la familia, la mayoria halogenados.

Sin embargo, el primer metabolito cuyo andlisis estructural demostré que
contenia halégeno se obtuvo de un eucariota marino, el octocoral Gorgonia cavolinii,
en 1896.% Este compuesto se caracterizé como 3,5-diyodotirosina y fue encontrado
posteriormente en las glandulas tiroideas de los mamiferos® (Figura 1.1.1.4). La
tirosina es un yoduro de arilo necesario para el control metabdlico humano y la
homeostasis.

HO
NH»

I COOH
Figura 1.1.1.4. 3,5-diyodotirosina: primer producto halogenado obtenido de un organismo marino.

En la actualidad se conocen mas de 5.000 productos naturales halogenados
producidos por organismos vivos, y cada ano se aisla un promedio de 200 nuevos
productos que contienen haldgenos. La cloracién es la modificacién predominante,
seguida por la bromacién. La yodacién y fluoracidon son raras en la naturaleza.

8 (a) E. Drechsel, Zeitschrift fur Biologie, 1896, 33, 85-107. (b) C. D. Murphy, C. D., Appl. Microbiol.,
2003, 94, 539-548.

° (a) G. L. Foster, J. Biol. Chem., 1929, 83, 345-346. (b) K. H. van Pe e, C. Dong, S. Flecks, J. Naismith,
E. P. Patallo, T. Wage, Adv. Appl. Microbiol., 2006, 59, 127-157.
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1.1.2. Incorporacion de halégenos en las moléculas.

La introduccion de haldégenos en moléculas complejas, utilizando métodos
tradicionales de sintesis, es muy complicada, especialmente por la falta de
especificidad y regioselectividad, ademas de que los halogenuros no son
particularmente reactivos, a menos que sean activados mediante la intervencion de
enzimas. La naturaleza ha desarrollado una variedad de mecanismos enzimaticos,
para la halogenacion de sustratos especificos que cursan con regio- Yy
estereoselectividad, por lo que la halogenacién enzimatica, a través de mecanismos de
oxidacién, es la ruta mas comuUn hacia estos metabolitos.°
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OH desclorovancomicina
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OH vancomicina HO

Figura 1.1.2.1. Vancomicina y desclorovancomicina. Influencia de los sustituyentes halogenados en la
magnitud de la actividad antibacteriana.

Por esta razon, y porque la presencia de halégenos en muchos productos
naturales influye en su actividad biolégica (por ejemplo, cuando un atomo de cloro del
antibidtico glicopectidico vancomicina, se sustituye por el hidréogeno se pierde la
conformacién clinicamente activa y el resultado es la disminucion de la actividad
antibacteriana®! hasta en un 70%), el descubrimiento de nuevos productos de origen

10 (a) X. Chen, K. H. van Pée, Acta Biochim. Biophys. Sin., 2008, 40, 183-193.

(b) H. Deng, D. O’'Hagan, Curr. Opin. Chem. Biol., 2008, 12, 582-592.

(c) L. C. Blasiak, C. L. Drennan, Acc. Chem. Res., 2009, 42, 147-155.

(d) C. Wagner, E. M. Omari, G. M. Kdnig, J. Nat. Prod., 2009, 72, 540-553.

(e) C. S. Neumann, D. G. Fujimori, C. T. Walsh, Chem. Biol., 2008, 15, 99-109.

(f) D. G. Fujimori, C. T. Walsh, Curr. Opin. Chem. Biol., 2007, 11, 553-560.

(9) J. Littlechild, E. G. Rodriguez, M. Isupov, J. Inorg. Biochem., 2009, 103, 617-621.

(h) F. H. Vaillancourt, E. Yeh, D. A. Vosburg, S. Garneau-Tsodikova, C. T. Walsh, Chem. Rev., 2006, 106,
3364-3378.

(i) A. Butler, J. N. Carter-Franklin, Nat. Prod. Rep., 2004, 21, 180-188.

1’5, R. Nagarajan, J. Antibiot., 1993, 46, 1181-1195.
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marino, y la caracterizacion de los mecanismos de halogenacion enzimatica, se ha
convertido en un drea muy activa de investigacion.

La caracterizacion estructural de enzimas de halogenacion ha servido de base
para entender el mecanismo de la especificidad y su quimica. En particular, la
obtencion reciente de imagenes cristalograficas de la arquitectura del sitio activo, y del
sitio de unién de halogenuro, ha proporcionado informacién esencial sobre las claves
de la catalisis enzimatica.

1.1.3. Clases de enzimas de halogenacion.

Las enzimas de halogenacién se pueden dividir en tres grandes clases. La clase
I, denominada haloperoxidasas, requiere perdxido de hidrogeno e incluye dos
subclases: las hemo-haloperoxidasas dependientes de hierro, es decir, con porfirina
que contiene hierro, y las haloperoxidasas dependientes de vanadio. La clase II,
halogenasas, utiliza oxigeno molecular y también incluye dos subclases: las
halogenasas dependientes de flavina, y las halogenasas no-hemo (no incluyen
porfirina) dependientes de hierro. Por Ultimo, la clase III son las halogenasas
nucleofilicas. En la Tabla 1.1.3.1 se muestran sus aspectos generales y el tipo de
sustrato requiere cada clase de enzima.

Tabla 1.1.3.1. Tipos de enzimas de halogenacion. Adaptada de referencia 10c.

CLASE Enzima Halégeno Sustrato requerido Cofactor y
activo cosustratos
Hemo-haloperoxidasas ‘ti )
i matic cos en
dependendientes de X+ aromaticos y ricos hemo, H,0,
hierro electrones
I
Haloperoxidasas o _
depenghentes de X+ aromaticos y ricos en vanadato, H,0,
vanadio electrones
Halogenasas
dep.end|entes de X+ aromaticos vy ricos en FADH,, O,
flavina electrones
II
g:g%%?:ﬁ?jsnféﬁzr?o X* alifaticos, inactivados Fe(Il), O,
P ' a-cetoglutarate
Halogenasas nucleofilicas electrofilicos, buen grupo
III X saliente, (AdoMet)
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En contraste con las haloperoxidasas, las reacciones de halogenacion
catalizadas por halogenasas transcurren con alta regioselectividad y especificidad de
sustrato.'?

Las dos primeras grandes clases halogenan productos naturales con centros de
carbono ricos en electrones, y para ello la naturaleza utiliza un intermedio hipohalito
(HOX) que es quimicamente equivalente a una especie electrofilica “X*”, especie
reactiva deficiente en electrones que se obtiene por oxidacién mediante dos electrones
del haluro correspondiente. Por lo tanto, la catalisis ocurre a través de un mecanismo
de sustitucién electrofilica.

Ambas clases, haloperoxidasas y halogenasas, difieren en el tipo de oxidante.
Mientras que la clase haloperoxidasas utiliza el perdxido de hidrégeno, la clase
halogenasas utiliza oxigeno molecular. La clase haloperoxidasas puede oxidar los iones
halogenuros CI, Br, o I, pero no F. Tradicionalmente, la nomenclatura de las
haloperoxidasas se ha basado en el halogenuro mas electrofilico que, catalizado por la
enzima, se oxida facilmente por perdxido de hidrégeno. En consecuencia, las
cloroperoxidasas (CIPO) oxidan el cloruro, bromuro y yoduro por el perdxido de
hidrogeno (H,0,), mientras que las yodoperoxidasas sélo oxidan el yoduro de esta
manera. El peroxido de hidrogeno no tiene el potencial termodindamico necesario para
oxidar el fluoruro, por lo que las enzimas que catalizan la fluoracion no son
peroxidasas.

1.1.4. Haloperoxidasas.

Por su relacion con esta Tesis, dentro de las distintas clases de enzimas de
halogenacién que figuran en la Tabla 1.1.3.1, nos centraremos en dos de ellas: las
hemo-haloperoxidasas dependientes de hierro y las haloperoxidasas dependientes de
vanadio. El estudio de las haloperoxidasas dependientes de hierro facilitd el
descubrimiento de las segundas, esto es, las haloperoxidasas dependientes de
vanadio, que catalizan la mayoria de los procesos de halogenacion que ocurren en las
algas rojas.

La primera enzima de halogenacidén que se caracterizé fue la cloroperoxidasa
(CIPO). Se obtuvo del hongo Caldariomyces fumago y sirve de prototipo de hemo-
haloperoxidasas. Esta proteina se aislé gracias a que se postulé que una enzima de

12 K. H. van Pe e, S. Unversucht, Chemosphere, 2003, 52, 299-312.
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halogenacién deberia ser la responsable de la biosintesis de los atomos de cloro
presentes en un metabolito del hongo, la caldariomicina.**

c c
HO OH

Caldariomicina

El mecanismo de halogenacion propuesto, inferido de la elucidacion de la
estructura tridimensional de esta enzima, supone que el perdéxido se enlaza en la
posicion axial del complejo Fe(IlI)-porfirina. La eliminacién de agua produce una
especie Fe(IV)-oxo intermedia denominada compuesto I, que es interceptada por
halogenuro para producir una especie hipohalito-Fe(III), compuesto II. El sustrato
organico puede halogenarse directamente por la accién del compuesto II, o bien por el
acido hipohaloso liberado (CIOH), ya fuera del complejo-Fe.!*1®

o +@ O/
H,0 [
 — 2Y2 ,,N N
\\\ ,/, \\\ /
. AN et cr AN R-H
Fem ‘Felv \Fem —» CIOH ——— > R-Cl + H,0
s | / PN - '
-~ i : Ky -~ i
N—n H0+ 0, HZOZ - |
1 1 1
/s /s S
Cys Cys ¢
1 vs o II

Figura 1.1.4.1. Mecanismo de reaccidon de hemo-haloperoxidasas dependientes de hierro.

Independientemente de qué especie exacta es la responsable de halogenacion,
hay consenso en que estas haloperoxidasas combinan la reduccién de H,0, y la
oxidacion de halogenuro para producir algin tipo de X* electrofilico, que puede ser
atacado por un sustrato rico en electrones.!” Estudios espectroscopicos y estructurales
confirman que el ligando axial proximo al Fe-catalitico es tiolato, derivado de una
cisteina. Por su estabilidad, y amplio comportamiento quimico, esta proteina CIPO es
importante en aplicaciones comerciales. La estequiometria de la reaccién de

13p, D. Shaw, L. P. Hager, J. Biol. Chem., 1959, 234, 2565-2569.

4 p. D. Shaw, L. P. Hager, J. Biol. Chem., 1961, 236, 1626-1630.

5 H. A. Wagenknecht, W. D. Woggon, Chem. Biol., 1997, 4, 367-372.

16 p. G. Furtmuller, C. Obinger, Y. Hsuanyu, H. B. Dunford, Eur. J. Biochem., 2000, 267, 5858-5864.

7 D, R. Ramos, M. V. Garcia, M. L. Canle, J. A. Santaballa, P. G. Furtmuller, C. Obinger, Arch. Biochem.
Biophys., 2007, 466, 221-233.

22



Introduccion

haloperoxidasas implica el consumo de un equivalente de H,0, por producto halogenado
producido, como se muestra en la siguiente ecuacion.

Ecuacién: X* + H,0, + R-H + H" - R-X + 2 H,0

Se han encontrado haloperoxidasas en practicamente todas las clases de
organismos marinos. Las algas Rhodophytas son las mas ricas en actividad
bromoperoxidasa y en contenido de lipidos halogenados. Las algas pardas son las mas
pobres en actividad haloperoxidasa.

Por otra parte, las haloperoxidasas de vanadio son enzimas no-hemo (sin
porfirina). La presencia de vanadio como un componente esencial de haloperoxidasas,
se descubrié en el alga roja Ascophyllum nodosum en 1984.'% Las haloperoxidasas
dependientes de vanadio también catalizan la oxidacion de halogenuros (excepto
fluoruro) por peréxido de hidrégeno.

Dentro de las haloperoxidasas dependientes de vanadio estan las
cloroperoxidasas (V-CIPO) y las bromoperoxidasas (V-BrPO). Las V-CIPO se han
aislado de hongos y de dos especies de bacterias, pero no de organismos marinos,
mientras que las V-BrPO se encuentran principalmente en algas marinas verdes, rojas
y pardas.

El vanadio, después del molibdeno, es el metal de transicién mas abundante en
los océanos y el estado de oxidaciéon V(V) es el mas comun en el agua de mar.'® Se
han caracterizado V-BrPOs en las clases mas importantes de algas marinas, y se cree
que las haloperoxidasas dependientes de vanadio (V-BrPO) son las responsables de la
inmensa mayoria de los procesos de halogenacién que ocurren en productos naturales
marinos. Su rol en la biosintesis de sesquiterpenos ciclicos bromados de algas rojas,
se establecié en 2004 por conversidén quimioenzimatica in vitro de (E)-(+)-nerolidol en
los regioisdémeros de synderol (o-, B- y y-synderol), un sesquiterpeno natural,'®
ademas de 6xido de 3B-bromo-8-epicarrapi, Figura 1.1.4.2. Estos productos han sido
aislados de L. obtusa. El y-synderol ha sido propuesto como intermedio en la
biosintesis de otros productos naturales biciclicos. Este resultado establece por
primera vez,?° en 2004, el rol de la V-BrPO en la biosintesis de sesquiterpenos ciclicos
bromados de algas rojas marinas.

18 4, Vitler, Phytochemistry, 1984, 23, 1387-1390.
19 M. Jaclyn, J. M. Winter, S. Bradley, M. S. Moore, J. Biol. Chem., 2009, 284, 18577-18581.
20 3, N. Carter-Franklin, A. Butler, J. Am. Chem. Soc., 2004, 126, 15060-15066.
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V-BrPO
e

KBr +-
H,0, Br
40% EtOHac.
(E)-(+)-nerolidol 6xido de (+)-3B-bromo-8-

-H* epicaparrapi

y-synderol B-synderol a-synderol

Figura 1.1.4.2. Conversidon quimioenzimatica in vitro de (E)-(+)-nerolidol en regioisomeros de synderol.

La enzima bromoperoxidasa de vanadio (V-BrPO), utilizada en esta
transformacion quimio-enzimatica, se obtuvo de algas rojas de los géneros Laurencia,
Plocamium y Corallina. La V-BrPO actla catalizando la oxidacién de ion bromuro por
peroxido de hidrégeno generando un ion bromonio, o una especie equivalente, en el
sitio activo de la enzima, que broma una cara de la olefina terminal del nerolidol.

El cofactor redox (H,O,) de una haloperoxidasa dependiente de vanadio, se
ancla en el sitio activo cuando el ion vanadato se une a un ligando de la proteina: el
anillo imidazdlico de un residuo de histidina, Figura 1.1.4.3. De modo analogo a las
hemo-Fe haloperoxidasas, el perdxido de hidrégeno se enlaza al centro metalico de V
y lo activa, mediante la formacién de un intermedio metal-oxo de alta valencia, n-2-
peroxo, para reaccionar con varios halogenuros y generar un hipohalito enlazado a
vanadio (intermedio III), donde -OX es un (Br*) equivalente.'®?! A diferencia de las
hemo-Fe haloperoxidasas, el atomo de vanadio no parece activo en el proceso redox,
sino que mantiene su estado de oxidacion V(V) a lo largo del ciclo catalitico.

Al igual que con las enzimas hemo-dependientes, todavia hay un cierto
desacuerdo sobre la naturaleza de la especie que halogena. No esta claro si el
intermedio V-OBr, III, (en general V-OX) unido a la enzima es el agente oxidante
activo, o lo es el acido hipohaloso, liberado del centro metalico antes de que ocurra la
halogenacién. Algunas pruebas experimentales indican que estas enzimas pueden

21 3, Littlechild, E. Garcia-Rodriguez, A. Dalby, M. Isupov, J. Mol. Recognit., 2002, 15, 291-296.
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realizar ciertas reacciones con regioselectividad o enantioselectividad,?° lo que apoya
que la reaccidén ocurra con un equivalente X* atrapado en la enzima, mientras que en
otros casos no se observa la selectividad.'® (La reaccién con el synderol es un ejemplo
de que el proceso ocurre con selectividad).

_-OH,
) 0]
OH oo™ QOH
| o \ / WOH , el /\ WnOH
A "O——VA< "O— V< O— V<
(] V\ \O‘ \o- \O‘
N + HZOZ
/ l/ <l/‘ H20 <l/
His4o6 His4o6 Hisag6 Hisags
N-2peroxo
R-X + H,0
Br
R-H
/Br
— _---Br Br
OH o o’ 0
| WO~ -0 \Vu‘\\\OH l ‘\\Vu‘\\\OH /\| \\\\OH
_O V‘n\‘ I, - V‘*
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N +H,0 N
e T
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Figura 1.1.4.3. Mecanismo de reaccidn de haloperoxidasas dependientes de vanadio.

La primera haloperoxidasa de vanadio que se caracterizé por rayos X fue una
cloroperoxidasa, y se obtuvo del hongo Curvularia inaequalis.?*> Mas recientemente, se
completaron las estructuras de tres bromoperoxidasas homdlogas de las algas
Ascophyllum nodosum, Corallina officinalis, y Corallina pilulifera.*®*° Los estudios
estructurales de V-BrPO*?* y V-CIPO?® indican que hay diferencias sustanciales entre
ellas, sin embargo, ambas enzimas poseen un centro activo caracteristico muy similar,
lo que apoya el mecanismo propuesto.

El vanadio estd enlazado como ién vanadato (V), ligado al anillo de imidazol de
un residuo de histidina conservada que ancla el cofactor vanadio en una coordinacién

22 A, Messerschmidt, L. Prade, R. Wever, Biol. Chem., 1997, 378, 309-315.

2 M. N. Isupov, A. R. Dalby, A. A. Brindley, Y. Izumi, T. Tanabe, G. N. Murshudov, J. A. Littlechild, J. Mol.
Biol., 2000, 299, 1035-1049.

24 M. Weyand, H. J. Hecht, M. Kie, M. F. Liaud, H. Vilter, D. Schomburg, J. Mol. Biol., 1999, 293, 595-611.
25 A, Messerschmidt, R. Wever, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1996, 93, 392-396.
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trigonal bipiramidal, con los enlaces del metal coordinados a tres atomos de oxigeno
no proteinicos localizados en el plano ecuatorial. En el sitio activo las cargas negativas
son compensadas con los protones nitrogenados de residuos de aminoacidos, por una
extensa red de puentes de hidrégeno, Figura 1.1.4.4.

H ° His404
N
HN ﬁ
Glyaso3 \ N H2N NH,
\ H
O H ~N N
H
OH . N \o/ o" ,H/ 0
, & Oi N , HO
00—V~ - 20—V~ -/ ---H
| ° P o SNH Argago
HoN 0O—H""" | "
N Serap2 | N H—N:k
NH N
<\ \ <\ \ H NH,
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OH OH (0]
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0 NH; 0 Argseo
Hisa96 Lysss3 Hisos

Figura 1.1.4.4. Estabilizacion de complejo de vanadato por puentes de hidrégeno.

La funcién de las haloperoxidasas marinas es la de intervenir en la biosintesis
de sustancias halogenadas naturales. Sin embargo, la V-CIPO de hongos no parece
que intervengan en la halogenacién de productos naturales; se supone que la funcién
de esta enzima es la degradacion de la pared celular de la planta huésped mediante la
produccién de acido hipocloroso (CIOH) para permitir la penetracion de la hifa del
hongo.?®

26 R. Wever, W. Hemrika, in Handbook of Metalloproteins (A. Messerschmidt, R. Huber, K. Wieghardt, T.
Poulos, eds), John Wiley & Sons Ltd., Chichester, United Kingdom, 2001, pp. 1417-1428.
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1.2. SESQUITERPENOS DE FUENTES MARINAS CON ESQUELETO
CHAMIGRENO.

Las especies de las algas rojas del género Laurencia (Rhodomelaceae,
Ceramiales) producen una gran variedad de metabolitos secundarios, tales como C-15
acetogeninas y sustancias terpénicas: sesquiterpenos, diterpenos vy triterpenos.
Dentro de esta diversidad estructural, las sustancias sesquiterpénicas son las mas
comunes dentro del género, y en particular destacan, por la abundancia y variedad de
los metabolitos, los sequiterpenos halogenados con esqueleto chamigreno que, en
algunas especies, pueden considerarse como un patrén quimiotaxondémico.

La funcién que desempefian estos metabolitos halogenados en el alga no esta
clara, pero se cree que actlan como sustancias de defensa quimica contra herviboros
marinos. Muchos de ellos presentan propiedades farmacoldgicas diversas.

La mayoria de los metabolitos de especies del género Laurencia poseen
esqueleto chamigreno, de a-chamigreno y B-chamigreno, con diferentes grados de
oxidacién en los carbonos de los anillos A y B. La caracteristica mas frecuente de los
metabolitos chamigrénicos, es la presencia de un sistema cloro-bromo saturando el
doble enlace del anillo B.

AN
A
10 6 4
15
12 13 >
a-chamigreno B-chamigreno

Desde el descubrimiento de los primeros sesquiterpenos halogenados de algas
rojas, a finales de la década de los sesenta, el interés por este tipo de productos ha
sido creciente y actualmente se siguen publicando metabolitos con nuevas
caracteristicas estructurales.

Hemos efectuado una recopilacion bibliografica de los productos con esqueleto
chamigreno aislados de diferentes fuentes marinas. En esencia, proceden de algas
rojas del género Laurencia y de moluscos del género Aplysia, depredadores de éstas.
Dichos productos los hemos clasificado atendiendo al numero de carbonos
modificados” en el anillo A, con relacién al anillo A de a- y de B-chamigreno. Sin

* El término modificado indica que sobre el carbono ha existido una adicidn, sustitucién o eliminacion.
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embargo, para el anillo B, hemos considerado como carbonos modificados aquellos
carbonos distintos de C-2 y C-3. Esto se justifica debido a que, la presencia de un
sistema cloro-bromo en las posiciones C-2-C-3, o de funcionalidades derivadas de este
sistema, tales como: halovinilo, halohidrina, diol, epdxido o carbonilo, es la
caracteristica mas frecuente de los metabolitos chamigrénicos. Este criterio de
clasificacion, facilita la comparacién estructural entre productos recién aislados y los
que figuran en la literatura. En esta recopilacién se indica las fuentes de los
metabolitos, las caracteristicas mas significativas de sus estructuras quimicas y el tipo
de actividad bioldgica que exhiben. La discusion de los sesquiterpenos la realizaremos
de acuerdo con la siguiente clasificacion:

Grupo I. Esqueleto a-chamigreno.

Grupo IA. Sistemas con cloro-bromo, halovinilo, halohidrina, diol, epoxido
o carbonilo en C2-C3 del anillo B.

IA1. Productos con 1 carbono modificado en A.

IA2. Productos con 2 carbonos modificados en A.

IA3. Productos con 3 carbonos modificados en A.

IA4. Productos con 4 carbonos modificados en A.

IA5. Productos con 2 carbonos modificados en A y 1 carbono modificado en B.
IA6. Productos con 3 carbonos modificados en A y 1 carbono modificado en B.

IA7. Productos con 4 carbonos modificados en A y 1 carbono modificado en B.

Grupo IB. Sistemas con endo y/o exo olefinas en anillo B.
IB1. Productos con 1 carbono modificado en A.
IB2. Productos con 2 carbonos modificados en A.
IB3. Productos con 3 carbonos modificados en A.
IB4. Productos con 2 carbonos modificados en A y 1 carbono modificado en B.
IB5. Productos con 3 carbonos modificados en A y 2 carbonos modificados en B.
IB6. Productos con 4 carbonos modificados en A y 1 carbono modificado en B.

IB7. Productos con 4 carbonos modificados en A y 2 carbonos modificados en B.
Grupo IC. Esqueletos reagrupados.

Grupo ID. Esqueleto degradado.
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Grupo II. Esqueleto ff-chamigreno.
Grupo IIA. Sistemas con cloro-bromo, halovinilo, halohidrina, diol, epéxido
o carbonilo en C2-C3 del anillo B.
IIA1. Productos con 1 carbono modificado en A.
IIA2. Productos con 2 carbonos modificados en A.
IIA3. Productos con 3 carbonos modificados en A.
IIA4. Productos con 4 carbonos modificados en A.
IIA5. Productos con 1 carbono modificado en A y 1 carbono modificado en B.
IIA6. Productos con 2 carbonos modificados en A y 1 carbono modificado en B.

IIA7. Productos con 3 carbonos modificados en A y 1 carbono modificado en B.

Grupo IIB. Sistemas con endo y/o exo olefinas en el anillo B.
IIB1. Productos con 1 carbono modificado en A.
IIB2. Productos con 2 carbonos modificados en A.
IIB3. Productos con 1 carbono modificado en A y 1 carbono modificado en B.

IIB4. Productos con 2 carbonos modificados en A y 1 carbono modificado en B.
Grupo IIC. Esqueleto reagrupado.

Grupo IID. Esqueleto degradado.

29



Tesis doctoral, M@ Inmaculada Brito Garcia

1.2.1. Grupo I. Esqueleto a-chamigreno.

1.2.1.1. Grupo IA. Sistemas con cloro-bromo, halovinilo, halohidrina,
diol, époxido o carbonilo en C2-C3 del anillo B.

1.2.1.1.1. Grupo IA1l. Productos con 1 carbono modificado en A.

El sesquiterpeno 1 se aislé por primera vez de Laurencia sp.,?” recolectada en
el Golfo de California, Méjico. Posteriormente se obtuvo de las siguientes especies: L.
pacifica Kylin,?® recolectada en California; L. glandulifera Kitzing,* L. okamurai,*® L.
nipponica,*® L. scoparia,*® recolectadas en Jamaica; L. glomerata Kitz,*? recolectada
en Sudafrica; L. Flexilis Setchell,3* recolectada en Curimao (Filipinas); L. nidifica,® y
L. composita Yamada,?® recolectadas en la isla Tanegashima (Japén); L. filiformis y
Aplysia parvula,®” recolectadas en Tasmania (Australia); Laurencia sp. de Japon3® vy L.
composita Yamada,*® recolectada en la Isla Nanji (China). La configuracién absoluta de
1 se determind por difraccién de rayos X.?° Este producto presenté actividad citotdxica
moderada en bioensayo con Artemia salina.*’

De L. glandulifera Kiitzing?**° se obtuvo, junto con 1, el glanduliferol (2), y los
derivados 4 y 9. La bromohidrina 3, relativa al glanduliferol (2), se aisl6 de L.

27 B, M. Howard, W. Fenical, Tetrahedron Lett., 1975, 21, 1687-1690.

2 B. M. Howard, W. Fenical, Tetrahedron Lett., 1976, 29, 2519-2520.

29 M. Suzuki, A. Furusaki, E. Kurosawa, Tetrahedron, 1979, 35, 823-831.

30 M. Qjika, Y. Shizuri, K. Yamada, Phytochemistry, 1982, 21, 2410-2411.

31 A. Furusaki, C. Katayama, T. Matsumoto, M. Suzuki, T. Suzuki, H. Kikuchi, E. Kurosawa, Bull. Chem. Soc.
Jpn., 1982, 55, 3398-3402.

32D, J. Kennedy, I. A. Selby, R. H. Thomson, Phytochemistry, 1988, 27, 1761-1766.

33 3. F. Elsworth, R. H. Thomson, J. Nat. Prod., 1989, 52, 893-895.

34 R. Nys, A. D. Wright, G.M. Kénig, O. Sticher, P. M. Alino, J. Nat. Prod., 1993, 56, 877-883.

35 3. Kimura, N. Kamada, Y. Tsujimoto, Bull.Chem. Soc. Jpn., 1999, 72, 289-292.

36 M. Masuda, S. Kawaguchi, T. Abe, T. Kawamoto, M. Suzuki, Phycol. Res., 2002, 50, 135-144.

37 3. Jongaramruong, A. J. Blackman, B. W. Skelton, A. H. White, Aust. J. Chem., 2002, 55, 275-280.

38 M. Suzuki, T. Kawamoto, C. S. Vairappan, T. Ishii, T. Abe, M. Masuda, Phytochemistry, 2005, 66, 2787-
2793.

3 N-v. Ji, X-M. Li, K. Li, J. B. Gloer, B-G. Wang, Biochem. Syst. Ecol., 2009, 36, 938-941.

40 M. Suzuki, E. Kurosawa, T. Irie, Tetrahedron Lett., 1974, 10, 821-824.
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1

nipponica Yamada,*! recolectada en Sannai, Japén. La configuracién absoluta de 2, 4

y 9 se determind por difracciéon de rayos X.* La configuraciéon de 3 se confirmd por
|.41

conversion a 4 usando KOH en metano

Glanduliferol (2) 3 4

De distintas recolecciones de L. obtusa de Jamaica se obtuvo una serie de
derivados chamigrénicos: 5,* laurencenona A (6), laurencenona D (7) y laurencenona
B (8).>” Todos ellos poseen en comin una cetona a,B-insaturada en el anillo A y
difieren en la regioquimica y tipos de heteroatomos que oxidan los carbonos C-2-C-3
del anillo B. Se realizaron estudios conformacionales de los productos 1, 2, 7 y de los
derivados semisintéticos 7-a y 7-b, basados en el analisis de espectros de RMN de 'H
dependientes de la temperatura.*?

(0) 0)

OH : Br
Cl Cl
5 Laurencenona A (6) Laurencenona D (7) 7-a
(0)
Cl
Laurencenona B (8) 9

41 M. Suzuki, M. Segawa, T. Suzuki, E. Kurosawa, Bull. Chem. Soc. Jpn., 1983, 56, 3824-3826.
42 M. R. Brennan, K. L. Erickson, D. A. Minott, K. O. Pascoe, Phytochemistry, 1987, 26, 1053-1057.
43 G. Guella, G. Chiasera, F. Pietra, Helv. Chim. Acta., 1992, 75, 2012-2025.
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1.2.1.1.2. Grupo IA2. Productos con 2 carbonos modificados en A.

El compuesto 10 se aislé6 por primera vez de L. pacifica Kylin,** recolectada

cerca de Ensenada, Méjico. Posteriormente se encontré en L. okamurai,*® L. nipponica
Yamada,*® L. glomerata Kiitz,* L. nidifica®® y L. composita Yamada.3**° La estructura
de 10 se determind por analisis espectroscépico comparativo de sus derivados
sintéticos 10-a y 10-b, y la configuracién absoluta por datos de difraccidn de rayos X
obtenidos de la cetona 10-b.***° El acetato natural 11, se obtuvo de Aplysia
dactylomela.*® De L. okamurai Yamada®’ recolectada en Qingdao, China, se obtuvieron
los diastereocisémeros 12 y 13, ademas de los productos 1 y 10. El compuesto 14 se
aislé de L. saitoi recolectada en la provincia Shandong en China.*®

AcO

Br Br
11 12 13 14

1.2.1.1.3. Grupo IA3. Productos con 3 carbonos modificados en A.

De L. obtusa de Jamaica se aislé el chamigreno triciclico 15.** El producto
natural 16, previamente conocido? como derivado sintético por oxidacién de 1, se
obtuvo de L. okamurai,*®*" L nipponica,®* L. scoparia,® L. nidifica®®y L. composita.*®
La estructura y configuraciéon absoluta de 16 se confirmé por rayos X.>! La sustancia
antimicrobiana 17*° se aislé de Laurencia sp.,?” de L. pinnatifida*® de Pakistan y de la

“ W. Fenical, Phytochemistry, 1976, 15, 511-512.

45 M. Suzuki, E. Kurosawa, A. Furusaki, Bull. Chem. Soc. Jpn., 1988, 61, 3371-3373.

46 ], Rovirosa, L. Astudillo, M. E. Ramirez, A. San-Martin, Bol. Soc. Chil. Quim., 1991, 36, 153-156.
47N-Y. Ji, X-M. Li, K. Li, Y. Zhang, B-G. Wang, Biochem. Syst. Ecol., 2007, 35, 627-630.

“8 N-Y. Ji, X-M. Li, K. Li, B-G. Wang, Helv. Chim. Acta., 2009, 92, 1873-1879.

4 5. Bano, M. S. Ali, V. U. Ahmad, Planta Medica, 1987, 508-508.
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especie sudafricana L. glomerata Kitz.** El oxachamigreno (18), pertenece a un
nuevo tipo estructural oxaciclico de chamigreno. Fue aislado de L. obtusa recolectada
en Cayo Coco, Cuba.?

\\\Q

B

o
H Cl
Br Br

16 17 Oxachamigreno (18)

\''Cl

1.2.1.1.4. Grupo IA4. Productos con 4 carbonos modificados en A.

De L. glomerata Kitz se obtuvo, ademas de 10, su epoxi derivado 19.%3
Intentos de obtener 19 por epoxidacibn de 10 condujo al epimero 19-a.
Posteriormente se ha aislado 19 de un extracto del aparato digestivo de A.
dactylomela, recolectada en las costas sudafricanas.>®

20

HO HO

B B

\''Cl

Br
19

De una recoleccién de A. californica realizada en San Diego, California, se aisld
el desoxiprepacifenol (20).%! Este producto se obtuvo también de L. okamurai,*®*" L.
nipponica,®® L. mariannensis,®® L. nidifica,® y L. filiformis.?” Presenta propiedades
como insecticida®? y actividad citotéxica moderada en bioensayo con Artemia salina.>”

50 K. L. McPhail, M. T. Davies-Coleman, R. C. B. Copley, D. S. Eggleston, J. Nat. Prod., 1999, 62, 1618-
1623.

51 C. Ireland, M. O. Stallard, D. J. Faulkner, J. Finera, J. Clardy, J. Org. Chem., 1976, 41, 2461-2465.

%2 K. Watanabe, K. Umeda, M. Miyakado, Agric. Biol. Chem., 1989, 53, 2513-2515.

53 R. Nys, J. C. Coll, B. F. Bowden, Aust. J. Chem., 1993, 46, 933-937.
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Br
Desoxiprepacifenol (20)

El epdxido de deshidroxiprepacifenol (21), posee en su estructura un a-
bromoepdxido inusual y se aislé de L. nidifica® y de A. dactylomela®* recolectada en
Brasil. De L. saitoi recolectada en la costa norte de Shandong en China se obtuvo
228

Br

Epdxido de deshidroxiprepacifenol (21)

1.2.1.1.5. Grupo IA5. Productos con 2 carbonos modificados en Ay 1
carbono modificado en B.

Las estructuras y configuracidn relativa del dieno 23, y del metabolito triciclico
24, el primero obtenido de L. nidifica®® y L. composita Yamada,*° y el segundo de A.
californica,” se determinaron por estudios espectroscépicos.

Br.
Cl

el
Br
24

54 C. R. Kaiser, L. F. Pitombo, A. C. Pinto, Spectosc. Lett., 1998, 31, 573-585.
%M. 0. Stallar, D. J. Faulkner, Comp. Biochem. Physiol., 1974, 49B, 25-35.
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1.2.1.1.6. Grupo IA6. Productos con 3 carbonos modificados en Ay 1
carbono modificado en B.

Del alga roja L. intrincata se caracteriz6 el acetoxiintricatol (25).>°

Br
Acetoxiintrincatol (25)

El producto 26 se obtuvo de L. flagelligera®” y L. scoparia®*. La estructura de
26 se determind por andlisis espectroscopico del derivado acetilado 26-a.’’ La
sustancia 26 es ictiotoxica frente a la especie tropical Pomacentrus coeruleus. Ademas
de 26, de L. scoparia también se aisl6 el epoxidiol 27.%

\\\Q

o)
T

HO™
"/l

Br

27

De L. pinnatifida Lamouroux se caracterizé el éter ciclico pinnatazano (28)°% y
la pinnatifidona (29).°° Al producto 28, obtenido de una variedad senegalesa de L.
intricata,®® se le asignd un nombre distinto: almadiéxido. El producto 5-
acetoxioxachamigreno (30) se obtuvo de L. obtusa recolectada en Cayo Coco, Cuba.?

6 J. A. McMillan, 1. C. Paul, R. H. White, L. P. Hager, Tetrahedron Lett., 1974, 23, 2039-2042.

57 M. L. Bittner, M. Silva, V. J. Paul, W. Fenical, Phytochemistry, 1985, 24, 987-989.

8 Atta-Ur-Rahman, V. U. Ahmad, S. Bano, S.A. Abbas, K. A. Alvi, M. S. Ali, H. S. M. Lu, J. Clardy,
Phytochemistry, 1988, 27, 3879-3880.

% M. Aknin, A. Ahond, A. Chiaroni, C. Poupat, C. Riche, J. M. Kornprobst, Tetrahedron Lett., 1989, 30, 559-
562.
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~o
O
el
Br Br
Pinnatazano (28) Pinnatifidona (29) 5-acetoxioxachamigreno (30)

1.2.1.1.7. Grupo IA7. Productos con 4 carbonos modificados en Ay 1
carbono modificado en B.

El extracto metandlico de L. pinnatifida de Pakistan mostré una actividad
antibacteriana significativa. La cromatografia del extracto permitié aislar pinnatifinona
(31) junto con 28.%%! Las estructuras de ambos compuestos se determinaron por
estudios espectroscdpicos.

Br
Pinnatifinona (31)

El prepacifenol (32) se obtuvo de L. filiformis,®* recolectada en La Jolla,
California y también se ha encontrado en L. okamurai,*® L. nidifica,® L. elata,®® A.
Californica® y L. nipponica Yamada.®®> De L. filiformis recolectada en Taroona,
Tasmania, se aislé 33.>” El epodxido de prepacifenol (34) que, al igual que el
deshidroxiderivado 21, contiene un a-bromoepdxido, se ha aislado de A.
californica,®*** L. okamurai,®® L. nidifica,*® L. composita Yamada®® y A. dactylomela®

0's. Bano, M. S. Ali, V. U. Ahmad, Z. Naturforsh., 1988, 43, 1347-1350.
61 v. U. Ahmad, M. S. Ali, Phytochemistry, 1991, 30, 4172-4174.

623, 1. Sims, W. Fenical, R. M. Wing, P. Radlick, J. Am. Chem. Soc., 1973, 95, 972-972.
633, J. Sims, G. H. Y. Lin, R. M. Wing, Tetrahedron Lett., 1974, 39, 3487-3490.

84 D. J. Faulkner, M. O. Stallard, C. Ireland, Tetrahedron Lett., 1974, 40, 3571-3574.

65 K. Kurata, A. Furusaki, C. Katayama, H. Kikuchi, T. Suzuki, Chem. Lett., 1981, 773-776.
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de Sudafrica. Del estudio quimico de un extracto activo de L. majuscula frente a
Escherichia coli y Bacillus subtilis se obtuvo el deshidrocloroprepacifenol (35).%°

(0] (0]

Br
Prepacifenol (32)

0
| OH

o
Br
\''Cl
Br Br
Epdxido de prepacifenol (34) Deshidrocloroprepacifenol (35)

Fue el pacifenol (36), obtenido de L. pacifica,®”®® el producto natural en el que,
por primera vez, se caracterizo el sistema cloro-bromo caracteristico del anillo B de los
derivados de chamigreno. Posteriormente se ha aislado de otras muchas especies de
Laurencia: L. nidifica, 3>%*7° L. nipponica Yamada,’! L. majuscula,”® L. mariannensis,>?
L. composita Yamada,*® de L. filiformis y A. parvula,® de A. dactylomela’ y de A.
californica.®® El pacifenol (36) puede ser un artefacto producido por la accién de la gel
de silice durante el proceso de purificacion del prepacifenol (32). El producto es activo
frente a Staphylococcus aerus y Mycobacterium smegmatis.®® El pacifenol es citotdxico

en el bioensayo con Artemisa salina.” La bromohidrina 37 se obtuvo de L. nipponica
Yamada.”?

86 5, Caccamese, A. Compagnini, R. M..Toscano, F. Nicolo, G. Chapuis, Tetrahedron, 1987, 43, 5393-
5399.

7°3. 3. Sims, W. Fenical, R. M. Wing, P. Radlick, J. Am. Chem. Soc., 1971, 3774-3775.

%8 5, 1. Selover, P. Crews, J. Org. Chem., 1980, 45, 69-72.

% 5. M. Waraszkiewicz, K. L. Erickson, Tetrahedron Lett., 1974, 23, 2003-2006.

7% 5. M. Waraszkiewicz, K. L. Erickson, Tetrahedron Lett., 1976, 18, 1443-1444.,

7L T, Suzuki, Chem. Lett., 1980, 541-542.

7235, Caccamese, A. Compagnini, R. M. Toscano, J. Nat. Prod., 1986, 49, 173-174.

73 C. R. Kaiser, L. F. Pitombo, A. C. Pinto, Magn. Reson. Chem., 2001, 39, 147-149.
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Asimismo, el johnstonol (38), aislado de L. johnstonii,”* L. nidifica,® L.
composita Yamada,*®*>° de A. californica,®® y de A. dactylomela’® puede ser un
artefacto producido durante el proceso de aislamiento del epdéxido de prepacifenol
(34). El bromo vinil derivado 39 se obtuvo de L. nipponica Yamada.”’> La
deshalogenacion reductiva de 39 produjo 39-a.

Pacifenol (36) 37 Johnstonol (38)

Br.

1.2.1.2. Grupo IB. Sistemas con endo y/o exo olefinas en el anillo B.
1.2.1.2.1. Grupo IB1. Productos con 1 carbono modificado en A.

El 10-bromo-a-chamigreno (40) se aislé de L. pacifica Kylin,?® L. glandulifera
Kitzing,?® L. rigida J. Agardh’® y de L. mariannensis.”” La laurencenona C (41), y los
vinil derivados relacionados 42 y 43, se obtuvieron de L. obtusa®? y de L. majuscula

78,79,80

Harvey, respectivamente.

743, 3. Sims, W. Fenical, R. M. Wing, P. Radlick, Tetrahedron Lett., 1972, 3, 195-198.

7> K. Kurata, T. Suzuki, M. Suzuki, E. Kurosawa, A. Furusaki, K. Suehiro, T. Matsumoto, C. Katayama,
Chem. Lett., 1983, 561-564.

76 G. M. Kénig, A. D. Wright, J. Nat. Prod., 1997, 60, 967-970.

77N-Y. Ji, X-M. Li, K. Li, L-P Ding, 1. B. Gloer, B-G. Wang, J. Nat. Prod., 2007, 70, 1901-1905.

78 M. Suzuki, E. Kurosawa, Tetrahedron Lett., 1978, 48, 4805-4808.

7% M. Suzuki, A. Furusaki, N. Hashiba, E. Kurosawa, Tetrahedron Lett., 1979, 10, 879-882.
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Laurencenona C (41)

42

1.2.1.2.2. Grupo IB2. Productos con 2 carbonos modificados en A.

De A. dactylomela recolectada en Puerto Rico se obtuvieron las sustancias
citotdxicas, con actividad antitumoral, 44 y 45.%' El compuesto 46, que posee
actividad alguicida moderada, se obtuvo de L. rigida.”®

HOy,,

B

46

1.2.1.2.3. Grupo IB3. Productos con 3 carbonos modificados en A.

De L. majuscula recolectada en las Islas Xisha en el sur de China se aisld

47.8%8 De A. dactylomela de Tenerife se obtuvieron los isémeros geométricos 48 y
49 %

80 M, Suzuki, E. Kurosawa, K. Kurata, Bull. Chem. Soc. Jpn., 1987, 60, 3795-3796.

81 F_ ], Schmitz, D. P. Michaud, P. G. Schimdt , J. Am. Chem. Soc., 1982, 104, 6415-6423.
82 X, Xu, J. Lu, G. Yao, Y. Li, J. Su, L. Zeng, Tianran Chanwu Yanjiu Yu Haifa, 2001, 13, 5-6.
8 X. Xu, G. Yao, 1. Lu, Y. Li, J. Chang, Chem. Res. Chinese U., 2002, 18, 226-227.

8 A. G. Gonzalez, J. D. Martin, M. Norte, R. Pérez, V. Weyler, A. Perales, J. Fayos, Tetrahedron Lett., 1983,
24, 847-848.

39



Tesis doctoral, M@ Inmaculada Brito Garcia

Br

47 48
1.2.1.2.4. Grupo IBA4. Productos con 2 carbonos modificadosen A y 1
carbono modificado en B.

El trieno 50, desprovisto del sistema cloro-bromo de 23, se aislé del alga L.
nipponica Yamada recolectada en Jap6n.®®

1.2.1.2.5. Grupo IB5. Productos con 3 carbonos modificados en Ay 2
carbonos modificados en B.

De una recoleccién de A. dactylomela de la India se obtuvo 51.%¢ El producto
llamado chamigrenolactona (52) se aislé6 de L. obtusa recolectada en Isla Grande
(Panama).*

Br.

OH
Cl

51 Chamigrenolactona (52)

85 K. Kurata, T. Suzuki, M. Suzuki, E. Kurosawa, A. Furusaki, T. Marsumoto, Chem. Lett., 1983, 557-560.
8 C. B. Bao, C. Satyanarayana, D. V. Rao, Recen. Rev. Biofouling Control, 1994, 259. (Chem. Abstr.,
1995, 123, 251 787).
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1.2.1.2.6. Grupo IB6. Productos con 4 carbonos modificados en Ay 1
carbono modificado en B.

El producto 53 se obtuvo de L. nipponica Yamada.’"’® De L. claviformis de la
Isla de Pascua se caracterizé 54.8” La sustancia citotdxica 54 inhibe la divisién celular
de los embriones del erizo Tetrapygus niger.®’

Br.

OH
53

El producto 55 se aislé6 de L. nipponica Yamada.”® La transformacién del
sesquiterpeno 55 en el acetato 55-a, seguido de epoxidacion condujo al derivado
cristalino 55-b. El estudio de difraccién de rayos X de 55-b permitiéo asignar la
estructura y configuracién absoluta del metabolito 55.7°

Br

"
2
Z
~

OAc
55-a 55-b

1.2.1.2.7. Grupo IB7. Productos con 4 carbonos modificados en Ay 2
carbonos modificados en B.

De L. nipponica Yamada se obtuvieron 56 y 57.%°%8 La configuracién absoluta
de 56 se determiné por rayos X.°°

87 3. Rovirosa, H. Soto, M. Cueto, J. Darias, J. Herrera, A. San-Martin, Phytochemistry, 1999, 50, 745-748.
88 H, Kikuchi, T. Suzuki, M. Suzuki, E. Kurosawa, Bull. Chem. Soc. Jpn., 1985, 58, 2437-2438.
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OH
56

1.2.1.3. Grupo IC. Esqueletos reagrupados.

La kylinona (58), se obtuvo de L. pacifica Kylin de Monterey.®® La sustancia 59,
aislada de Laurencia sp.®” y de L. scoparia,®® es téxica para la especie de pez tropical
Pomacentrus coeruleus. La estructura se determind en base a los datos
espectroscépicos del derivado acetilado 59-a.

Br
Kylinona (58)

De A. dactylomela se caracterizaron las cetonas insaturadas 60 y 61.%°

o)

60

Los productos 62 y 64, llamados pannosanol y pannosano respectivamente, se
aislaron de la especie L. pannosa Zanardi, de Malasia.”® Sus estructuras se
caracterizaron por métodos espectroscdpicos. El pannosanol (62) presentd actividad

8 R, Sakai, T. Higa, C. W. Jefford, G. Bernardinelli, Helv. Chim. Acta., 1986, 69, 91-105.
9 M. Suzuki, M. Daitoh, C. S. Vairappan, T. Abe, M. Masuda, J. Nat. Prod., 2001, 64, 597-602.
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antibacteriana frente a Chromobacterium violaceum, Proteus mirabilis y Vibro

cholerae, mientras que el pannosano (64) sdlo fue activo frente a Chromobacterium
violaceum. De una recoleccidn de A. dactylomela en Madagascar se obtuvo 63.%!

HO

N
S
N

W
\‘\\

K
\\
I\Y

Cl

T

Cl

Br
Pannosanol (62)

Br
Pannosano (64)

De L. composita Yamada, recolectada en la provincia Zhenjiang, China, se
obtuvo laurencomposidieno (65) y 2-bromospironippol (66).%°

63

Br

Laurencomposidieno (65) 2-Bromospironippol (66)

De L. scoparia recolectada en Brasil se aisl6 scopariol (67

)92
recolectada en China se obtuvo laurenokamarin (68

y de L. okamurai
).93

KY
l\‘

W
\\
I\

el
Br
Scopariol (67) Laurenokamarin (68)

En los productos 59-68 se ha producido un reagrupamiento 1,2 de uno de los
metilos del gem-dimetilo caracteristico del esqueleto chamigreno.

! L. K. Shubina, S. N. Fedorov, A. I. Kalinovsky, A. S. Dmitrenok, J. O. Jin, M. G. Song, 1. Y, Kwak, V. A.

Stonik, Russ. Chem. Bull., 2007, 56, 2109-2114.

%2 D. Davyt, R. Fernandez, L. Suescun, A. W. Mombrd, J. Saldafia, L. Dominguez, J. Coll, M. T. Fujii, E
Manta, J. Nat. Prod., 2001, 64, 1552-1555.

%y, Liang, X. M. Li, C. M. Cui, C. S. Li, B. G. Wang, Chin. Chem. Lett., 2009, 20, 190-192.
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1.2.1.4. Grupo ID. Esqueleto degradado.

La majusculona (69) es un nor-chamigreno que ha perdido el metilo del anillo
B. Se aislé de L. majuscula (Harvey.®°

Majusculona (69)

1.2.2. Grupo II. Esqueleto -chamigreno.

1.2.2.1. Grupo IIA. Sistemas con cloro-bromo, halovinilo, halohidrina,
diol, epoxido o carbonilo en C2-C3 del anillo B.

1.2.2.1.1. Grupo IIA1l. Productos con 1 carbono modificado en A.

El (+)-obtusano (70) se obtuvo de las algas L. obtusa®*°> y L. mariannensis’’ y

el (-)-obtusano (71) de L. nipponica Yamada.’® La estructura y configuracién absoluta
de 71 se estableci6 por rayos X.%®

: Br
Cl Cl

(+)-Obtusano (70) (-)-Obtusano (71)

El nidificeno (72) exhibe actividad antivirica®> y se ha encontrado en numerosas
especies: L. nidifica,*>®%7° L. okamurai,®*® L. nipponica Yamada*!y de A. dactilomela.®®
Las halohidrinas hurgadol (73) y 74 se aislaron de L. obtusa®® del Mar Rojo y de L.

% A. G. Gonzalez, J. D. Martin, V. S. Martin, M. Norte, Tetrahedron Lett, 1979, 20, 2719-2722.

% S-E. N. Ayyad, A-A. M. Dawidar, H. W. Dias, R. A. Howie, J. Jakupovic, R. H. Thomson, Phytochemistry,
1990, 29 (10), 3193-3196.

% A. Furusaki, T. Matsumoto, K. Kurata, T. Suzuki, M. Suzuki, E. Kurosawa, Bull. Chem. Soc. Jpn., 1983,
56, 3501-3502.
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flexilis Setchell®” de Filipinas, respectivamente, mientras que de L. obtusa recolectada
en las Islas Canarias se obtuvo la serie de productos 75, 76 y 77.9%%°

"1y,

OH

Cl
Nidificeno (72) Hurgadol (73)

HO,,,,

Cl

77

De L. mariannensis recolectada en las islas Hainan y en Weizhou (China) se
obtuvo el desoxielatol (78).”” El producto 79 se aislé de A. dactylomela recolectada en
Madagascar, y presenta actividad citotdxica frente a lineas celulares de leucemia
promielocitica HL-60 y monocitica THP-1.°! De L. glandulifera se obtuvo el producto
80.%°

Desoxielatol (78)

1.2.2.1.2. Grupo IIA2. Productos con 2 carbonos modificados en A.

El obtusol e isoobtusol, aislados de L. obtusa®®!% recolectada en las Islas

Canarias, se caracterizaron como 81 y 82.%° El isoobtusol (82) se encontré luego en L.

%" R. de Nys, G. M. Kéning, A. D. Wright, Phytochemistry, 1993, 34, 725-728.

% A. G. Gonzalez, J. Darias, A. Diaz, J. D. Fourneron, J. D. Martin, C. Pérez, Tetrahedron Lett., 1976, 35,
3051-3054.

% A. G. Gonzélez, J. D. Martin, V. S. Martin, M. Martinez-Ripoll, J. Fayos, Tetrahedron Lett., 1979, 29,
2717-2718.
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obtusa®? de Jamaica. Los datos espectroscdpicos de los acetatos 81-a**!%' y 82-a
ayudaron a la caracterizacién estructural de los respectivos alcoholes.’®° E| acetato de
isoobtusol (83) de A. dactylomela, de Puerto Rico, exhibe actividad citotdxica
moderada.®!

HOI,I ACO’/,

Br Br

Cl
Obtusol (81)

: Br
Cl Cl

Isoobtusol (82) 82-a Acetato de isoobtusol (83)

De L. majuscula se obtuvo 84 y su estructura se caracterizd por analisis
espectroscdpico del producto natural y del derivado acetilado 84-a.!°? AGn cuando 85
se describe por primera vez de la esponja Spognia zimocca, recolectada en Livorno,
Italia, su procedencia real se supone que es de una especie del género Laurencia que
coloniza dicha esponja.'®® La estructura del acetato de rogiolol (85) se obtuvo por
analisis espectroscopico del producto natural y del derivado alcohdlico 85-a, (-)-
rogiolol,*310%/104

100 3, D. Martin, P. Caballero, J. J. Fernandez, M. Norte, R. Pérez, M. L. Rodriguez, Phytochemistry, 1989,
28, 3365-3367.

101 G, Guella, G. Chiasera, I. Mancini, F. Pietra, Helv. Chim. Acta., 1991, 74, 774-782.

102 3. C. Coll, A. D. Wright, Aust. J. Chem., 1989, 42, 1591-1603.

103 G, Guella, 1. Mancini, G. Chiasera, F. Pietra, Helv. Chim. Acta., 1990, 73, 1612-1620.

104 G. Guella, A. Oztung, 1. Manzini, F. Pietra, Tetrahedron Lett., 1997, 38, 8261-8264.
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: ol ol
Br Br

Acetato de rogiolol (85) (-)-Rogiolol (85-a)

En 1997 se aisla un diastereoisomero del isoobtusol (82) que se nombra como
allo-isoobtusol. Es activo a bajas concentraciones frente a distintas lineas celulares de
cancer, en particular la HT-29 (carcinoma de colon humano).!®®* En el mismo afio,
Guella et al.'** aislan el mismo compuesto, al que renombran como cartilagineol y para
el que proponen una nueva configuracién. Posteriormente, este producto se obtuvo de
una especie de Laurencia no identificada recolectada en Filipinas.'°® La estructura y
configuracion absoluta del producto natural cartilagineol se caracterizé finalmente
como 86 mediante rayos X.1%

El sesquiterpeno 87, elatol, se obtuvo de L. elata,®® L. obtusa,3?37°81% [,
cartilaginea,** A. dactylomela,® L. mariannensis’”’ y de L. rigida.”® Presenta una
citotoxicidad notable frente a células de carcinoma de colon humano HT-29.1%
Ademas, posee actividad antiflingica y alguicida moderada, asi como una considerable
actividad antiincrustante, inhibiendo el crecimiento de las larvas de Balanu amphitrites
y del briozoo Bugula neritina.”® El ceto derivado 88, elatona, es un potente inhibidor
de la divisidn celular.*®’

105 E, G. Juagdan, R. Kalidindi, P. Scheuer, Tetrahedron, 1997, 53, 521-528.
106 M, E. Y. Francisco, M. M. Turnbull, K. L. Erickson, Tetrahedron Lett., 1998, 39, 5289-5292.
1975, 1, White, R. S. Jacobs, Mol. Pharm., 1981, 21, 614-620.
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HO,,,
Br™
Cl
Cartilagineol (86) Elatol (87) Elatona (88)

Del alga L. nipponica Yamada se obtuvo el producto 89,%® cuya estructura se
determind por analisis espectroscdpico de su derivado acetilado 89-a.

OH OAc

B B

Br Br
89 89-a

69,70

El nidifidieno (90) y el dieno 91 se aislaron de L. nidifica y de L. flexilis

Setshell’” respectivamente.

Nidifidieno (90) 91

El producto 92 se aislé de L. obtusa.'®® Su estructura se determind por anélisis
espectroscopico del derivado acetilado 92-a y la configuracidon absoluta por estudios
de difraccion de rayos X de 92-a.!°® De L. mariannnensis recolectada en las Islas
Hainan y en Weizhou (China) se obtuvo 93.”7

108 A, G. Gonzélez, J. D. Martin, V. S. Martin, M. Norte, J. Fayos, M. Martinez-Ripoll, Tetrahedron Lett.,
1978, 23, 2035-2036.
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1.2.2.1.3. Grupo IIA3. Productos con 3 carbonos modificados en A.

El alcohol alilico 94 y la cetona correspondiente, 95, se aislaron de L.
nipponica.'® La cetona insaturada 96, previamente conocida por transformacién
oxidativa®® de 89, se obtuvo como producto natural de A. dactylomela.®®

0

95

1.2.2.1.4. Grupo IIA4. Productos con 4 carbonos modificados en A.

El epoxido exociclico 97 se aislé de L. obtusa, recolectada en Gran Canaria. Su
estructura se determind por métodos espectroscdpicos y se confirmd por difraccion de
rayos X.10°

9,
HO/,,’ s

Br*
OB

Cl
97

109 M. Suzuki, M. Segawa, T. Suzuki, E. Kurosawa, Bull. Chem. Soc. Jpn., 1985, 58, 2435-2436.

49



Tesis doctoral, M@ Inmaculada Brito Garcia

1.2.2.1.5. Grupo IIA5. Productos con 1 carbono modificado en Ay 1
carbono modificado en B.

De L. pinnatifida recolectada en Pakistdn se obtuvo el producto 98.'° La
estructura y configuracion absoluta del nidifoceno (99), aislado del alga hawaiana L.
nidifica, se determiné por difraccién de rayos X.”%!1!

Br
98 Nidifoceno (99)
1.2.2.1.6. Grupo IIA6. Productos con 2 carbonos modificados en Ay 1

carbono modificado en B.

De L. nidifica de Hawai se obtuvo el nidifidienol (100).3>7%!'2 E| compuesto
101, pinnatifenol, que posee actividad antimicrobiana frente a bacterias Gram-

positivas, se aisl6 de L. pinnatifida.®%®*
HO
O
Cl
Br Br
Nidifidienol (100) Pinnatifenol (101)
1.2.2.1.7. Grupo IIA7. Productos con 3 carbonos modificados en Ay 1

carbono modificado en B.

El pacifenol (36) en medio acido dio lugar al dieno 102,°® llamado pacifidieno,
posteriormente se encontré6 como producto natural en L. pacifica® y en A.
dactylomela.”® El compuesto relacionado 103, pacifenediol, se obtuvo de A.

110 5 Bano, M. S. Ali, V. U. Ahmad, Sci. Pharm., 1988, 56, 125-127.
111 5 M., Waraszkiewicz, K. L. Erickson, J. Finer, J. Clardy, Tetrahedron Lett., 1977, 27, 2311-2314.
112 5 M. Waraszkiewicz, K. L. Erickson, Tetrahedron Lett., 1975, 4, 281-284.
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californica®*®** y de A. dactylomela,”® mientras que 104 se obtuvo de A. dactylomela,®®

L. majuscula**® y de L. mariannensis,*'* procedentes del mar Okinawa, Japdn. La
configuracién absoluta de 104 se determiné por rayos X.%°

Br.
o
el
Br
Pacifidieno (102) Pacifenediol (103)

1.2.2.2. Grupo IIB. Sistemas con endo y/o exo olefinas en el anillo B.
1.2.2.2.1. Grupo IIB1. Productos con 1 carbono modificado en A.

El 10-bromo-B-chamigreno (105) se aislé de L. rigida’® de Australia, y fue un
producto seleccionado para describir las ventajas de la aplicacion de gradiente de
pulsos en la espectroscopia de RMN de productos naturales.”® De L. scoparia
recolectada en Brasil se aislaron los productos 106 y 107.°?

Br B

105 106 107

1.2.2.2.2. Grupo IIB2. Productos con 2 carbonos modificados en A.

El descloroelatol (108), con actividad biolégica diversa como antibacteriano,
antifungico, alguicida y como inhibidor del crecimiento de larvas de Balanus amphitrite
y del briozoo Bugula neritina,”®''* se obtuvo de L. obtusa,* L rigida’® y de L.
mariannensis.”’” El enantimero 109, previamente obtenido por tratamiento
reductivo®® del obtusol (81), se aislé6 como producto natural de L. majuscula.*** De L.

113 M, Masuda, T. Itoh, Y. Matsuo, M. Suzuki, Phycological Res., 1997, 45, 59-62.
114 C. s, Vairappan, M. Suzuki, T. Abe, M. Masuda, Phytochemistry, 2001, 58, 517-523.
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majuscula se aisld6 110,''> mientras que isoobtusadieno (111) se obtuvo de L.
obtusa,''® de L. cartilaginea’® y de L. majuscula,’®®'?’ ésta Ultima recolectada en
Australia.

Descloroelatol (108)

HO

w

Br

110 Isoobtusadieno (111)

De L. majuscula’®'** (Japén) y de Laurencia sp.'°® (Filipinas), se obtuvo la
bromohidrina 112. Por el analisis espectroscépico de 112 y de su derivado acetilado
112-a se determind su estructura. De A. dactylomela de Puerto Rico se aisld, ademas
de 112, el producto 113.8' Ambos presentan una actividad citotéxica moderada.®!

HO,,, AcO,,, HO,,,

Br™

112 112-a 113

Los sesquiterpenos isoméricos 114 y 115, aislados de L. majuscula
Harvey'°%!7 recolectada en el noreste de Australia, asi como 111, presentan actividad
citotdxica frente a lineas celulares de colon COLO 205, HT29 y KM12, de pulmoén
EKVX, de prédstata PC3, de melanoma LOX IMVI y de ovarios IGROVI y OVCAR 5.'%/
Ademas, el producto 114, aislado de L. chondrioides, recolectada en Gran Canaria y
cultivada posteriormente, inhibieron el crecimiento de algunas bacterias patégenas.!!®

115 A, D. Wright, J. C. Coll, I. R. Price, J. Nat. Prod., 1990, 53, 845-861.

116 W, H. Gerwick, A. Lopez, R. Davila, R. Albors, J. Nat. Prod., 1987, 50, 1131-1135.

7M. A. Rashid, K. K. Gustafson, J. H. Cardellina II, M. R. Boyd, Nat. Prod. Lett., 1995, 6, 255-259.
118 A, Bansemir, N. Just, M. Michalik, U. Lindequist, M. Lalk, Chem. Biodiv., 2004, 1, 463-467.

52



Introduccion

114 115

De L. obtusa del Caribe se caracteriz6 el obtusadieno, cuya estructura y
configuracién absoluta'!® se representa en 116.

HO

Br

Obtusadieno (116)

1.2.2.2.3. Grupo IIB3. Productos con 1 carbono modificado en Ay 1
carbono modificado en B.

De A. dactylomela recolectada en Madagascar se obtuvieron los productos 117,
118 y 119.°! El producto dactylona, 119, habia sido aislado previamente de A.
dactylomela y sometido a algunas transformaciones quimicas para determinar su
configuracién absoluta.*®

117 118 Dactylona (119)

119 E G, Lyakhova, S. N. Fedorov, L. K. Shubina, O. S. Radchenko, A. I. Kalinovsky, A. S. Dvitrenok, V. A.
Stonik, Russ. Chem. Bull., 2003, 52, 1022-1026.
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1.2.2.2.4. Grupo IIB4. Productos con 2 carbonos modificados en Ay 1
carbono modificado en B.

Los isdmeros rigidol (120) e isorigidol (121) se obtuvieron de L. rigida’® y L.
scoparia,*®° respectivamente.

Rigidol (120) Isorigidol (121)

De Laurencia sp. recolectada en Filipinas, se aislé ma'iliohydrina (122). Posee
actividad citotdxica frente a la linea celular de cancer de mama NCI/ADR-RES.**!

HO,,

w'

Br'

Ma'iliohydrina (122)

De L. obtusa, recolectada en Lanzarote se obtuvieron los productos 123 y
124,100

123 124

1.2.2.3. Grupo IIC. Esqueleto reagrupado.

La estructura del chamigreno reagrupado 125, aislado de Aplysia sp., se
caracterizé por analisis espectroscdpico y transformaciones quimicas. La configuracion
absoluta se determind por estudios de dicroismo circular.!??

120 | . Suescun, A. W. Mombru, R. A. Mariezcurrena, D. Davyt, R. Ferndmdez, E. Manta, Acta Crystallogr.,
Sect. C: Cryst. Struct. Commun., 2001, 57, 286-288.
121 M, E. Y. Francisco, K. L. Erickson, J. Nat. Prod., 2001, 64, 790-791.
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125

1.2.2.4. Grupo IID. Esqueleto degradado.

El norsesquiterpeno ma'iliona (126), obtenido de L. cartilaginea, recolectada
en Hawai, exhibe actividad citotéxica a bajas concentraciones frente a la linea celular
de carcinoma de colon humano HT-29.1% La ma'iliona también se obtuvo de Laurencia
sp., recolectada en Taytay, Filipinas.'°® La estructura y configuracion relativa del
producto se determind por datos espectroscépicos.

HO,,,

B

Ma'iliona (126)

122 g N. Fedorov, L. K. Shubina, A. I. Kalinovsky, E. G. Lyakhova, V. A. Stonik, Tetrahedron Lett., 2000,
41, 1979-1982.
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1.2.3. Clasificacion de Chamigrenos de Origen Marino.

A continuacién se relacionan los chamigrenos de origen marino descritos en la
literatura. Estos productos se han agrupado de acuerdo a los criterios de clasificacién
que proponemos en esta Tesis. Se incluyen, para cada producto, las referencias
bibliograficas correspondientes.

Grupo I. Esqueleto a-chamigreno.

Grupo IA. Sistemas con cloro-bromo, halovinilo, halohidrina, diol, epéxido o
carbonilo en C2-C3 del anillo B.

Br
Glanduliferol
1 2 3
ref. 27-40 ref. 29, 40 ref. 41

Laurencenona A
6

ref. 29, 40 ref. 32

Br Cl
Laurencenona D Laurencenona B
7 8 9
ref. 32 ref. 32 ref. 29, 40

Figura 1.2.3.1. Grupo IAl. Productos con 1 carbono modificado en A.
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10 11 12
ref. 30, 33, 35, 36, 39, 43, 44,
45 47 ref. 46 ref. 47

Br Br

13 14
ref. 47 ref. 48

Figura 1.2.3.2. Grupo IA2. Productos con 2 carbonos modificados en A.

Br

15 16 17
ref. 42 ref. 27, 30, 31, 32, 35, 39, 47 ref. 27, 33, 49

Oxachamigreno
18
ref. 3

Figura 1.2.3.3. Grupo IA3. Productos con 3 carbonos modificados en A.
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Br Br
Desoxiprepacifenol Epoxido de deshidroxiprepacifenol
19 20 21
ref. 33, 50 ref. 30, 35, 37,47, 51, 52, 53 ref. 35, 54

Figura 1.2.3.4. Grupo IA4. Productos con 4 carbonos modificados en A.

Br.
Cl

el

Br

23 24
ref. 35, 39 ref. 55

Figura 1.2.3.5. Grupo IA5. Productos con 2 carbonos modificados en A y 1 carbono modificado en B.
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B

Br
Acetoxiintrincatol

Br

Pinnatazano
28
ref. 58, 59, 60, 61

26
ref. 32, 57
~o
(o]
el
Br
Pinnatifidona 5-acetoxioxachamigreno
29 30
ref. 60 ref. 3

Figura 1.2.3.6. Grupo IA6.

Productos con 3 carbonos modificados en Ay 1 carbono modificado en B.
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Br Br
Pinnatifinona Prepacifenol
31 32 33
ref. 60, 61 ref. 30, 35, 62, 63, 64, 65 ref. 37
(0]

Br Br
Epdxido de prepacifenol Deshidrocloroprepacifenol Pacifenol
36
34 35
ref. 30, 35, 36, 50, 51, 64 ref. 66 ref. 35,36, 37, 53, 64, 67, 68, 69,

70,71,72,73

Johnstonol
37 38 39
ref. 71 ref. 35, 36, 39, 64, 73, 74 ref. 71, 75

Figura 1.2.3.7. Grupo IA7. Productos con 4 carbonos modificados en A y 1 carbono modificado en B.
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Grupo IB. Sistemas con endo y/o exo olefinas en el anillo B.

ref. 28, 29, 76, 77

42
ref. 78, 79, 80

43
ref. 78, 79, 80
Figura

1.2.3.8. Grupo IB1. Productos con 1 carbono modificado en A.

HO,,,

B

%
2

44 45 46
ref. 81 ref. 81 ref. 76
Figura 1.2.3.9. Grupo IB2. Productos con 2 carbonos modificados en A.

Br

47 48 49
ref. 82, 83 ref. 84 ref. 84
Figura 1.2.3.10. Grupo IB3. Productos con 3 carbonos modificados en A.
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Br.

~

(0}
OH
Cl
51
ref. 86
Figura 1.2.3.12. Grupo IB5. Productos con 3 carbonos modificados en A y 2 carbonos modificados en B

Br.

OH
53 54 55
ref. 71, 75 ref. 87 ref. 75
Figura 1.2.3.13. Grupo IB6. Productos con 4 carbonos modificados en A y 1 carbono modificado en B.

Br.
Br.

OH™ >
z Ot
OH
56 57
ref. 65, 88 ref. 65, 88
Figura 1.2.3.14. Grupo IB7. Productos con 4 carbonos modificados en A y 2 carbonos modificados en B.
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Grupo IC. Esqueletos reagrupados.

Kylinona

58
ref. 68

Pannosanol
61 62 63
ref. 89 ref. 90 ref. 91

=
Br Br
Pannosano Laurencomposidieno 2-Bromospironippol
64 65 66
ref. 90 ref. 39 ref. 39

W
\‘\

K
)
A\Y

||IIOH
Br
Scopariol Laurenokamurin
67 68
ref. 92 ref. 93

Figura 1.2.3.15. Grupo IC. Esqueletos reagrupados.
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Grupo ID. Esqueleto degradado

Figura 1.2.3.16. Grupo ID. Esqueleto degradado
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Grupo II. Esqueleto -chamigreno.

Grupo IIA. Sistemas con cloro-bromo, halovinilo, halohidrina, diol, ep6xido o
carbonilo en C2-C3 del anillo B.

Cl

Br

Nidificeno
72
ref. 30, 35, 41, 50, 69, 70

(+)-Obtusano
70
ref. 77, 94, 95

HO/,,'
Br

oy

OH
Cl
Hurgadol

73 74 75
ref. 95 ref. 97 ref. 98, 99

cl
Desoxielatol
76 77 78
ref. 98, 99 ref. 98, 99 ref. 77

ref. 91

Figura 1.2.3.17. Grupo IIA1l. Productos con 1 carbono modificado en A.
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HO,,,
Br+
: Br
Cl Cl Cl
Obtusol Isoobtusol Acetato de isoobtusol
81 82 83
ref. 98, 99, 100 ref. 32, 98, 99,100 ref. 81

AcO

Br
o
= Cl
Br
Acetato de rogiolol Cartilagineol
84 85 86
ref. 102 ref. 43, 101, 103, 104 ref. 104, 106

OH
0,

Br o
Br

7
2
7

Cl
Elatol Elatona
87
ref. 32, 37, 44, 63, 76, 77, 81, ref8f07 re8f936
98, 100, 105 ’ ’

Nidifidieno
90 92
ref. 69, 70 ref. 108

ref. 77

Figura 1.2.3.18. Grupo IIA2. Productos con 2 carbonos modificados en A.

66



Introduccion

Br Br

94 95

ref. 109 ref. 109 ref. 36, 89

Figura 1.2.3.19. Grupo IIA3. Productos con 3 carbonos modificados en A.

9,

HO/,'

Brw*
OBr

2
2

Cl

97
ref. 100

Figura 1.2.3.20. Grupo IIA4. Productos con 4 carbonos modificados en A.

Br Br
Nidifoceno
98 99
ref. 110 ref. 70, 111

Figura 1.2.3.21. Grupo IIA5. Productos con 1 carbono modificado en A y 1 carbono modificado en B.
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Br

Nidifidienol
100
ref. 35, 70, 112

HO

Cl

Br

Pinnatifenol
101
ref. 60, 61

Figura 1.2.3.22. Grupo IIA6. Productos con 2 carbonos modificados en A y 1 carbono modificado en B.

Br.

el

Br

Pacifidieno
102
ref. 55, 68, 73

Br

Pacifenediol
103
ref. 51, 64, 73

104
ref. 89, 113, 114

Figura 1.2.3.23. Grupo IIA7. Productos con 3 carbonos modificados en A y 1 carbono modificado en B.

Grupo IIB. Sistemas con endo y/o exo olefinas en el anillo B.

106
ref. 92

107
ref. 92

Figura 1.2.3.24. Grupo IIB1. Productos con 1 carbono modificado en A.

68




Introduccion

Descloroelatol
108 109 110

ref. 32, 76, 77, 114 ref. 115

HO

Br

Isoobtusadieno

111 112 113
ref. 102, 105, 116, 117 ref. 78, 81, 105, 114 ref. 81

HO
B
r Br
Obtusadieno
114 115 116
ref. 102, 117, 118 ref. 102, 117 ref. 116

Figura 1.2.3.25. Grupo IIB2. Productos con 2 carbonos modificados en A.

B
Dactylona
117 118 119
ref. 91 ref. 91 ref. 91, 119

Figura 1.2.3.26. Grupo IIB3. Productos con 1 carbono modificado en A y 1 carbono modificado en B.
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~
S
<

Br Br

A “
2 2
2 Z

123 124
ref. 100 ref. 100

HO,,,
B
'|||<Br
OH Br
Rigidol Isorigidol Ma “iliohydrina
120 121 122
ref. 76 ref. 120 ref. 121
HO AcO OAc

Figura 1.2.3.27. Grupo IIB4. Productos con 2 carbonos modificados en A y 1 carbono modificado en B.

Grupo IIC. Esqueleto reagrupado.

125
ref. 122

Figura 1.2.3.28. Grupo IIC. Esqueleto reagrupado.

Grupo IID. Esqueleto degradado

HO,,,

W'

Br®

Ma “iliona
126
ref. 105, 106

Figura 1.2.3.29. Grupo IID. Esqueleto degradado.
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1.3. y—BUTIROLACTONAS DERIVADAS DE ACIDOS GRASOS DE CADENA

LARGA OBTENIDOS DE OCTOCORALES MARINOS.

Los butenolidos son una familia de lactonas «o,p-insaturadas que,
ocasionalmente, se encuentra en diversos organismos marinos, tales como:
esponjas,’*®> hongos,** bacterias,'*® gorgonias,’?®!?’ plumas de mar'?® y corales
blandos.'?° Sin embargo, son relativamente abundantes en ciertas especies de plantas

OMe
OMe OMe
CgHi17

127 128 129
OMe

130 131

Figura 1.3.1. Ejemplos representativos de metabolitos y-lacténicos de esponjas.

pertenecientes a la familia de las Annonaceae.'*® Sus andlogos saturados actian como
sustancias de sefializacién en bacterias,’*' aumentando la formacién de esporas de

123 F 5. D. Guzman, F. J. J. Schmitz, J. Nat. Prod., 1990, 53, 926—931.

124 (3) A. Evidente, L. J. Sparapano, J. Nat. Prod., 1994, 57, 1720—1725. (b) C. J. Smith, D. Abbanat, S. V.
Bernan, W. M. Maiese, M. Greenstein, J. Jompa, A. Tahir, C. M. Ireland, J. Nat. Prod., 2000, 63, 142-
145. (c) C. P. Pathirana, R. Dwight, P. R. Jensen, W. F. Fenical, A. Delgado, L. S. Brinen, J. Clardy,
Tetrahedron Lett., 1991, 32, 7001-7004.

125 (a) V. 1. R. V. Mukku, M. Speitling, H. Laatsch, E. J. Helmke, J. Nat. Prod., 2000, 63, 1570—1572. (b) K.
W. Cho, H. S. Lee, J. R. Rho, T. S. Kim, S. J. Mo, J. Shin, J. Nat. Prod., 2001, 64, 664-667. (c) S. M.
Pimentel-Elardo, S. Kozytska, T. S. Bugni, C. M. Ireland, H. Moll, U. Hentschel, Mar. Drugs, 2010, 8,
373-380.

126 p, Braun, N. Pauli, U. Sequin, H. Z&hner, FEMS Microbiol. Lett., 1995, 126, 37-42.

127 (a) Y. W. Guo, M. Gavagnin, E. Mollo, E. Trivelone, G. J. Cimino, J. Nat. Prod., 1999, 62, 1194-96. (b) A.
D. Rodriguez, C. J. Ramirez, J. Nat. Prod., 1994, 57, 339-347. (c) F. J. Schmitz, K. W. Kraus, L. S.
Ciereszko, D. H. Sifford, A. J. Weinheimer, Tetrahedron Lett., 1966, 1, 97—104. (d) F. J. Schmitz, E. D.
Lorance, L. S. Ciereszko, J. Org. Chem., 1969, 34, 1989-1990. (e) F. J. Schmitz, E. D. Lorance, J. Org.
Chem., 1971, 36, 719-721.

128 A S. R. Anjaneyulu, C. V. S. Prakash, Ind. J. Chem., 1994, 33, 55-58.

129 T, Rezanka, V. M. Dembitsky, Tetrahedron, 2001, 57, 8743—8749.

130 F_ Q. Alali, X.-X. Liu, J. L. McLaughlin, J. Nat. Prod., 1999, 62, 504-540.
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Streptomycetos, o induciendo la produccién de metabolitos.!*?> En las siguientes
Figuras 1.3.1, 1.3.2, 1.3.3 se representan algunos ejemplos caracteristicos de
productos lacténicos aislados de esponjas, bacterias y plumas de mar.

O
, o]
A R
o) (0) l"’//\/\>8/ OH "I/M
R HO

132 R=H, R’'=OH 135
133 R=OH, R'=H
134 R=0OH, R'=OH

H
OH OH 0
SN, u, .
anl " ann
v
0] 0]
(0]
(0] g (6]
136 137 138

Figura 1.3.2. Ejemplos representativos de metabolitos y-lacténicos de bacterias marinas.

o)

0]

Me  OoH 139

@]

Me  oAc 140

)

— — —~_CoH1s
o)

Me  oH 141

Figura 1.3.3. Ejemplos representativos de metabolitos y-lacténicos de plumas de mar.

131y, Yamada, T. Nihira, In Comprehensive Natural Products Chemistry; Sir D. Barton, K. Nakanishi, Ed.;
Elsevier; Oxford, 1999; Vol. 8, pp 377-413

132 5, Sakuda, S. Tanaka, K. Mizuno, O. Sukcharoen, T. Nihira, Y. Yamada, J. Chem. Soc., Perkin I, 1993,
2309-2315.
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Con motivo de nuestros estudios quimicos de Pterogorgia sp., efectuamos una
recopilacidon bibliografica, que relacionamos a continuacion, de los productos y-
lactonicos derivados de acidos grasos obtenidos de octocorales. Los octocorales tienen
la particularidad de biosintetizar una clase singular de bis-butenolidos derivados de
acidos grasos de cadena larga, por ejemplo, ancepsenolido (142) e
hidroxiancepsenolido (143), Figura 1.3.4.

0 0 O] 0
/,,”

0 O[ 0
10

Il’l,

$ HO

Ancepsenolido (142) Hidroxiancepsenolido (143)

Figura 1.3.4. Bis-butenolidos caracteristicos del género Pterogorgia.

Después de que en 1966 se obtuviera de la gorgonia Pterogorgia anceps el
primer lipido bisbutenolido, el ancepsenolido (142),*®* vy, posteriormente, el
hidroxiancepsenolido!** (143) de la misma especie, se han publicado muy pocos
trabajos sobre la caracterizacién de nuevos productos y-lacténicos de octocorales, a

pesar de las importantes propiedades bioldgicas y biomédicas que exhiben.

La clase estructural bis-butenolido parece ser, hasta este momento, exclusiva de
las especies Pterogorgia anceps,‘?’® P. guadalupensis'*®> and P. citrina.'*® La mayoria
de los metabolitos pertenecientes a esta clase son derivados hidroxilados o acetilados,
resultantes de la hidratacion de una de las unidades butenolida simétricas del
ancepsenolido o del homoancepsenolido,*?”® Figura 1.3.5.

’I/l,

O o) I O

10

I/,I'

N AcO s AcO

Acetato de ancepsenolido (144) Acetato de hidroxiancepsenolido (145)

133 F, J. Schmitz, K. W. Kraus, L. S. Ciereszko, D. H. Sifford, A. J. Weinheimer, Tetrahedron Lett., 1966, 97-
104.

134 F_J. Schmitz, E. D. Lorance, L. S. Ciereszko, J. Org. Chem., 1969, 34, 1989-1990.

135 F, ], Schmitz, E. D. Lorance, J. Org. Chem., 1971, 36, 719-721.

136 A, Rodriguez, C. Ramirez, J. Nat. Prod., 1994, 57, 339-347.
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0] 0
0] [ 0
12
S AcO
Acetato de homoancepsenolido (147)
0] 0
() / 0] 0] I O
12 A 12 A
$ AcO RO 2
R=H (149)

Acetato de hidroxihomoancepsenolido (148)
R=Ac (150)

O,

R=H (151)
R=Ac (152)
Figura 1.3.5. Bis-butenolidos naturales del género Pterogorgia derivados de la hidratacion de
ancepsenolido y homoancepsenolido.
También se han descrito derivados hidroxidcidos-y-lacténicos.'*”®  Estos
los probables precursores del segundo anillo

productos, por ejemplo 153, son
lacténico de los bis-butanolidos.

153

Mientras que los monobutenolidos son relativamente abundantes en organismos
Hasta este

terrestres, éstos son muy poco frecuentes en organismos marinos.
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momento sblo se han encontrado en P. anceps,'?’® Euplexaura flava'®’ y Plexaura
flava,'*® Figura 1.3.6.

Pterogorgia anceps
0}

1y,,

154

Europlexaura flava
a: R= -(CH2)15Me 155

)

R
b: R=“'ﬁ\/\/¥_/\:/\H/\
© | 5 156
Me OH C: R=
o H\/\
— — — X

4 157
Plexaura flava
(0] (0] (0]
Me(CHy)n Me(CH2)n Me(CH3)15
O O 6]
ACOT % AcO" % HO
n=13 (158) n=13 (160) 162
n=15 (159) h=15 (161)

163

Figura 1.3.6. Monobutenolidos de P. anceps, Europlexaura flava y Plexaura flava.

137 H. Kikuchi, Y. Tsukitani, H. Nakanishi, I. Shimizu, S. Saitoh, K. Iguchi, Y. Yamada, Chem. Pharm. Bull.,

1983, 31, 1172-1176.
138 B N. Ravi, R. J. Wells, Aust. J. Chem., 1982, 35, 105-112.
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De las especies Sarcophyton trocheliophorum y Lythophyton arboreum, del mar
Rojo, se aislaron una serie de butanolidos y butenolidos con insaturaciones en la
cadena lateral'?® poco habituales, Figura 1.3.7.

Sarcophyton trocheliophorum

166 167

Lithophyton arboreum

168 169

Figura 1.3.7. Monobutenolidos de corales blandos con cadena lateral insaturada poco comun.

Los butenolidos que hemos relacionado, comparten una porcidn de y-lactona o, -
insaturada, con varios modelos de sustitucién y tienen propiedades antibidticas,!?”:*3°

antitumorales, 1?/13% inhibidoras de enzima, **’ y citotéxica.!*°

Nuestros estudios de Pterogorgia sp., suponen una importante contribucién a la
quimica de los bisbutanolidos derivados de acidos grasos de cadena larga. Los
resultados obtenidos se exponen en la parte tedrica de esta Tesis.

76



2. Parte Teorica




Parte tedrica

2.1. Estupio Quimico DEL ALGA ROJA Laurencia majuscula
(Harvey) Lucas.

El estudio de la quimica de los productos naturales revela que determinados
compuestos sélo son producidos por ciertas especies. Estas sustancias se consideran
marcadores quimicos especificos. En el medio marino, los metabolitos secundarios
halogenados con esqueleto chamigreno son caracteristicos de algas rojas del género
Laurencia, y aunque inicialmente se obtuvieron de moluscos herbivoros del género
Aplysia, las especies de este género no los biosintetizan, sino que los obtienen y
acumulan del auténtico productor, las algas del género Laurencia que forman parte
de su dieta. El aislamiento de especies de Laurencia de mas de 120 productos
sesquiterpenos chamigrénicos halogenados, indica que este tipo de metabolitos
constituye un marcador quimiotaxonémico del género. A pesar de la intensa
investigacion quimica a la que el género Laurencia ha sido sometido, con nuevos
estudios quimicos de especies de diferentes latitudes, dicho género aln continda
aportando metabolitos con nuevos esqueletos carbonados y una sorprendente
diversidad estructural,?3139!%0 que se puede interpretar como una respuesta
adaptativa ecoldgica. Ademas, muchos de los productos obtenidos de Laurencia son
bioldgicamente activos.?*!*!

Al menos 40 especies de algas Laurencia producen metabolitos
organohalogenados tales como C-15 acetogeninas y sustancias terpénicas:
sesquiterpenos, diterpenos vy triterpenos. Sin duda, esta diversidad es consecuencia de
una de sus principales caracteristicas, la naturaleza halogenada de estas sustancias,
que le permite sufrir facilmente procesos intramoleculares que alteran sus estructuras.

El género Laurencia se encuentra distribuido en los mares tropicales y
subtropicales de todo el mundo, y, en este trabajo, presentamos los resultados del
estudio de la especie Laurencia majuscula (Harvey) Lucas (Rhodophyta, orden
Ceremiales). Esta especie es muy rica en metabolitos secundarios, lo que nos ha
permitido caracterizar diversidad de productos. Algunos de ellos exhiben nuevos
esqueletos carbonados, otros aportan tipos estructurales nuevos dentro de un

139 3. D. Martin, 1. Darias in Marine Natural Products: Chemical and Biological Perspectivas (Ed.: P. J.
Schuer), Academia Press, New York, 1978, vol. I, pp.125-174.

140 R. Carvallo, M. T. Fujii, N. F. Roque, M. J. Kato, J. H. G. Lago, Tetrahedron Lett., 2003, 44, 2637-
2640.

141 C. s. Vairappan, Biolmol. Eng., 2003, 20, 255-259.
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esqueleto conocido, y otros poseen esqueletos de biogénesis irregular o esqueletos
degradados.

La Laurencia majuscula (Harvey) Lucas, fue recolectada en las costas de Valle
Gran Rey en la isla de La Gomera. De esta alga hemos obtenido un elevado numero de
metabolitos, de los cuales 21 han sido descritos en la bibliografia: ocho sesquiterpenos
derivados de a-chamigreno (Figura 2.1.1); un sesquiterpeno con esqueleto degradado
(Figura 2.1.2); once sesquiterpenos derivados de B-chamigreno (Figura 2.1.3) y un
sesquiterpeno derivado de cuparano (Figura 2.1.4). Los diecisiete nuevos metabolitos
restantes poseen estructura y funcionalidad muy diversa. Estos incluyen: tres
sesquiterpenos representativos de un nuevo esqueleto que denominamos gomerano'*?
(Figura 2.1.5); un sesquiterpeno con esqueleto rhodolaurano (Figura 2.1.6); doce
sesquiterpenos derivados de a-chamigreno agrupados de la forma siguiente: cuatro
incorporan un anillo lacténico de cinco, seis y siete miembros para producir los
respectivos triciclo derivados, que conforman nuevos tipos estructurales'*® (Figura
2.1.7); siete tienen en comun un sistema endnico en el anillo A (Figura 2.1.9); y un
derivado polihalogenado Ap-1 (Figura 2.1.10). Finalmente, un producto de biogénesis
irregular (Figura 2.1.8) completa el conjunto de compuestos sesquiterpénicos aislados
de la especie.

142 A-R. Diaz-Marrero, I. Brito, J. M. de la Rosa, J. Darias, M. Cueto, Tetrahedron, 2008, 10821-10824.
143 A-R. Diaz-Marrero, I. Brito, J. M. de la Rosa, L. D'Croz, O. Fabelo, C. Ruiz-Pérez, J. Darias, M. Cueto, Eur.
J. Org. Chem., 2009, 1407-1411.
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42

:  Br
Cl
Laurencenona A (6)

O

Cl

Laurencenona B (8)

Br
Laurencenona D (7)

0]

15

Figura 2.1.1. Derivados de a-chamigreno conocidos aislados de Laurencia majuscula (Harvey) Lucas.

Majusculona (69)

Figura 2.1.2. Nor-chamigreno conocido aislado de Laurencia majuscula (Harvey) Lucas.
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HO,,,

(+)-obtusano (70)

HO HO,,,

B

Cl
Obtusol (81)

HO

Br

>
Z
-

107 Isoobtusadieno (111)

114

OH 'Br

115

Ma’iliohydrina (122)

Figura 2.1.3. Derivados de f-chamigreno conocidos aislados de Laurencia majuscula (Harvey) Lucas.

Cupareno (170)

Figura 2.1.4. Cuparano conocido'** aislado de Laurencia majuscula (Harvey) Lucas.

144 T, Suzuki, M. Suzuki, E. Kurosawa, Tetrahedron Lett., 1975, 35, 3058-3057
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2 A 2
A ~Z 2
A

-
2
[

Gomerona A (L1) Gomerona B (L2) Gomerona C (L3)

Figura 2.1.5. Metabolitos con esqueleto gomerano aislados de Laurencia majuscula (Harvey) Lucas.

Br

“
Z
z

L4

Figura 2.1.6. Metabolito con esqueleto rhodolaurano aislado de Laurencia majuscula (Harvey) Lucas.

Gomerolactona A Gomerolactona B Gomerolactona C Gomerolactona D
(L5) (L6) (L7) (L8)

Figura 2.1.7. Gomerolactonas aisladas de Laurencia majuscula (Harvey) Lucas.

Figura 2.1.8. Chamigreno degradado aislado de Laurencia majuscula (Harvey) Lucas.
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L10 L11 L12 L13

Cl
L14 L15 L16

Figura 2.1.9. Chamigrenonas aisladas de Laurencia majuscula (Harvey) Lucas.

Figura 2.1.10. a-chamigreno polihalogenado aislado de Laurencia majuscula (Harvey) Lucas.

A continuacién describimos el analisis espectroscépico de cada producto, y la
determinacién de su estructura quimica y configuracién relativa. En muchos casos se
asigna la configuracién absoluta. Hemos creido conveniente omitir el analisis
estructural de los productos conocidos por razones de espacio y simplificacién del
texto.

2.1.1. Caracterizacion de las Gomeronas A-C. Esqueleto gomerano.

Los sesquiterpenos L1, L2 y L3 son representativos del esqueleto triciclico
gomerano. Se origina por la participacion del doble enlace exociclico de un pB-
chamigreno en una ciclacion intramolecular electrofilica, inducida por la activacion del
doble enlace isoprénico del anillo B. Aspectos mas detallados de su posible biogénesis
se describe en el apartado 2.3. El nombre de los productos L1, L2 y L3 hace
referencia a la isla donde el alga fue recolectada.
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j_’E_H’ E

B-chamigreno

Gomerano

KA -
g 2
(4 4

Gomerona A (L1) Gomerona B (L2) Gomerona C (L3)

Estructura de gomerona A (L1). La gomerona A se aisld6 como un aceite
incoloro. El espectro de masas muestra picos a m/z 284/286, con intensidades
relativas para un atomo de cloro en una férmula molecular CisH,;05Cl con cinco
grados de insaturacién: EMAR, [M]* m/z 284.118, (calculado para CisH,;05°°Cl
284.1179). En su espectro de IR aparecen bandas de absorcién para un grupo
carbonilo a,B-insaturado y para un grupo hidroxilo a 1658 y 3433 cm’,
respectivamente. Los experimentos de RMN del compuesto L1 realizados en benceno
mejoro la resolucion, con relacién a los obtenidos en cloroformo deuterado, y evito la
superposicién de algunas sefiales.

El espectro de RMN de !3C indica la presencia de 15 &tomos de carbono cuyas
multiplicidades se determinaron mediante experimentos DEPT: tres metilos, cuatro
metilenos, dos metinos (uno enlazado a heteroatomo y otro olefinico) y seis carbonos
cuaternarios (dos enlazados heteroatomos, uno olefinico y una cetona). En el espectro
de RMN de 'H (Tabla 2.1.1.1.) se observa una sefial para un protén olefinico a & 6.20,
lo que sugiere la presencia de un sistema endnico trisustituido. Por lo tanto, los tres
grados de insaturacion restantes indican que la molécula debe ser triciclica. El resto de
seflales que completan el espectro de RMN de 'H son: un protdn geminal a
heteroatomo a 4 3.69, ocho protones metileno entre & 2.25 y § 0.74, y tres grupos
metilo a 6 0.55, 6 0.74 y 6 0.96. La presencia de un carbono cuaternario a & 51.4,
caracteristico de un carbono spiro,* sugiere que este producto podria ser un derivado
de chamigreno. La ausencia de uno de los grupos metilo, de los cuatro que cabria
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esperar para un esqueleto sesquiterpénico regular, indica que dicho metilo debe estar
implicado en la formacidn del tercer anillo de la molécula. La presencia de un alcohol
secundario en L1 se comprobd mediante la formacion del derivado monoacetilado L1-
a.

L1 L1-a

El experimento bidimensional COSY indica un sistema de spin H,-4-H,-5. En el
experimento de HMBC se observaron las correlaciones a tres enlaces de Hz-12 con el
carbono C-13 y de Hs-13 con C-12, y las correlaciones a larga distancia de ambos
metilos (H3-12 y Hs3-13) con C-10 y con los carbonos cuaternarios C-6 y C-11, lo que
define un grupo gem-dimetilo. Ademas, la correlacidon de H-14 con C-6 y C-8 y la de
H-8 con C-10 permite establecer el anillo A. Por otra parte, las correlaciones de Hs-15
con C-2, C-3 y C-4 sitian al Me-15 en C-3, lo que unido a las correlaciones de H,-5
con C-11 y a las de H,-1 con C-2, C-3, C-5, C-7 aseguran el anillo B de la molécula y
su unién al anillo A a través del carbono spiro C-6. El tercer anillo de la molécula se
confirma por la correlacion a larga distancia de H-14 con C-1 y C-2. Finalmente, la
regioquimica del grupo hidroxilo terciario en C-3 queda definida por el desplazamiento
quimico de Hs-15 en & 0.96, con lo que queda establecida la estructura plana de la
molécula.

La configuracion relativa del compuesto L1 se asigné en base a experimentos
NOESY, Figura 2.1.1.2.'* La configuracién de los carbonos C-3, C-6, C-14 se dedujo
por el fuerte efecto NOE observado entre H-14 y Hs-15, lo que indica que el grupo
metilo-15 es ecuatorial, que estd en una disposicidon syn respecto de H-14 y que la
configuracion relativa de los centros quirales, alrededor del carbono spiro, es la
indicada en la figura.

145 pCModel (v. 9.2); Serena Software: Copyright 1988-2006.
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Figura 2.1.1.2. Estructura de minima energia y efectos NOE significativos de L1.

Estructura de gomerona B (L2). La gomerona B se aisl6 como un aceite
incoloro. Su espectro de masas de IE presenta picos a m/z 300/302/304 [M]*, con
intensidades relativas para dos atomos de cloro en una la férmula molecular
C15H180,Cl, con seis grados de insaturacion: EMAR, [M]* m/z 302.0653, (calculado
para CisH1505°°CI*’Cl 302.0654). En el espectro de IR aparecen sefiales en 1742 y
1682 cm™, correspondientes a dos grupos carbonilo a,B-insaturados.

- 2
2 2

2
2 2

Gomerona B Gomerona C
(L2) (L3)

En el espectro de RMN de !3C se observaron sefiales para 15 atomos de
carbono, cuyas multiplicidades, determinadas por experimentos DEPT, son las
siguientes: tres metilos, cuatro metilenos, un metino olefinico y siete carbonos
cuaternarios (dos carbonilos, uno olefinico y dos portadores de halégeno). Como los
oxigenos son de naturaleza cetoénica, la molécula debe ser triciclica. El espectro de
RMN de 'H exhibe sefiales a  6.57 ppm para un protdn olefinico; para cuatro grupos
metileno entre 4 1.72 y & 2.96 ppm y para tres grupos metilo a 6 0.99, 1.14 y 1.90
ppm. Por comparacién de los datos espectroscépicos de L2 y L1 (Tabla 2.1.1.1) se
observa que el hidroxilo en C-14 de L1 se encuentra oxidado a carbonilo en L2, como
lo indica &c.14 en 196.3 ppm. Como la molécula posee un Unico protén olefinico, los
carbonos carbonilicos deben formar parte de un sistema diendnico. Los
desplazamientos quimicos de C-3 y Hs-15, con relacién a L1, indican que C-3 esta
sustituido por un atomo de cloro.
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Estructura de gomerona C (L3). La gomerona C se aisl6 como un aceite
incoloro y posee la misma féormula molecular que L2, C;sH150,Cl, (EMAR, [M]" m/z
302.0659, calculado para CjsHig0,°°CIP’Cl 302.0654). También el espectro de IR
presenta bandas de absorcién similares para carbonilos insaturados. Al comparar sus
respectivos espectros de RMN de 'H y !3C se observan deplazamientos quimicos
parecidos, exceptuando pequefas diferencias en algunas sefiales del anillo B (Tabla
2.1.1.1). Las mas significativas son las correspondientes al carbono y protones del
grupo metilo-15, lo que sugiere que L3 podria tener la misma estructura plana que
L2. Los experimentos HMBC confirmaron las estructuras de ambos compuestos.

La configuracion relativa de L2 y L3 se asigndé mediante experimentos NOESY.
La diferencia en el desplazamiento quimico de Hs-15 de ambos productos (Ad= 0.20
ppm), se atribuye al efecto desapantallante que ejerce el grupo carbonilo de la
ciclopentanona, lo que sugiere que el grupo metilo-15 de L2 estd en el area de
influencia del grupo carbonilo. La disposicién p de C-15 en L2 quedd corroborada por
el efecto NOE observado entre Hs;-15 y H-4B y H-40, Figura 2.1.1.3. Aunque los
experimentos NOE no permiten establecer la configuraciéon de C-3 en L3, los datos
obtenidos de su espectro de masas y de la comparacion de los desplazamientos
quimicos de 'H y 3C indican que L3 es el epimero en C-3 del compuesto L2.

L2 L3

Figura 2.1.1.3. Estructuras de minima energia de L2 y L3 y efectos NOE significativos de L2.

2.1.2. Caracterizacion de 10-bromorhodolaureano.

Estructura de 10-bromorhodolaureano (L4). El 10-bromorhodolaureano se
aisl6 como un aceite incoloro. Su espectro de masas presenta dos picos a m/z
282/284 [M]*, con intensidades relativas para un dtomo de bromo en una férmula
molecular C;sH»3Br con cuatro grados de insaturacion: EMAR 284.0970, (calculado
para CisH,3%'Br 284.0963).
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Su espectro de RMN de *C muestra sefiales para quince dtomos de carbono,
cuyas multiplicidades (DEPT) son las siguientes: tres metilos, seis metilenos, dos
metinos (uno geminal a haldégeno y otro olefinico) y cuatro carbonos cuaternarios. En
el espectro RMN de 'H se obseraron sefiales para: un protén geminal a bromo a & 4.47
(dd, J= 8.3, 8.3 Hz), un protdn olefinico d 5.14 (s) y tres metilos angulares a 6 0.80

(s), $0.89 (s) y 6 0.95 (s) (Tabla 2.1.2.1).

Tabla 2.1.2.1. Datos de RMN de *H, 3C, COSY y HMBC del compuesto L4 [500 MHz,
5 ppm, (J) Hz, CDCIs].

#. OH dc COSsYy HMBC

1 1.57 m 25.9 Cc-2, C-6, C-7
1.51m

2 1.35m 32.7 C-1, C-3, C-4, C-15
1.45m

3 | --- 29.6

4 1.35m 33.9 C-2, C-3, C-5, C-6,
1.25'm C-15

5 1.60 m 29.1 C-3, C-6, C-7
1.50m

6 | --- 41.2

7 | --- 141.9

8 | 5.14s 116.6 H»-9

9 |2.50m 35.0 H-10, H-8 C-8, C-10
2.50 m

10 | 4.47 dd (8.3, 8.3) 63.5 H>-9 C-11, C-12, C-13

11 | --- 38.8

12 | 0.95s 23.4 Cc-6, C-10, C-11, C-13

13 | 0.89s 17.5 C-6, C-10, C-11, C-12

14 | 1.83 d (15.5) 42.3 c-2, C-6, C-7, C-8
2.10 m

15 | 0.80s 27.3 C-2, C-3,C-4, C-14

Los experimentos bidimensionales *H-'H COSY, HSQC y HMBC confirmaron la
estructura de L4. Mediante el experimento COSY se definié el fragmento H-8-H-10.
Las correlaciones HMBC de los protones de los metilos H3;-12, H3-13 y de H,-14
confirman el anillo A de la molécula, mientras que las correlaciones de Hz-15, y de H,-
1 y H,-5 establecen el anillo B (Tabla 2.1.2.1). La formacidén del tercer anillo formado
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por la unién C-3-C-14 se establecié en base a las correlaciones a larga distancia de
Hs-15 con C-14 y de los de H,-14 con C-2.

Por estudios de mecanica molecular se obtiene como conformacién de minima
energia aquella en la que el anillo A adopta la forma de semisilla, con el bromo
ecuatorial y el anillo B en una conformaciéon bote. Las constantes de acoplamiento
observadas para H-10 (J= 8.3, 8.3 Hz) estan de acuerdo con dicha conformacion.

Figura 2.1.2.1. Estructura de minima energia para L4.

El producto L4, como hemos indicado, posee un esqueleto carbonado triciclico,
que deriva de la participacién del doble enlace exociclico de un B-chamigreno en la
formacién de un nuevo enlace C-3-C-14. Hasta el momento se han encontrado en la
naturaleza sélo dos compuestos con este esqueleto, el rhodolaureol (171) vy
rhodolauradiol (172), ambos aislados de un alga del género Laurencia.**®

OH
HO HO
Br Cl Br 4 Cl
Rhodolaureol (171) Rhodolauradiol (172)

2.1.3. Caracterizacion de las Gomerolactonas A-D. Nuevos tipos
estructurales derivados de chamigreno.

En este apartado describimos cuatro derivados polioxigenados de chamigreno,
que contienen una unidad de lactona con anillos de cinco, seis y siete miembros. Estas

146 A, G. Gonzalez, J. D. Martin, V. S. Martin, R. Pérez, B. Tagle, 1. Clardy, J. Chem. Soc. Chem. Commun.,
1985, 260-261.
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lactonas representan los distintos tamafio de anillo lacténico que se pueden formar a
lo largo del anillo B del esqueleto chamigreno. Las lactonas de 5, 6 y 7 miembros son
representativas de nuevos tipos estructurales. Las gomerolactonas A y B, la
chamigrenolactona obtenida de L. obtusa del Caribe,* junto con los productos L11,
L13, y L15, forman un grupo de metabolitos singulares, ya que son ejemplos de
metabolitos chamigrénicos desprovistos de halégenos, lo que pone de manifiesto que
este tipo estructural de metabolitos, con un alto grado de oxigenacion, no es exclusivo
de la L. obtusa del Caribe; también se encuentran en la L. majuscula. Por lo tanto, el
paradigma de que los productos derivados de chamigreno, son marcadores
taxondmicos, es igualmente valido, pero seria mas preciso referirnos al esqueleto
chamigreno como marcador taxondmico mas que a sus derivados halogenados.

Gomerolactona A Gomerolactona B Gomerolactona C Gomerolactona D
(L5) (L6) (L7) (L8)

Estructura de gomerolactona A (L5). La gomerolactona A se aislé como un
aceite incoloro. El espectro de masas de IE exhibe un pico a m/z 246 [M]* para una
férmula empirica C;5H;503 con siete grados de insaturacion: EMAR, [M]" m/z 246.1252
(calculado para C;sH1803, 246.1256). En el espectro de IR aparecen sefiales para un
grupo carbonilo a,B-insaturado (1680 cm™) y un carbonilo de un grupo éster (1757
cm™).

Gomerolactona A (L5)

En el espectro de RMN de !3C se observan sefiales para quince atomos de
carbono. La multiplicidad de los carbonos se determind de los experimentos DEPT:
tres metilos, tres metilenos, tres metinos (dos olefinicos) y 6 carbonos cuaternarios
(dos carbonilos). El espectro de RMN de 'H mostré sefiales para: dos protones
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olefinicos (0 6.56 y & 5.82 ppm); un protén geminal a oxigeno (& 4.87 ppm); seis
protones alifaticos entre & 1.70 y 6 2.75 ppm vy tres grupos metilo (61.07, 8 1.14 y &
1.82 ppm), Tabla 2.1.3.1.

De los datos espectroscopicos y de su formula molecular se deduce que L5 es
una molécula triciclica. Como en el espectro de IR no se observam bandas de
absorcién para un acido libre, dos de los oxigenos deben formar parte de un anillo de
lactonico. Por lo tanto, el oxigeno restante deberia formar parte de un sistema de
enona trisustituida. Ambas funciones oxigenadas estan de acuerdo con las absorciones
observadas en IR. La ausencia de un grupo metilo, de los cuatro grupos metilo propios
de un sesquiterpeno, sugiere que éste debe estar oxidado, formando parte del anillo
lactonico.

Tabla 2.1.3.1. Datos de RMN de 'H, 3C, COSY y HMBC del compuesto L5 [500 MHz, 5 ppm, (J) Hz,
CDCls].

#. ou dc cosY HMBC
1 [ 4.87d (5.1) 75.8 H-2 C-2, C-3, C-5, C-6, C-7
2 |5.82dd (1.5, 5.4)  116.9 H-1
3 |- 144.0
4 |a:233m 28.8 Hy-5 C-2, C-3,C-6
B: 2.13 d (6.3)
5 [1.70m 24.7 H,-4 C-3, C-4, C-11
2.10 m
6 |- 45.9
7 |- 155.0
8 |6.56s 126.3 C-6, C-14
9 |-- 198.1
10 | 2.18d (17.7) 49.2 c-6, C-8, C-9, C-11, C-12, C-13
2.75d (17.7)
11 | --- 39.5
12 | 1.14s 25.6 C-6, C-10, C-11, C-13
13 | 1.07 s 25.6 C-6, C-10, C-11, C-12
14 | --- 168.1
15 | 1.82s 23.5 C-2, C-3, C-4

Todas las correlaciones directas C-H de L5 se dedujeron de experimentos
HSQC. El experimento bidimensional COSY mostré acoplamiento entre dos protones
metino (H-1 y H-2) y dos grupos metileno (H,-4-H,-5). En el experimento HMBC las
correlaciones mutuas H3-12/C-13 y H5-13/C-12, y de H,-10 con C-12 y C-13 y con los
carbonos cuaternarios C-6 y C-11, sitian un grupo gem-dimetilo sobre C-11. La
correlacion de H-8 con C-6 y C-14, asi como la de H,-10 con C-6, C-8 y C-9
determinan el anillo A. Por otro lado, las correlaciones HMBC Hs-15/C-2, C-3 y C-4
sitian el metilo-15 sobre C-3. La unidén de ambos anillos carbociclicos se produce a

93



Tesis doctoral, M@ Inmaculada Brito Garcia

través del atomo de carbono spiro C-6, y se dedujo por las correlaciones de H-1 con
C-2, C-3, C-5, C-6 y C-7. La correlacion a larga distancia de H-1 con C-7 determina el
anillo de y-lactona y confirma la estructura triciclica de L5.

Por estudios de mecanica molecular se obtiene para L5 la conformacién de
minima energia representada en la Figura 2.1.3.1. Los NOEs observados entre Hs-12
(1.14 ppm) con los dos protones H,-10 y con H-4a (& 2.33 ppm) estan de acuerdo con
las distancias interatdmicas medidas, lo que sugiere que Me-12 es ecuatorial. Por otra
parte el NOE observado entre Hs-13 (0 1.07 ppm) y H-1 (& 4.87 ppm) indica que los
anillos A y B de la molécula adoptan una conformacién semisilla. Por lo tanto, la
configuracion relativa de L5 es la representada en la Figura 2.1.3.1.

Figura 2.1.3.1. Estructura de minima energia y efectos NOE seleccionados para L5.

Estructura de gomerolactona B (L6). La gomerolactona B (L6) se aislo
como un aceite incoloro. Su espectro de masas EMAR establece una formula molecular
con siete grados de insaturacion, CisHi50s, [M]* m/z 246.1268, (calculado para
CisH1503, 246.1256). En el espectro de RMN de '°C se observan sefiales para quince
atomos de carbono. La multiplicidad de los carbonos (DEPT) son las siguientes: tres
grupos metilo, tres metilenos, tres metinos (dos olefinicos y uno geminal a
heterodtomo) y seis carbonos cuaternarios. En el espectro de RMN de 'H se observa
dos sefiales de protones olefinicos a 6 6.98 (s) y a 6 5.59 (ddd, J= 1.8, 1.8, 5.4 Hz) y
una sefial a & 4.66 (dd, J= 3.0, 3.0 Hz) para un hidrogeno geminal a oxigeno. El
espectro de IR muestra bandas de absorcién para un grupo éster y una cetona o,f-
insaturada a 1717 y 1681 cm™, respectivamente.
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Gomerolactona B (L6)

La gomerolactona B (L6) tiene la misma férmula molecular y esqueleto
carbonado que la gomerolactona A (L5). La diferencia entre ambos compuestos radica
en la posicidon donde se produce el cierre del anillo lacténico. Las correlaciones de
HMBC a larga distancia entre H-2 con C-4 y C-15 (Tabla 2.1.3.2) permiten asegurar
que el compuesto L6 posee una d-lactona.

Tabla 2.1.3.2. Datos de RMN de 'H, 3C, COSY y HMBC del compuesto L6 [500 MHz, 5 ppm, (J) Hz,

CDCls].

#. ou dc cosY HMBC

1 | 1.88ddd (0.9, 2.7, 13.5) 27.7 C-2, C-3, C-5, C-6, C-7
2.28 ddd (1.8, 3.3, 13.5)

2 | 4.66 dd (3.0, 3.0) 74.7 H»-1 | C-3, C-4, C-6, C-14, C-15

3 |- 134.2

4 |5.59ddd (1.8, 1.8, 5.4) 124.2 Hy-5 C-2, C-5, C-6, C-15

5 |2.17 dddd (1.8, 1.8, 5.4, 35.9 C-3, C-4, C-6, C-7
17.4)
2.74 ddd (2.7, 2.7, 17.4)

6 |--- 40.4

7 | - 150.2

8 |6.985s 133.9 c-6, C-7, C-10, C-14

9 |--- 198.2

10 | 2.68 d (18.3) 48.9 C-6, C-8, C-9, C-11, C-12,
2.24 dd (1.2, 18.3) c-13

11 | --- 39.1

12 | 1.08 (s) 24.1 C-6, C-10, C-11, C-13

13 | 1.04 (s) 23.7 C-6, C-10, C-11, C-12

14 | --- 164.9

15 | 1.84 (s) 20.6 C-2, C-3, C-4
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2.1.3.1. Configuracion absoluta de las Gomerolactonas A y B.

Las configuraciones absolutas de las gomerolactonas A (L5) y B (L6) se
determinaron mediante la modificacién de un método descrito por Latypov et al.,'*’
para asignar la configuracion absoluta de acetogeninas de Annonaceae. Nosotros
hemos extendido su aplicacién a la determinacion de la configuracion absoluta de
butenolidas quirales contenidas en diversidad de productos, tales como:
diterpenos*®%° y di-y-lactonas derivados de &cidos grasos de cadena larga.*®°

Esta técnica emplea un agente solvatante quiral, el 2,2,2-trifluoro-1-(9-
antril)etanol, también conocido como reactivo de Pirkle, para formar complejos con las
y-metil butenolidas a baja temperatura y baja concentracién, lo que permite aplicar el
método a compuestos naturales.

Tz

Ho R~ . , o
El complejo esta estabilizado por el enlace
RC /Y 0 intermolecular por puente de hidrégeno
u

“Ho,, . . -
o O-H:-:O=C y por las interacciones dipolo-
dipolo entre el reactivo quiral y el sustrato.

sy

Figura 2.1.3.1.1. Modelo propuesto por Latypov et al.'*” para los complejos diastereoméricos.

De manera general, el agente solvatante quiral, que contiene un grupo
fuertemente anisotrépico, forma complejos diastereoméricos con el producto e induce
efectos apantallantes selectivos en los protones del sustrato. En el caso de las
butenolidas, Latypov et al. proponen que el complejo estd estabilizado por la
formacién de un puente de hidrégeno intermolecular entre el alcohol del agente quiral
y el oxigeno del carbonilo de la lactona, y por las interacciones dipolo-dipolo entre el
reactivo quiral y el sustrato (Figura 2.1.3.1.1). La orientacién del sistema aromatico es
asimétrica con respecto del plano que contiene al anillo lacténico en los complejos (R)-
y (S)-reactivo-sustrato diastereoméricos que se forman (Figura 2.1.3.1.2). Puesto que
la configuracién del agente quiral es conocida, es posible determinar la configuracién
absoluta del sustrato, por analisis del desplazamiento a campos altos/bajos en el
espectro de RMN de 'H de los sustituyentes situados en el centro quiral. La presencia

1473, Latypov, X. Franck, J. C. Jullian, R. Hocquemiller, B. Figadére, Chem. Eur. J., 2002, 8, 5662-5666.
148 A, R. Diaz-Marrero, E. Dorta, M. Cueto, A. San-Martin, J. Darias, Tetrahedron, 2004, 60, 1073-1078.
149 E. Dorta, A. R. Diaz-Marrero, I. Brito, M. Cueto, L. D'Croz, J. Darias, Tetrahedron, 2007, 9057-9062.
150 M, Lorenzo, I. Brito, M. Cueto, J. Darias, Org. Lett., 2006, 8, 5001-5004.
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en la molécula de otros grupos basicos como hidroxilos o tetrahidrofuranos no
interfiere en la solvatacidn del agente con la lactona.

apantallamiento

N

Ar\ R
complejo (S/R) e ‘:(
H

plano anillo lactona
R

complejo (R/R) /— - |=<
Ar H

~_ 7

apantallamiento

Figura 2.1.3.1.2. Fundamento basico del método descrito por Latypov et al.**’

Por primera vez aplicamos este método para determinar la configuracion
absoluta de derivados de chamigreno que poseen anillos y- y &-lactdonicos. En este
apartado analizamos los efectos de apantallamiento selectivo que produce la
geometria del complejo sustrato-agente solvatante quiral, en los correspondientes
protones H-1 y H-2 de los anillos lacténicos de los compuestos L5 y L6.

Tabla 2.1.3.1.1. Ady-; del compuesto L5 con 6 equivalentes de (R)- y (S)-TFAE.

T [K] h-1(r) Oh-1(s) A[Sh-1(r) - On-1¢5)]
293 4.84446 4.84067 0.00379
253 4.81546 4.80663 0.00883
240 4.81861 4.80915 0.00946

Se usaron los reactivos (R)- y (S)-2,2,2-trifluoro-1-(9-antril)etanol (TFAE) para
formar complejos con la porcion de y-lactona a-alquenil sustituida de L5. Se puede
predecir que la sefial del protén H-1 para los solvatos (R,R) o (5,S) aparecera a
campos relativamente mas altos que para los solvatos (R,S) o (S,R). Por tanto, si A[du-
1(R)~ On-1(s)] es positivo, la configuracién absoluta en C-1 serd (S). El analisis de los
datos espectroscépicos de RMN de A5 de H-1 de los dos complejos formados es
positivo (Tabla 2.1.3.1.1), lo que permite establecer la configuraciéon de C-1 como S.
Por lo tanto, la configuracién absoluta de la gomerolactona A (L5) es (1S, 6R) (Figura
2.1.3.1.3).

La configuracién absoluta de la gomerolactona B (L6) se determind utilizando
los reactivos (R)-TFAE y (S)-TFAE, para formar los complejos con la unidad &-lactona
siguiendo el mismo procedimiento. El analisis de los datos espectroscépicos de RMN de
Ad de H-2 de los dos complejos (Tabla 2.1.3.1.2) asegura la configuracién del centro
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quiral C-2 como R. Por lo tanto, la configuracién absoluta de la gomerolactona B (L6)
es (2R, 6R) (Figura 2.1.3.1.3).

Tabla 2.1.3.1.2. Ady-; del compuesto L6 con 6 equivalentes de (R)- y (S)-TFAE.

TIK] On-2(r) OH-2(s) A[B-2r) - Sn-2(s)]
293 4.65219 4.65786 -0.00567
253 4.64210 4.65093 -0.00830
240 4.63391 4.64904 -0.01513

Gomerolactona A (L5) Gomerolactona B (L6)

Figura 2.1.3.1.3. Configuracién absoluta de gomerolactonas A y B.

Estructura de gomerolactona C (L7). La gomerolactona C (L7) se aislé
como un aceite incoloro. Su espectro de masas de IE muestra picos a [M]* m/z
282/284, con intensidades relativas para un atomo de cloro en una féormula molecular
Ci5H1003Cl, [M]* (EMAR), con seis grados de insaturacién. En el espectro de IR se
observa absorciones para grupos carbonilo a 1676 y 1701 cm™.

Gomerolactona C (L7)

Los datos de RMN de L7 son similares a los de L5 y L6, con la diferencia de
que la olefina trisustituida del anillo B de L5 y L6 estd saturada en L7. El
desplazamiento quimico de Hsz-15 a & 1.54 ppm, tipico de un grupo metilo sobre
carbono enlazado a oxigeno, sugiere que en C-3 se produce el cierre de un anillo
lactonico. El experimento HMBC permitié establecer la estructura plana de la molécula.
El anillo A se confirmd por la correlaciéon entre H3-12 y H3-13 con C-11, C-10y C-6 y
por las correlaciones H-8/C-10, C-7, C-6 y C-14. Por otra parte, las correlaciones de
Hs3-15 en combinacién con las de H-4 y H-5, sefialadas en la Tabla 2.1.3.3, definen el
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anillo B de la molécula. Los desplazamientos quimicos de C-2 (&c 61.1 ppm) y de Hs-
15 (64 1.54 ppm) indican que el sustituyente sobre C-2 debe ser el dtomo de cloro, y

qgue la lactona debe formarse entre C-7 y C-3, a través de C-14, lo que asegura un
anillo lacténico de siete miembros en la estructura plana de L7.

Tabla 2.1.3.3. Datos de RMN de 'H, 3C, de L5 y L6 y datos de RMN de 'H, *3C y HMBC del compuesto L7
[500 MHz, & ppm, (J) Hz, CDCls].

L5 L6 L7
#. on d¢ on dc on 3¢ HMBC
1 |4.87d(5.1) 75.8 | 1.88ddd (0.9, 2.7, | 27.7 |2.56m 36.4 | C-7,C-2,
13.5) 2.56 m c-3
2.28 ddd (1.8, 3.3,
13.5)
2 | 5.82dd (1.5, | 116.9 | 4.66dd (3.0,3.0) | 74.7 |4.16s 61.1
5.4)
3 |- 144.0 | --- 134.2 | --- 81.2
4 |2.33m 28.8 | 5.59ddd (1.8, 1.8, | 124.2 | 1.85m 34.0 c-2,C-3
2.13d (6.3) 5.4) 2.19m
5|1.70m 24.7 | 2.17 dddd (1.8, 359 | 1.85m 25.6 C-3, C-7
2.10 m 1.8, 5.4,17.4) 1.85m
2.74 ddd (2.7, 2.7,
17.4)
6 | --- 45.9 | --- 40.4 | --- 42.5
7 | --- 155.0 | --- 150.2 | --- 153.6
8 | 6.56s 126.3 | 6.98 s 133.9 | 6.80 s 133.5 | C-6,C-7,
C-10, C-14
9 |- 198.1 | --- 198.2 | --- 197.7
10 | 2.18d (17.7) | 49.2 | 2.68d (18.3) 48.9 |2.19m | 48.7 c-11
2.75d (17.7) 2.24 dd (1.2, 18.3) 2.56 m
11 | --- 39.5 | --- 39.1 | --- 39.2
12| 1.14s 25.6 | 1.08 (s) 24.1 | 1.02s 23.7 | C-6, C-10,
C-11, C-13
13| 1.07s 25.6 | 1.04 (s) 23.7 | 0.96s 23.0 | C-6, C-10,
C-11, C-12
14 | --- 168.1 | -—-- 164.9 | --- 167.1
15 1.82s 23.5 | 1.84 (s) 206 | 1.54s 27.1 | C-2,C-3,
c-4

Estructura de gomerolactona D (L8). La gomerolactona D (L8) se aisld
como un aceite incoloro. Su espectro de masas de IE muestra picos a [M]* m/z
284/286, con intensidades relativas para un atomo de cloro en una férmula empirica
CisH,103Cl con cinco grados de insaturacion: EMAR, [M]* m/z 286.1137, (calculada
para C;sH»,05%’Cl 286.1150). En el espectro de IR se observan bandas de absorcién a
2961y 1710 cm™.
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Gomerolactona D (L8)

De la comparacién de los datos espectroscépicos de L7 y L8, y de sus
espectros de masas, se deduce que el sistema diendnico de L7 esta saturado en L8, y
que la gomerolactona D es el derivado hidrogenado de L7. Esto es coherente con las
absorciones observadas en el espectro de IR y con las correlaciones HMBC de H-7 con
C-9y C-14 (Tabla 2.1.3.4).

Tabla 2.1.3.4. Datos de RMN de 'H, 3C de L7 y datos de RMN de *H, 3C, COSY y HMBC del compuesto L8
[500 MHz, 8 ppm, (J) Hz, CDCIs].

L7 L8

#. dH dc dH dc COosYy HMBC

1 2.56 m | 36.4 | a: 2.61 dd (9.0, 14.5) 38.5 H-2 C-2, C-3, C-5, C-6, C-7,
2.56m B: 1.67 ddd (2.0, 9.0, C-11

14.5)

2 | 4.16s 61.1 | 4.11 dd (9.0, 9.0) 61.6 H>-1 C-1, C-3, C-15

3 | --- 81.2 | --- 79.8

4 1.85m | 34.0 | 2.10m 34.1 H,-5 Cc-2, C-3, C-5, C-6,C-15
2.19m 2.10 m

5 1.85m | 25.6 [a:1.77 m 20.7 C-1, C-3, C-4, C-6, C-7,
1.85m B: 1.98 m C-11

6 | --- 42.5 | --- 39.8

7 | --- 153.6 | 3.15ddd (1.1, 4.0, 14.3) 50.1 H,-8 | C-5, C-6, C-9, C-11, C-14

8 [6.80s 133.5[ 2.44 m 41.5 H-7 c-6, C-7, C-9, C-10, C-14

2.83 ddd (2.1, 4.0, 15.1)

9 | --- 197.7 | --- 206.1

10 | 2.19m | 48.7 | 1.98dd (2.4, 15.4) 51.7 Cc-6, C-8, C-9, C-11,C-12,
2.56 m 2.41m C-13

11 | --- 39.2 | --- 39.3

12 [ 1.02s 23.7 | 0.93s 24.7 C-6, C-10, C-11, C-13

13 | 0.96s 23.0 | 0.84s 22.9 C-6, C-10, C-11, C-12

14 | --- 167.1 | --- 172.3

15 | 1.54 s 27.1 | 1.415s 27.2 C-2,C-3,C-4

La configuracién relativa del compuesto L8 se establecié por combinacion de
los experimentos NOESY, calculos de mecanica molecular y el estudio de las
constantes de acoplamiento. El efecto NOE observado entre H-7 con uno de los

protones del metileno H,-1, permitié identificar H-1p (& 1.67 ppm) y establecer la
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configuracion relativa de C-6 y C-7. La configuracidon de C-2 se dedujo por el efecto
NOE observado entre H-2 y H-50. (& 1.77 ppm). En la conformacion de minima energia
calculada para L8, representada en la Figura 2.1.3.2., se aprecia la disposicidon
pseudoaxial de H-2 en la conformacién de bote-torcido del anillo B, lo que esta de
acuerdo con el NOE observado, asi como con las constantes de acoplamiento tedricas
de H-2 con H,-1 (J= 8.0 Hz y J= 8.0 Hz), que son similares a la de los valores
experimentales (J= 9.0 Hz y J= 9.0 Hz).

Ju-2= 8.0, 8.0 Hz (calculada)
Jh-2= 9.0, 9.0 Hz (observada)
Figura 2.1.3.2. Estructura de minima energia y efectos NOE seleccionados para L8.

La configuracion relativa de L7 no pudo determinarse por via espectroscépica,
debido a que la sefial de RMN de H-2 es un singulete ancho. Conseguimos cristalizar
los compuestos L7 y L8 y, por estudios de difraccion de rayos X, asignar sus
configuraciones absolutas como se representan en la Figura 2.1.3.3.

Gomerolactona C (L7) Gomerolactona D (L8)

Figura 2.1.3.3. Configuracién absoluta de gomerolactonas C y D.

Las gomerolactonas A-D (L5, L6, L7 y L8), junto con la chamigrenolactona
(52),* son los Unicos metabolitos que poseen un esqueleto chamigreno oxidado en el
carbono C-14. Puesto que los compuestos L5, L6, L7 y L8 se aislaron de espécimenes
de algas recolectadas en un area reducida, cabe esperar que provengan de un mismo
precursor chamigrénico, con la configuracion de C-6 inalterada. Las estructuras de
estos metabolitos poseen un grado de oxidacion y contenido de atomos de oxigeno
muy poco frecuente, lo que podria reflejar una respuesta adaptativa ecoldgica.
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Chamigrenolactona (52)

2.1.4. Caracterizacion de un nor-p-chamigreno L9.

Estructura de nor-p-chamigreno L9. El compuesto L9 se aislé6 como un
aceite incoloro. Su espectro de masas de IE mostrd picos a m/z 282/284 [M]* con
intensidades relativas para un atomo de bromo, en una férmula molecular C;4H150Br
con cinco grados de insaturacion. El espectro de IR exhibe una banda de absorcién a
1680 cm™ atribuible a una cetona a,B-insaturada.

En su espectro de RMN de '3C se observan sefiales para catorce atomos de
carbono, y de los experimentos DEPT se deduce la presencia de dos metilos, cinco
carbonos metilénicos (uno olefinico), tres metinos (dos sobre doble enlace y otro
geminal a halégeno) y cuatro carbonos cuaternarios (uno olefinico y un carbonilo).

El espectro de RMN de 'H (Tabla 2.1.4.1) muestra sefiales para: cuatro
protones olefinicos a & 6.90 (dd, J= 2.1, 10.6 Hz), 6 6.10 (d, J= 10.6 Hz), 8 5.04 (s) y
4.69 (s); un proton geminal a halégeno a d 4.53 (dd, J= 4.8, 12.7 Hz); protones
metilenos entre 6 2.09 y 8 2.45 y grupos metilos angulares a 6 1.10 (s) y 0 1.19 (s).

El experimento *H-'H COSY indica dos sistemas de spin: H-1-H-2 y H,-8-H,-9-
H-10. Mediante experimentos HSQC y HMBC se establecid la estructura plana de la
molécula, que situa dos metilos sobre C-11, un bromo en C-10, un carbonilo en C-3 y
dos dobles enlaces C-1-C-2 y C-7-C-14. Por lo tanto, L9 posee estructura de B-nor-
chamigreno, desprovista de un metilo isoprénico.
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Tabla 2.1.4.1. Datos de RMN de 'H, *3C, COSY y HMBC del compuesto L9 [500 MHz, 5 ppm,
(J) Hz, CDCls].

#. oH dc (o{0] 4 HMBC
1 |6.90dd (2.1, 10.6) 153.2 H-2 C-3, C-5, C-7, C-11
2 | 6.10d (10.6) 130.9 H-1 C-6
3 | --- 199.0
4 |231m 34.0
2.20m
5 12.09m 26.2 C-3,C-6
2.28 m
6 |--- 52.0
7 -—- 144.8
8 [2.45m 32.9 H,-9 c-6, C-7, C-9, C-10,
2.35m C-14
9 (2.12m 34.0 H,-8, H-10 Cc-7, C-8, C-10
2.35m
10 | 4.53 dd (4.8, 12.7) 62.1 H>-9 C-12
11 | --- 42.3
12 | 1.19s 18.1 Cc-6, C-10, C-11, C-13
13 | 1.10 s 26.1 Cc-6, C-10, C-11, C-12
14 | 4.69 s 115.3 C-6, C-8
5.04 s

La configuracion relativa de la molécula se determind en base a estudios de
mecanica molecular, constantes de acoplamiento y experimentos NOESY (se obtuvo
como conformacion de minima energia la representada en la Figura 2.1.4.1). Las
constantes de acoplamiento de H-10 (J= 4.8, 12.7 Hz) indican que H-10 es axial. La
configuracion relativa de C-6 y C-10 se establecié por los NOE observados entre H-10
y H3-13 y entre H-1 y H3-12.

Figura 2.1.4.1. Estructura de minima energia y efectos NOE seleccionados para L9.
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2.1.5. Caracterizacion de derivados de o-chamigreno con un sistema
enénico en el anillo A.

Estructura de L10. El compuesto L10 se aislé como un aceite incoloro. Su
espectro de masas de IE muestra picos a m/z 313/315 [M+1]* con intensidades
relativas para un atomo de bromo, en una férmula molecular C;sH,,0,Br con cinco
grados de insaturacién: EMAR m/z [M+1]* 315.0768 (calculado para CisH»,0,%'Br,
315.0783). En su espectro de IR se observan dos bandas de absorcién a 3464 y 1663
cm™ para un grupo hidroxilo y una cetona o,B-insaturada, respectivamente.

L10

En el espectro de RMN de 'H se aprecian sefiales para: tres protones olefinicos
a 0 6.04, 5.69 y 5.88 ppm, un proton geminal a heterodtomo a & 4.45 ppm, cuatro
protones metilénicos entre & 2.10-2.63 ppm y protones para cuatro metilos a & 1.03,
1.04, 1.46 y 1.90 ppm (Tabla 2.1.5.1.).

Tabla 2.1.5.1. Datos de RMN de *H, 3C, COSY y HMBC del compuesto L10 [500 MHz, 5 ppm, (J) Hz,
CDCl5].

#. u dc cosy HMBC

1 |5.69d (10.5) 130.8 H-2 C-3, C-5, C-6

2 | 6.04d(10.2) 133.7 H-1 C-3, C-4, C-6, C-15

3 |- 66.9

4 | 4.45dd (4.5, 13.2) 61.4 Hp-5 c-5

5 | o: 2.45dd (4.5, 14.7) 34.5 H-4 C-1, C-3, C-4, C-6, C-7, C-11
B: 2.38 d (13.5)

6 |--- 51.3

7 |- 164.2

8 |5.88s 126.3 C-6, C-7, C-10, C-14

9 |-- 197.6

10 | o: 2.10d (17.1) 48.5 C-6, C-8, C-9, C-11, C-13
B: 2.63d (17.1)

11 | --- 40.1

12 | 1.04s 26.8 C-6, C-10, C-11, C-13

13 | 1.03s 25.1 C-6, C-10, C-11, C-12

14 | 1.90s 21.7 C-6, C-7, C-8

15 | 1.46 s 29.5 C-2, C-3, C-4
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En el espectro de RMN de '°C, las sefiales a 197.6 ppm, 8130.8 y 133.7 ppm,
y 0 126.3 y 164.2 ppm sugieren que el compuesto posee un grupo carbonilo y dos
dobles enlaces. Los experimentos DEPT indican las siguientes multiplicidades: cuatro
carbonos de grupos metilos, dos metilenos, cuatro metinos y cinco carbonos
cuaternarios.

El experimento COSY muestra dos sistemas de spin: H-1-H-2 y H-4-H,-5. En el
HMBC se observan correlaciones mutuas de Hs-12 y Hs-13 con C-11 y C-6, lo que
combinado con las de H,-10 y Hs-14, indicadas en la Tabla 2.1.5.1, aseguran el anillo
A con una cetona a,B-insaturada. El anillo B, y la unién entre ambos anillos, se
establecié por las correlaciones a larga distancia Hs-15/C-2, C-3 y C-4 y las
correlaciones H,-5/C-1, C-3, C-4, C-6, C-7 y C-11. Los desplazamientos quimicos de
Hs3-15 (84 1.46 ppm) y H-4 (34 4.45 ppm) sitda el grupo hidroxilo en C-3 y el bromo
en C-4.

La configuracidon relativa de L10 se determind por estudios de mecanica
molecular y experimentos NOESY. En la conformaciéon de minima energia, los anillos A
y B adoptan forma semisilla, como se muestra en la Figura 2.1.5.1. El intenso efecto
NOE de H-4 con Hs-12 y Hs-15 determina la configuracién relativa de C-3, C-4 y C-6.
El efecto NOE entre Hs-14 y H-58, y entre H-50 y H-10B, permitié asignar el
desplazamiento quimico de H-50 y de H-5p.

Figura 2.1.5.1. Estructura de minima energia y efectos NOE seleccionados para L10.

Estructura de L11. El producto L11 se aisl6 como un aceite incoloro. Su
formula molecular, CysH,00 (m/z 216.1505, calculada para CisH,00, 216.1514), indica
gue la molécula posee seis grados de insaturacion. El espectro de IR muestra una
sefial para cetona conjugada (1668 cm™).
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En el espectro de RMN de !°C se observan sefiales para 15 dtomos de carbono,
con las multiplicidades (DEPT) siguientes: 4XCHs3, 2XCH,, 4XCH (olefinicos) y 5
cuaternarios. En el espectro de RMN de 'H exhibe sefiales para protones olefinicos: &
5.36 (s), 0 5.46 (d, J= 9.8 Hz), 8 5.72 (s) y 6 5.89 (d, J= 9.8 Hz), Tabla 2.1.5.2.

Tabla 2.1.5.2. Datos de RMN de 'H, *3C, COSY y HMBC del compuesto L11 [500 MHz, 5 ppm, (J)

Hz, CDCls].

#. OH Oc COSsy HMBC

1 5.46 d (9.8) 124.9 H-2 c-2, C-3, C-5, C-6, C-7, C-11

2 5.89d (9.8) 128.4 H-1 C-3, C-4, C-6, C-15

3 --- 128.1

4 5.36s 119.2 H,-5

5 2.28 m 27.7 H-4 Cc-3, C-4, C-6, C-7, C-11
2.54 m

6 --- 45.5

7 --- 165.2

8 5.72s 124.4 C-10, C-14

9 -—- 197.5

10 | 2.20m 46.8
2.20m

11 | --- 39.9

12 | 0.94 s 24.2 Cc-6, C-10, C-11, C-13

13 | 0.93s 24.2 C-6, C-10, C-11, C-12

14 | 1.94 s 21.7 C-6, C-7, C-8

15 | 1.69s 20.4 C-2,C-3,C-4

El experimento 2D-COSY indica dos sistemas de spin H-1-H-2 y H-4-H,-5. La
combinacion de estos datos, junto con los de los experimentos HSQC y HMBC,
permitid establecer la estructura plana de la molécula. Las correlaciones C-H fueron
inferidas por experimentos HSQC. Las correlaciones HMBC Hs-15/C-2, C-3 y C-4 y las
correlaciones H,-5/C-3, C-4 y C-6, definen el anillo B de la molécula. Ademas de las
correlaciones tipicas para gem-dimetilo, Tabla 2.1.5.2, se observaron correlaciones de
H-8 con C-10 y C-14 y las correlaciones de H-1 con C-7 y C-11. Esto permitio
establecer el anillo A, la unién entre ambos anillos A y B, asi como la posicién de tres
dobles enlaces entre C-1-C-2, C-3-C-4 y C-7-C-8, respectivamente.
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Estructura de L12. El producto L12 se aisl6 como un aceite incoloro. El
espectro de masas exhibe picos a m/z 266/268, con intensidades relativas para un
atomo de cloro en una formula molecular CysH;40,Cl con seis grados de insaturacion:
EMAR 268.1031, (calculado para CisH190,°’Cl 268.1044). En el espectro de IR se
observan absorciénes para carbonilos conjugados a 1671, 1639 cm™.

Tabla 2.1.5.3. Datos de RMN de 'H, 3C y HMBC del compuesto L12 y datos de RMN de 'H y '3C del
compuesto L13 [500 MHz, 8 ppm, (J) Hz, CDCls].
L12 L13
#. OH dc HMBC On dc
a: 2.69 d (15.9) 42.1 C-2, C-5,C-6, C-7 a: 2.73 d (16.4) 42.4
B: 2.78 d (15.9) B: 2.60d (16.4)
2 --- 195.2 --- 197.5
3 |- 133.6 135.5
4 --- 150.9 6.68 s 142.8
5 a: 3.14 d (19.0) 39.4 C-1, C-3, C-4, C-6, a: 2.40 dddd (1.8, 33.5
B: 2.72 ddd (1.5, 1.5, Cc-7, C-11 1.8, 5.3, 19.9)
19.0) B: 2.80d (19.9)
6 --- 47.1 --- 48.2
7 ——- 164.0 --- 166.3
8 |5.86d (1.3) 128.0 C-6, C-10, C-14 5.82s 127.3
9 | --- 196.9 198.4
10 | 2.33 s 48.5 Cc-9, C-12, C-13 2.30m 48.5
2.33s 2.30m
11 | --- 40.5 --- 40.5
12 | 1.08 s 24.9 C-6, C-10, C-11,C-13 | 1.04 s 25.6
13 | 1.05s 24.9 Cc-6, C-10, C-11,C-12 | 1.03s 25.6
14 | 1.90s 23.4 Cc-6, C-7,C-8 1.89s 15.5
15 | 1.95s 12.2 C-2,C-3,C-4 1.80s 24.2

El espectro de RMN de *C muestra sefiales para 15 atomos de carbono, cuyas
multiplicidades se determinaron por experimentos DEPT: cuatro grupos metilo (dos
sobre doble enlace), tres metilenos, un carbono metinico (olefinico), dos carbonos
carbonilicos y cinco carbonos cuaternarios (dos sp®y tres sp?). El espectro de RMN de
!H exhibe las sefiales siguientes: un protdn olefinico a & 5.86 (d, J= 1.3 Hz); seis
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protones metilenos entre & 2.33 y & 3.14; dos grupos metilos a  1.08 (s) y 8 1.05 (s)
y dos grupos metilos sobre doble enlace ad 1.90 (s) y 8 1.95 (s), Tabla 2.1.5.3.

En experimentos HMBC, las correlaciones de H3-12 y H3-13 entre si y con C-6,
C-10 y C-11; de H-8 con C-6, C-10 y C-14; y de H3-14 con C-6, C-7 y C-8 definen el
anillo A. El anillo B se establece por las correlaciones a dos y tres enlaces de H,-1 con
C-2,C-5,C-6yC-7; de H,-5con C-1, C-3, C-4, C-6 y C-7; y de H3-15 con C-2, C-3 y
C-4. El desplazamiento quimico de C-4 (&: 150.9 ppm) sitia el atomo de cloro en
dicho carbono. Estos datos conforman la estructura plana del producto como la
representada en L12.

Estructura de L13. El compuesto L13 se aislé6 como un aceite incoloro. Su
espectro de masas indica una féormula molecular C;5H,00,, (EMAR 232.1461, calculado
para C;sH,00, 232.1463). Su espectro de IR muestra dos bandas de absorcién a 1671
y 1639 cm™ para cetonas a,p-insaturadas.

El producto L13 es el descloro derivado de L12. Sus datos de RMN de 'H y °C
son similares, aunque hay diferencias en sefiales correspondientes a sustituyentes del
anillo B, mayormente debidas a que el atomo de cloro en C-4 de L12, es un proton
olefinico (d 6.68 ppm) en el correspondiente carbono de L13, como lo ratifica el
sistema de spin H-4-H,-5 en el experimento COSY.

Estructura de L14. El compuesto L14 se aisl6 como un aceite incoloro. El
espectro de masas muestra picos a m/z 296/298 [M]*, con intensidades relativas para
un atomo de bromo en una féormula molecular C;sH,;0Br (EMAR 296.0785, calculado
para C;5H,;07°Br 296.0776). El espectro de IR muestra absorcién para cetona ao,f-
insaturada (1663 cm™).
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En el espectro de RMN de '3C se observaron sefiales para quince atomos de
carbono con las multiplicidades (DEPT) siguientes: tres carbonos de grupos metilo,
cinco metilenos (uno geminal a halégeno), dos metinos olefinicos y cinco carbonos
cuaternarios. El espectro de RMN de 'H exhibe sefiales para: dos protones olefinicos a
0 5.86 (s) y 0 5.98 (s); dos protones geminales a halégeno a & 3.96 (m); protones
metilénos entre & 1.85 y 6 2.60 ppm y para tres grupos metilo a  0.94 (s), 1.01(s) y
1.94 (d, J= 1.1), Tabla 2.1.5.4.

El experimento COSY distingue dos sistemas de spin: Hy-1-H-2 y H,-4-H,-5.
Los experimentos HMBC establece las correlaciones siguientes: Hs-12 y H3-13/C-6, C-
10, C-11; H,-10/C-8, C-9; H,-1 /C-3, C-6; H,-5/C-3, C-4, C-6; y H,-15/C-2, C-3, C-4,
lo que permitid asignar la estructura plana de L14 como la de un derivado
chamigrénico, en la que el metilo del anillo B es un bromometileno.

Tabla 2.1.5.4. Datos de RMN de 'H, 3C y HMBC del compuesto L14 y de RMN de 'H, 3C del compuesto
L15 [500 MHz, 6 ppm, (J) Hz, CDCIs].

L14 L15
#. OH Oc HMBC Oon oc
1 2.09dd (4.3, 19.7) | 28.3 C-2, C-3, C-5, C-6, C-7, 2.14 m 27.8
2.25m C-11 2.29 m
2 5.98 s 128.3 5.80 s 123.3
3 --- 134.5 --- 137.6
4 |2.09m 24.4 C-2, C-3, C-5, C-6 1.95m 23.9
2.18 m 2.18 m
5 1.85m 30.3 C-1, C-3, C-4, C-6, C-7, 1.86m 30.4
1.90m C-11 1.93 m
6 | --- 43.5 --- 43.9
7 --- 169.2 --- 169.7
8 5.86 s 127.2 C-6, C-10, C-14 5.85s 127.1
9 --- 198.3 --- 198.5
10 | 2.08 m 48.8 C-6, C-8, C-9,C-12,C-13 | 2.08 m 49.0
2.60d (17.3) 2.61m
11 | --- 40.3 - 40.5
12 | 1.01s 24.7 c-6, C-10, C-11, C-13 1.01s 24.8
13 [ 0.94s 24.1 C-6, C-10, C-11, C-12 0.94 s 24.3
14 | 1.94d (1.1) 23.9 C-6, C-7, C-8 1.95d (1.5) 24.3
15 [ 3.96 m 38.4 C-2,C-3,C4 4.03 m 66.8

Estructura de L15. Del andlisis de los datos espectroscépicos de 'H y de 3C
de L15 (Tabla 2.1.5.4.) y de su comparacion con los de L14 se deduce que L15 es el
hidroxi derivado en C-15 de L14. Esto se confirma por los datos de espectrometria de
masas (m/z 234.1615, calculado para C;sH,,0,, 234.1620), por la apariciéon de una
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banda de absorcién a 3410 cm™ en el espectro de IR y por el desplazamiento quimico
de C-15 (6 66.8 ppm), propio de un hidroxi-metileno. La estructura de L15 se verificd
por analisis de los experimentos bidimensionales COSY, HSQC y HMBC.

L15

Los productos L11, L12, L13, L14 y L15 poseen un Unico centro quiral C-6, y
la configuraciéon relativa de cada producto es la representada en la figura
correspondiente.

Estructura de L16. El compuesto L16 se aisl6 como un aceite incoloro. Su
espectro de masas de IE exhibe picos a m/z 332/334/336 [M]*, con intensidades para
un atomo de cloro y un atomo de bromo en una férmula molecular C;sH,,0CIBr (EMAR
336.0498, calculado para C;sH,,0%’CI®'Br, 336.0493). En el espectro de IR se observa
banda de absorcidn para cetona a,B-insaturada a 1669 cm™.

L16

En su espectro de RMN de 'H (Tabla 2.1.5.5) se observa sefiales para dos
protones geminales a halégeno a & 3.89 (dd, J= 4.6, 12.2 Hz, Integral: 0.69) y 6 4.23
(dd, J= 4.6, 12.4 Hz, Integral: 0.25). Del valor de las integrales de ambas sefiales,
teniendo en cuenta que se trata de un producto puro, se deduce que cada una debe
corresponder a un mismo protén cuyo desplazamiento quimico refleja una mezcla de
conformaciones, ya que la suma de sus integrales es aproximadamente uno. Este
mismo desdoblamiento se aprecia a campos mas altos en dos sefiales para metilos
angulares geminales a haldégeno a & 1.92 (s) (Integral: 2.27) y otro a & 1.72 (s)
(Integral: 0.72) y en dos sefiales para metilo sobre doble enlace 6 2.11 (s) (Integral:
2.23) y 6 2.07 (s) (Integral: 0.75). Por lo tanto, este producto, en las condiciones del
experimento de RMN de 'H, consiste en una mezcla de dos conférmeros estables, en
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una proporciéon aproximada de 3:1. El resto de las sefiales de RMN de H son: un
protén olefinico a & 5.84 ppm; dos metilos y protones metilénicos entre & 1.84 y &
2.31, Tabla 2.1.5.5.

Tabla 2.1.5.5. Datos de RMN de 'H, 3C, COSY y HMBC del compuesto L16 [500 MHz, &
ppm, (J) Hz, CDCIs].

#. n dc cosy HMBC

1 |2.23m 36.9 Ho-2 C-2, C-6, C-11
2.31m (35.6)*

2 | 3.80dd (4.6, 12.2) 66.0 Ho-1 C-3, C-4, C-15
4.23 dd (4.6, 12.4)* | (65.5)*

3 |- 71.9

4 |224m 40.8 C-2, C-3, C-6
2.16 m (39.7)*

5 |[1.84m 25.3 C-1, C-3, C-4, C-6, C-11
2.00 m (24.1)*

6 | -- 47.9

7 |- 166.9

8 |584s 127.3 C-6, C-10, C-14

9 |- 197.8

10 [2.34m 50.0 C-6, C-8, C-9, C-11
2.34m

11 | - 40.4

12 [ 1.13s 27.9 C-6, C-10, C-11, C-13

13 | 1.12s 27.7 C-6, C-10, C-11, C-12

14 |2.07s 22.5 C-6, C-7, C-8
(2.11 s)*

15 [ 1.92s 32.9 C-2, C-3, C-4
(1.72 s)* (31.3)*

*desplazamiento quimico del segundo conférmero

Del andlisis del espectro de RMN de 3C y de los experimentos DEPT se
observan senales para 20 atomos de carbono, con las multiplicidades siguientes: 4
carbonos de grupos metilos (uno de ellos desdoblado en dos sefales), 4 metilenos
(tres de ellos desdoblados en dos sefales), 2 metinos (uno geminal a halégeno,
desdoblado en dos sefiales y otro olefinico) y 5 carbonos cuaternarios (Tabla 2.1.5.5).

Los datos espectroscépicos del L16 son similares a los de los compuestos
laurencenona A (6)°? y (7-b),** también aislados en este estudio. El producto 7-b, que
proviene de una transformacion quimica®® (Figura 2.1.5.2), lo hemos obtenido por
primera vez como producto natural. Los experimentos bidimensionales realizados:
COSY, HSQC y HMBC confirman la estructura plana del compuesto L16, que coincide
con la estructura plana de 6 y con la estructura plana de 7-b, Tabla 2.1.5.6. El
desplazamiento quimico de C-2 de L16 [conféormero a: dc 66.0 ppm; conformero b: d¢
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65.5 ppm] indica que en esa posicidn se encuentra el cloro, por lo tanto, el bromo se
sitla en el carbono adyacente C-3, geminal al metilo-15.

Tabla 2.1.5.6. Datos de RMN de 'H y 3C de los compuestos L16, Laurencenona A (6) y 7-b.

o)

Br

al

Laurencenona A (6)

)

L16

L16 Laurencenona A (6) 7-b
#. on dc o dc OH Oc
1 ]1223m 36.9 3.04 d (13.9) 41.7 | 2.15m 35.9
2.31m (35.6)* | 2.02 m 2.00 m
2 |3.89dd (4.6, 12.2) 66.0 4.57 dd (4.1, 65.2 | 4.85dd (5.1, 68.9
4.23 dd (4.6, (65.5)* | 4.1) 12.3) (67.7)*
12.4)* 4.49 dd (4.5,
11.7)*
3 |--- 71.9 --- 68.3 | --- 67.7
4 2.24 m 40.8 2.20m 36.4 2.44 m 41.7
2.16 m (39.7)* | 2.20 m 2.44 m
5 1.84 m 25.3 2.08 m 24.2 2.20m 31.7
2.00 m (24.1)* [ 1.80m 1.54 m
6 |--- 47.9 --- 42.3 | --- 42.3
7 --- 166.9 --- 170.1 | --- 167.2
8 |584s 127.3 | 5.89s 127.8 | 5.86 s 127.9
9 |--- 197.8 | --- 197.9 | --- 197.6
10 | 2.34m 50.0 2.50 d (18.4) 48.9 | 2.50 m 48.7
2.34 m 2.08 m 2.02m
11 | --- 40.4 --- 42.3 --- 42.3
12 | 1.13s 27.9 1.00 s 24.1 | 0.94s 23.8
(0.95 s)*
13 | 1.12s 27.7 1.18 s 25.5 1.11s 24.9
14 | 2.07 s 22.5 2.22's 24.1 2.24 s 26.7
(2.11 s)* (2.21 s)*
15 | 1.92s 32.9 1.97 s 31.4 | 1.83s 23.8
(1.72 s)* (31.3)*

*desplazamiento quimico del segundo conférmero
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HO,,,, o)
3%KOH/MeOH
- —_
Br t.a., 24 h.
\'//Br
Cl Cl
Obtusol (81) 7-b

Figura 2.1.5.2. Transformacién quimica de obtusol (81) en 7-b.

En el producto 6, las constantes de acoplamiento de H-2 (& 4.57 ppm, J= 4.1,
4.1 Hz), Tabla 2.1.5.6, indican que el proton es ecuatorial. Asimismo, el
desplazamiento quimico del metilo-15, d: 31.4 ppm, establece que éste también es
ecuatorial®® (Figura 2.1.5.2). Estos datos facilitaron la asignacién de la configuracién
relativa de L16 tal como se describe a continuacion.

Laurencenona A (6) 7-b

Figura 2.1.5.3. Estructuras de minima energia de 6 y 7-b.

Configuracion relativa de L16. La configuracién del carbono spiro C-6, y del
sistema CI-Br del anillo B, se determind mediante analisis de: constantes de
acoplamiento, experimentos NOESY y estudios de mecanica molecular. En el espectro
de RMN de 'H de L16, las constantes de acoplamiento de H-2 para cada conférmero
(conférmero a: J= 4.6, 12.2 Hz; conférmero b: J= 4.6, 12.4 Hz) indican que H-2 es
axial en ambos. El desplazamiento quimico de Me-15 de L16 [dc 32.9 (31.3) ppm] es
similar al correspondiente de 6 (dc 31.4 ppm), lo que sugiere que el Me-15 de L16 es
también ecuatorial. Por otra parte, los NOEs observados entre H-2 con Hs-12, H3-13 y
Hs-15 permiten establecer la configuracion relativa de C-6. Los estudios de mecanica
molecular indican que existen dos conformaciones de minima energia compatibles con
los NOEs observados. Ambos conformeros conservan la conformacion silla del anillo B,
mientras que en la conformacion bote torcido del anillo A se producen los cambios
siguientes: en el conférmero L16-A el Me-12p es axial, mientras que en L16-B el Me-
128 es ecuatorial y se sitia en el plano del anillo. Las energias de ambas
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conformaciones son similares: 33.455 y 33.637 Kcal/mol respectivamente, Figura
2.1.5.3.

L16-A L16-B
E= 33.455 Kcal/mol E= 33.637Kcal/mol

Figura 2.1.5.4. Estructuras de minima energia y efectos NOE seleccionados para L16-A y L16-B.

El producto (7-b)** también coexiste en dos conférmeros de minima energia,
como se aprecia en los diferentes desplazamientos quimicos de algunos de sus
atomos (Tabla 2.1.5.6). Los desplazamientos quimicos de H-2 (conférmero a: & 4.85
ppm, J= 5.1, 12.3 Hz; conférmero b: 4.49 ppm, J= 4.5, 11.7 Hz), asi como el
desplazamiento quimico del metilo-15 (&c 23.8 ppm) indican que ambos, protén y
grupo metilo, son axiales, Figura 2.1.5.2, por lo que en 7-b la disposicon del sistema
cloro-bromo es anti mientras que en L16 es syn.

2.1.6. Caracterizacion del producto Ap-1.

Este producto se aislé también de Aplysia dactylomela de la Palma. La
caracterizacion de su estructura se describe en el apartado 2.2.1.1.
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2.2. EstubIO QuiMmico DEL MoLusco Aplysia dactylomela.

Los moluscos del género Aplysia se utilizan como sistema modelo para estudios
neurolégicos®® y, entre los invertebrados marinos, han sido los mas estudiados. La
Aplysia dactylomela (Opistobranquio: Anaspidea) se alimenta de algas, de las que
adquiere y almacena muchos metabolitos en sus glandulas digestivas.”® De estos
moluscos se han aislado mas de 80 metabolitos secundarios procedentes de su dieta.
La funcién que desempefian estos productos en el molusco es objeto de debate, por
una parte se afirma que las aplysias los almacenan para usarlos como defensa quimica
frente a posibles depredadores,®® pero, por otra parte, se observa que la mayoria se
acumulan en la glandula digestiva mas que en el manto, tejido periférico, que seria el
lugar adecuado para realizar esta funcién.’®*!>3 Ademds, se ha observado que las
aplysias son capaces de transformar los metabolitos que adquieren de su dieta en
otros menos téxicos.>*1>>

Las algas rojas del género Laurencia son frecuentes en la alimentacidon de
Aplysia dactylomela. Como ya hemos comentado, el género Laurencia se caracteriza
por producir metabolitos halogenados, particularmente sesquiterpenos derivados de
chamigreno y bisaboleno. Por su capacidad para almacenar compuestos procedentes
de su dieta, y debido a nuestro interés en sustancias halogenadas, abordamos el
estudio quimico de Aplysia dactylomela de las Islas Canarias, como una estrategia
eficaz para el aislamiento de sesquiterpenoides. Su estudio permite comparar los
productos acumulados con los obtenidos de Laurencia majuscula (Harvey) Lucas. Con
esta finalidad estudiamos extractos de Aplysia dactylomela de distintas zonas
geograficas: La Palma y La Gomera. Por su interés ecoldgico, se estudiaron de forma
independiente los extractos del manto y del aparato digestivo.

En este epigrafe se describe la caracterizacién quimica de los sesquiterpenos
aislados del género Aplysia. En el apartado 2.5. se resumen similitudes y diferencias
entre metabolitos, en funcidn del area de recoleccion de los especimenes, asi como
entre metabolitos de Laurencia majuscula y metabolitos de Aplysia obtenidos en una
misma darea de recoleccién.

1517, 3. Carew, E. R. Kandel, J. Neurophysicol, 1977, 40, 692-707.

152 p. 1. Faulkner, In Ecological Roles of Marine Natural Products; V. ). Paul, Ed; Comstock Publishing
Associates: Ithaca, 1992; pp 120-129.

153 5. C. Pennings, V. 1. Paul, Mar. Biol., 1993, 117, 535-576.

154 M, 0. Stallard, D. J. Faulkner, Comp. Biochem. Physiol. B, 1974, 49, 37-41.

1555, C. Pennings, A. M. Weiss, V. J. Paul, Mar. Biol., 1996, 126, 735-743.
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2.2.1. Estupio Quimico DEL MoLusco Aplysia dactylomela pE
La Palma.

Del estudio quimico de A. dactylomela, recolectada en la costa suroeste de La
Palma (Islas Canarias), obtuvimos once productos conocidos derivados de j-
chamigreno (Figura 2.2.1.1) y de bisaboleno (Figura 2.2.1.2), asi como ocho nuevos
sesquiterpenos que incluyen: tres derivados de chamigreno, (Figura 2.2.1.3), dos de
bisaboleno, (Figura 2.2.1.4), uno de ciclobisaboleno, ademas de un derivado de
bisaboleno con esqueleto irregular y un bisaboleno degradado (Figura 2.2.1.5).

Cl Cl
Obtusol (81) Elatol (87) Descloroelatol (108)

HO

Br

114 115

Figura 2.2.1.1. Productos f-chamigrénicos conocidos aislados de A. dactylomela de La Palma.
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cl

Br

6]
Caespitol (173)

8-acetilcaespitol (174) Caespitenona (175)

¢

¢

ae

Br
Br

Laucopiranoide A (176) Caespitano (177)

Furocaespitano (178)
Figura 2.2.1.2. Productos conocidos derivados de bisaboleno aislados de A. dactylomela de La Palma.

B

[ QLN
~
~

Ap-1 Acetildescloroelatol (A1) Acetilelatol (A2)
Figura 2.2.1.3. Nuevos metabolitos chamigrénicos aislados de A. dactylomela de La Palma

wee!

Br

Desclorobromocaespitol (A3)

Desclorobromocaespitenona (A4)

Figura 2.2.1.4. Nuevos derivados de bisaboleno aislados de A. dactylomela de La Palma.
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Bisaboleno reagrupado Derivado degradado Sesquiterpeno derivado de
de bisaboleno ciclobisaboleno

Cl

~
S

Briu.

OH

Aplysiadactydiol (A5) Furocaespitanolactol (A6) A7

Figura 2.2.1.5. Derivados de bisaboleno y ciclobisaboleno aislados de A. dactylomela de La Palma.

2.2.1.1. Caracterizacion de los compuestos con esqueleto chamigreno.

Estructura de Ap-1. El compuesto Ap-1 se aislé como un aceite incoloro. Su
espectro de masas mostré picos a m/z 396/398/400/402, cuyas intensidades relativas
sugieren la presencia de dos atomos de bromo y uno de cloro, en una férmula
empirica Cy5H,3CIBr, [M]* (EMAR).

2
2
~
Z
Z
1

3
Ap-1

Los espectros de RMN de °C y DEPT de Ap-1 (Tabla 2.2.1.1.1) muestran 15
atomos de carbono siguientes: cuatro grupos metilo, cuatro metilenos, tres metinos
(uno olefinico) y cuatro carbonos cuaternarios (uno olefinico y otro unido a un
heterodtomo). Se observaron sefiales de RMN de 'H para: un protén olefinico a § 5.24
(m); dos protones geminales a heteroatomo [5 4.88 (dd, J= 6.4, 11.8 Hz), 4.52 (dd,
J= 6.8, 10.8 Hz)]; ocho protones metileno enentre & 2.69 y 6 1.55; y cuatro grupos
metilo [6 1.94 (s), 6 1.84 (s), 8 1.20 (s), 6 0.94 (s)].

Los experimentos 'H-'H COSY indican tres sistemas de spin: H,-1-H-2; H,-4-
H,-5 y H-8-H-10. Los experimentos HSQC y HMBC permitieron confirmar estos
fragmentos y establecer su conectividad. La correlacién a tres enlaces de Hs-12 y Hs-
13 con C-13 y C-12, respectivamente, y las correlaciones de ambos con C-10 y C-11,
definen un grupo gem-dimetilo en C-11. La correlacién de Hs-14 con C-8 y las de Hs-
14, H3-12 y H3-13 con C-6 establecieron el anillo A, mientras que las correlaciones de
Hs-15/C-2, C-3, C-4 y H-2 y H,-5/C-6 definieron el anillo B y asegura una estructura
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de tipo chamigreno para Ap-1. Los desplazamientos quimicos de C-2 (5 69.5), C-3 (8
67.8) y C-10 (6 60.9) permiten establecer la regioquimica de los halégenos de la
forma siguiente: un atomo de bromo en C-3, un atomo de bromo en C-10, y un atomo
de cloro en C-2.

Tabla 2.2.1.1.1. Datos de RMN de 'H, 3C y HMBC del compuesto Ap-1 [500 MHz, &
ppm, (J) Hz, CDCls].

#. OH dc HMBC
1 2.08 m 38.0 Cc-2, C-3,C-6, C-7
2.08 m
2 4.88 dd (6.4, 11.8) 69.5 C-3
3 --- 67.8
4 a:2.41 .dd (4.4, 4.4, 14.1) 42.3 C-3
B: 2.55m
5 a:2.00m 31.7 C-3, C-6, C-7
B: 1.55m
6 --- 47.3
7 --- 139.7
8 5.24 m 123.0
9 a:2.69m 36.3
B: 2.55m
10 | 4.52dd (6.8, 10.8) 60.9 C-12
11 --- 43.0
12 [ 0.94s 17.1 C-6, C-10, C-11, C-13
13 1.20s 24.6 C-6, C-10, C-11, C-12
14 1.94 s 26.0 Cc-6, C-7, C-8
15 1.84 s 24.0 C-2,C-3,C-4

La configuracion relativa de Ap-1 se asigné en base a constantes de
acoplamiento y experimentos NOESY, Figura 2.2.1.1.1. Las constantes de
acoplamiento de H-2 (J= 6.4, 11.8 Hz) y H-10 (J= 6.8, 10.8 Hz) indican que ambos
protones son axiales. Los NOEs observados entre H-2 y H;-14 y entre H-10 y H-5
aseguran la configuraciéon relativa de C-10, C-2, y la del carbono spiro C-6.
Finalmente, los NOEs observados entre H-2 y H-4f y entre H5-15 y H-4a establecen
que los atomos de cloro y bromo, sobre los carbonos C-2 y C-3, estdn en lados
distintos del plano del anillo, con lo que se completa la configuracién relativa, tal como
esta representada en la Figura 2.2.1.1.1
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Figura 2.2.1.1.1. Estructura de minima energia y efectos NOE seleccionados para Ap-1.

Estructura del acetildescloroelatol (A1). El acetildescloroelatol (A1) se
aislé como un aceite incoloro. Su EM mostré picos a m/z a 340/342, con intensidades
relativas para un dtomo de bromo en una férmula empirica C;7H,50,Br [M]* (EMAR). El
espectro de IR muestra absorcidn para grupo carbonilo a 1743 cm™.

14

AcO

%
Z
%
1

12 3 15

Acetildescloroelatol (A1)

Los espectros de RMN de *C y los experimentos DEPT, Tabla 2.2.1.1.2,
mostraron 17 sefiales correspondientes a: 4 metilos (un grupo acetato), 5 metilenos
(uno olefinico), 3 metinos (uno geminal a acetato y uno olefinico) y cinco carbonos
cuaternarios (un carbonilo y dos olefinicos). En el espectro de RMN de 'H se observan
las sefiales siguientes: tres protones olefinicos a § 5.28 (m), 4.95 (dd, J= 1.6, 1.6 Hz)
y 4.76 (s); un proton geminal a acetato en 8 5.26 (ddd, J= 3.2, 3.2, 3.2 Hz); un
protén geminal a bromo en § 4.59 (d, J= 3.3 Hz); ocho protones metilenos en la franja
6 2.65-6 1.61; y cuatro grupos metilo [6 2.06 (s), 1.57 (s), 1.07 (s), 1.03 (s)]. De
estos datos se deduce que el producto es un derivado de chamigreno. Los
desplazamientos quimicos de C-10, (84 4.59 d, 8¢ 64.0), y C-9, (84 5.26 ddd, 8¢ 74.0),
indican que en estos carbonos esta enlazado un atomo de bromo y un oxigeno de un
grupo acetato, respectivamente.

Los experimentos COSY revelaron la presencia de tres sistemas de spin: H,-1-
H-2; Hy-4-H,-5 y H,-8-H-10. Los datos de HMBC y HSQC permitieron confirmar estos
fragmentos y establecer la conectividad entre ellos. Las correlaciones a tres enlaces de
Hs-12, H3-13 y H,-14 (Tabla 2.2.1.1.2) definen el anillo A, lo que combinado con las
correlaciones de Hs-15, permitié asegurar la estructura de A1l como el derivado
acetilado del descloroelatol (108), también aislado en este estudio.
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Tabla 2.2.1.1.2. Datos de RMN de 'H, *3C y HMBC de acetildescloroelatol (A1) y datos de RMN de 'H y '3C
de acetilelatol (A2) [500 MHz, d ppm, (J) Hz, CDCls].

Acetildescloroelatol (A1)

Acetilelatol (A2)

#. o dc HMBC Oy d¢c
1 a: 2.09m 30.2 Cc-2,C-3,C-7 a: 2.35m 38.6
B: 2.24 m B: 2.61 m
2 5.28 m 119.4 C-4, C-6, C-15 --- 124.1
3 --- 132.7 --- 128.1
4 a:1.82m 27.8 a:1.97 m 29.4
B: 1.62 m B: 1.79 m
5 a:1.79m 26.0 a: 1.80m 25.6
B: 1.61 m B: 1.63 m
6 46.9 49.0
7 --- 141.0 --- 140.6
8 a: 2.39dd (2.8, 36.7 C-6, C-7,C-9, C-10, | a: 2.40dd (2.8, 36.8
14.9) C-14 15.0)
B: 2.65 dddd (1.5, B: 2.57 m
1.5, 3.1, 14.9)
9 5.26 ddd (3.2, 3.2, 74.0 c-7 5.24 ddd (3.2, 73.7
3.2) 3.2, 3.2)
10 4.59d (3.3) 64.0 C-9, C-11, C-12, C-13 | 4.52.d (3.4) 63.0
11 --- 43.5 --- 43.4
12 1.03 s 20.1 Cc-6, C-10, C-11, C-13 | 1.05s 20.1
13 1.07 s 24.3 C-6, C-10, C-11, C-12 | 1.09 s 24.2
14 a: 4.95dd (1.6, 115.7 Cc-6, C-7, C-8 a: 4.99s 115.8
1.6) b: 4.76 s
b: 4.76 s
15 1.57 s 23.1 C-2,C-3,C-4 1.69 s 19.4
CH5CO --- 170.2 --- 170.1
CH5CO 2.06 s 21.0 2.09s 21.0

El acetildescloroelatol (A1) y acetilelatol (A2) tienen unos espectros de RMN de

!H y 13C similares. La diferencia esencial entre ambos productos radica en que el
proton de la olefina endo de A1l esta sustituido por un atomo de cloro en A2. Esto lo
ratifica el espectro EMAR del acetilelatol (A2), asi como la reaccién de acetilacion del
elatol (87) para producir un compuesto idéntico a A2.

Acetilelatol (A2)

Cl

Elatol (87) Descloroelatol (108)
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La configuracion absoluta de elatol (87) y descloroelatol (108) ha sido
establecida para ambos productos como 6R, 9S y 10R, mediante estudios de difraccion
de rayos X.°®%6 La rotacion dptica del elatol (87) y del descloroelatol (108), aislados
en este estudio, coincide con las establecidas en la literatura. Asumiendo que los
productos A1 y A2, han sido acetilados por Aplysia dactylomela a partir de elatol (87)
y descloroelatol (108), la configuracion absoluta de A1 y A2 es 6R, 9S y 10R.

2.2.1.2. Caracterizacion de A3 y A4, compuestos con esqueleto
bisaboleno.

Estructura de desclorobromocaespitol (A3). El compuesto se aislé6 como
un soélido amorfo de color blanco. El espectro de masas muestra picos a m/z 316/318,
con intensidades relativas para un atomo de bromo en una férmula molecular,
C15H»50,Br, con tres grados de insaturacion.

Desclorobromocaespitol (A3) Caespitol (173)

Los experimentos de RMN de **C y DEPT confirman la presencia de quince
atomos de carbono, con resonancias para: cuatro metilos, cuatro metilenos, cuatro
metinos (uno olefinico y dos portando heterodtomo) y tres carbonos cuaternarios (uno
olefinico). Se observaron las siguientes sefiales en RMN de H: un protén olefinico a &
5.32 (s); dos protones geminales a heteroatomo [§ 4.33 (dd, J= 4.1, 13.2 Hz), § 3.52
(ddd, J= 3.6, 3.6, 6.2 Hz)]; un metino a 6 1.70 (s); ocho metilenos entre 6 2.03 y o
1.19; cuatro grupos metilo [8 1.62 (s), 6 1.40 (s), §1.32 (s), 5 1.13 (s)] y un protén a
5 1.84 (d, J= 6.4 Hz) intercambiable con D,0. Puesto que la molécula tiene un doble
enlace, ésta debe ser biciclica.

1% M, Wessels, G. M. Kénig, A. D. Wright, J. Nat. Prod., 2000, 63, 920-928.
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Tabla 2.2.1.2.1. Datos de RMN de H, *C y HMBC de desclorobromocaespitol (A3) y datos de RMN de 'H y
13C de desclorobromocaespitenona (A4) [500 MHz, & ppm, (J) Hz, CDCls].

Desclorobromocaespitol (A3) A4
#. On d¢ HMBC dH dc
1 1.73 m 25.9 C-6 1.87 m 25.1
1.99 m 2.09 m
2 |532s 119.8 C-4, C-6, C-15 5.37 s 120.6
3 | --- 134.5 --- 133.9
4 1.90 m 30.9 1.89m 30.6
2.03 m 2.00 m
5 1.19m 22.5 1.47 m 24.0
1.99m 1.56m
6 1.70 s 41.4 2.07 m 41.6
7 -—- 77.8 --- 81.9
8 | 3.52ddd (3.6, 3.6, 6.2) 71.4 C-10 --- 199.9
9 |a:2.47ddd (2.3, 13.6, 13.6) 35.8 C-7,C-8, C-10, C-11 | 5.92d (10.4) | 122.8
B: 2.26 ddd (4.1, 4.1, 13.9)
10 | 4.33 dd (4.1, 13.2) 53.9 C-9, C-11, C-12, 6.80d (10.4) | 154.7
C-13
11 | --- 75.3 --- 71.2
12 [ 1.32s 31.2 Cc-10, C-11, C-13 1.36 s 30.0
13 | 1.40s 24.3 C-10, C-11, C-12 1.41s 29.7
14 [ 1.13s 19.2 c-6, C-7, C-8 1.30 s 23.4
15 | 1.62s 23.4 C-2, C-3,C-4 1.62s 23.4
OH | 1.84 d (6.4) --—- Cc-7, C-8, C-9

La informacién obtenida de los experimentos bidimensionales COSY, HSQC,
HMBC y NOESY establece que A3 contiene un anillo oxano que posee los mismos
sustituyentes heteroatomos, regioquimica y configuracién relativa que el anillo A del
caespitol (173),'> Tabla 2.2.1.2.1. Los dos grados de insaturacién restantes
corresponden a un doble enlace trisustituido y a un anillo de ciclohexano que lo
contiene, lo que sugiere que A3 no posee el sistema clorobromo caracteristico del
anillo B del caespitol (173). Por otro lado, se ha descrito que la deshalogenacién del
anillo B del caespitol (173) da lugar a un producto!®’ cuya estructura plana coincide
con la de A3. Sin embargo, los desplazamientos quimicos de '°C de este compuesto
deshalogenado,!*® aunque son similares a los de A3, muestran diferencias en C-3 y C-
15 (Adc3= 5.6; Adc.is= 10 ppm). Si tenemos en cuenta que el anillo A de ambos
compuestos, natural y sintético, son idénticos, y que no es probable que las
diferencias se deban a un posible diasteredmero en C-6, sospechamos que estos

157 A, G. Gonzalez, J. Darias, J. D. Martin, C. Pérez, Tetrahedron Lett., 1974, 1249-1250.
1% A, G. Gonzélez, J. D. Martin, V. S. Martin, M. Norte, Tetrahedron Lett., 1979, 2719-2722.
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valores puedan ser erréneos o que no hayan sido asignados correctamente. Con el fin
de corroborar este punto, el caespitol (173) fue deshalogenado por tratamiento con
Zn/Nal en DMF a 115 ©°C, para obtener un producto idéntico a A3, lo que permitid
asignar los datos espectroscépicos de A3 de modo inequivoco, Tabla 2.2.1.2.1.

Estructura de desclorobromocaespitenona (A4). El compuesto se aisld
como un aceite. Sus datos espectroscépicos junto con el pico del idn molecular a m/z
234.1665 [M]* (EMAR) establece la formula molecular CysH,,0, con cinco grados de
insaturacion. Los datos de RMN de *H y '3C son similares a los del compuesto conocido
caespitenona (175),°%!>° también aislado en este estudio. La principal diferencia
radica en que A4 no posee el sistema cloro-bromo caracteristico del anillo B de la
caespitenona, lo que estd de acuerdo con el grado de insaturacién deducido de la
féormula molecular. Por lo tanto, A4 es el derivado deshalogenado de la caespitenona.
Esto se demostré por oxidacion y deshalogenacion de A3, reacciéon de la que se
obtuvo un producto cuyos espectros de RMN de 'H y de !3C coinciden con los del
producto natural A4.

cl

Desclorobromocaespitenona (A4) Caespitenona (175)

La rotacion Optica del caespitol (173) aislado en este estudio, coincide con el
citado en la literatura. Puesto que la configuracion absoluta del caespitol es
conocida,’®® su transformacién en A3 y A4 permite asignar a A3 la configuarcion
absoluta 6S, 7R, 8R, 10R, y a A4 la configuracién absoluta 6S, 7R.

2.2.1.3. Caracterizacion del compuesto con estructura reagrupada A5.

Estructura de aplysiadactydiol (A5). El compuesto A5 es un aceite incoloro
y sus datos espectroscopicos de RMN figuran en la Tabla 2.2.1.3.1. Su espectro de
masas presenta picos a m/z 413/415/417/419, con intensidades relativas para un
atomo de cloro y dos de bromo en una férmula molecular Cy4H»00,CIBr, [M-Me-H,0]"

159 M. Chang, J. T. Vazquez, K. Nakanishi, F. Cataldo, D. M. Estrada, J. Ferndndez, A. Gallardo, J. D. Martin,
M. Norte, R. Pérez, M. L. Rodriguez, Phytochemistry, 1989, 28, 1417-1424.
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(EMAR). El espectro de IR muestra absorciones para grupos carbonilo e hidroxilo a
1722 y 3448 cm™, respectivamente.

Aplysiadactydiol (A5) Caespitol (173)

Tabla 2.2.1.3.1. Datos de RMN de H, 3C y HMBC de aplysiadactydiol (A5) y datos de
RMN de '3C de A5-a [500 MHz, & ppm, (J) Hz, CDCls].

Aplysiadactydiol (A5) A5-a'%°
#. on dc HMBC dc
1 1.80m 35.7 35.7
1.98 m
2 | 4.27 dd (4.3, 12.8) 62.0 c-6 62.1
3 --- 71.0 71.1
4 a: 2.06m 42.2 C-2,C-3,C-6 42.3
B: 2.45 ddd (3.4, 3.4,
13.7)
5 1.60 m 23.8 23.0
1.76 m
6 1.84 s 46.3 44.8
7 --- 212.7 210.9
8 --- 82.7 81.5
9 o: 2.55dd (2.1, 15.6) 39.4 C-8, C-10, C-11 35.5
B: 2.26 dd (9.5, 15.6)
10 | 3.67 dd (2.1, 9.5) 60.4 C-8, C-11 59.3
11 | --- 72.9 58.2
12 [ 1.35s 27.6 C-10, C-11, C-13 19.1
13 [ 1.32s 25.5 C-10, C-11, C-12 24.8
14 | 2.30 s 26.6 Cc-7 31.1
15 [ 1.68s 22.8 C-2, C-3,C-4 23.9
OH | 3.85s --- Cc-6, C-7, C-8

En los espectros de RMN de *C y experimentos DEPT, son significativas las
siguientes resonancias: cuatro metilos, cuatro metilenos, tres metinos (dos portadores
de bromo) y cuatro carbonos cuaternarios (uno de ellos una cetona). En el espectro de
RMN de 'H se aprecian sefiales para: dos protones geminales a haldgeno a § 3.67 (dd,
J=2.1,9.5Hz) y 6 4.27 (dd, J= 4.3, 12.8 Hz); ocho protones metileno entre 6 2.55 y
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6 1.60; un metino a 1.84 (s) y cuatro grupos metilo [d 2.30 (s), 6 1.68 (s), 8 1.35 (s),
d 1.32 (s)]. Los datos de RMN y el grado de insaturacién que indica la féormula
molecular, sugieren que A5 debe poseer un esqueleto monociclico.

La informacidn obtenida de los experimentos COSY, HSQC y HMBC determina,
sin ambigledad, la presencia de un carbociclo de 6 miembros con sustituyentes
halégenos que coinciden con los del anillo B del caespitol (173).°” El resto de la
molécula lo constituye una cadena carbonada muy funcionalizada. El grupo gem-
dimetilo sobre el C-11 se deduce de las correlaciones HMBC mutuas de Hs-12 con C-
13, de H3-13 con C-12, y de H3-12 y Hs3-13 con C-10 y C-11. La correlacion COSY de
H-10 con el metileno H,-9 sitla la metil cetona carbindlica sobre C-8, estableciéndose
asi la estructura plana del sesquiterpeno irregular AS5.

La constante de acoplamiento de H-2 (J= 4.3, 12.8 Hz), asi como los
desplazamientos quimicos de C-2, C-3 y C-15 estan de acuerdo con la regioquimica y
con la configuracién del sistema clorobromo vecinal en un anillo ciclohexanico, con una
conformacion silla analoga a la del caespitol (173), Tabla 2.2.1.3.1. El intenso efecto
NOE existente entre H-2 y H-6 establece, de forma inequivoca, la disposicién
ecuatorial de la cadena lateral sobre el anillo, Figura 2.2.1.3.1.

Figura 2.2.1.3.1. Estructura de minima energia y efectos NOE seleccionados para el compuesto
aplysiadactydiol (AS5).

La conformacién de minima energia de A5, deducida por cdlculos de mecanica
molecular, se muestra en la Figura 2.2.1.3.1. En este conférmero se produce un
enlace de hidrégeno intramolecular entre los grupos hidroxilo, lo que sitia el protén
del hidroxilo en C-8 y el protén trans-axial en C-9 a una distancia interatémica que
justifica el NOE observado entre ellos. Por lo tanto, C-8 posee una configuraciéon R que
es compatible con el acoplamiento vecinal J® entre H,-9/H-10 y con el efecto NOE
observado. Ademas, este aspecto queda reforzado por comparacidon de los datos de
RMN de A5 con los respectivos del compuesto A5-a, obtenido por reagrupamiento
espontdneo del laucopiranoide C (179), cuya configuracion absoluta ha sido
establecida por cristalografia de rayos X'°° (Figura 2.2.1.3.2). Mientras que los
desplazamientos quimicos de los carbonos del anillo de ciclohexano son casi idénticos
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en ambos compuestos, se observan diferencias en los desplazamientos quimicos de C-
8 y de sus carbonos vecinos, debidas a la inversidén de la configuracién de este centro
en A5. Los desplazamientos quimicos de '3C de A5-a figuran en la Tabla 2.2.1.3.1. La
comparacion de los datos espectroscopicos de A5 y A5-a nos permite proponer para
A5 la configuracion 2S5, 3S, 6S, 8R, 10R representada en la Figura 2.2.1.3.1.

Br reagrupamiento
espontaneo

Br

Laucopiranoide C (179) A5-a

Figura 2.2.1.3.2. Reagrupamiento espontaneo de laucopiranoide C (179).

2.2.1.4. Caracterizacion del bisaboleno degradado A6.

Estructura de furocaespitanolactol (A6). El producto se aisl6 como un
s6lido blanco amorfo. Su espectro de masas de IE muestra picos a m/z 322/324/326,
con intensidades relativas para un atomo de cloro y otro de bromo, correspondiente a
la férmula molecular C;,H;1603CIBr [M]* (EMAR).

Furocaespitanolactol (A6) Furocaespitano (178)

Se ha descrito que la oxidacibn con acido m-cloroperbenzoico del
furocaespitano (178), un producto aislado previamente de Laurencia caespitosa,?’
condujo a una mezcla epimérica’®® en C-7 de las butenolidas A6 y A6-a. En este
estudio de Laurencia majuscula, los datos espectroscépicos de uno de los productos
aislados coinciden con los de uno de los epimeros de la mezcla. A continuacion
describimos como logramos establecer la configuracién de C-7 para cada epimero. En

160 A. G. Gonzalez, 1. Darias, J. D. Martin, Tetrahedron Lett., 1973, 3625-3626.
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la Figura 2.2.1.4.1 se muestran las estructuras de minima energia calculadas para
cada epimero.

Tabla 2.2.1.4.1. Datos de RMN de *H, 3C y HMBC de furocaespitanolactol (A6) y datos RMN de de *3C del
derivado A6-a [500 MHz, & ppm, (J) Hz, CDCIs].

Furocaespitanolactol (A6) A6-a
#. dH d¢ HMBC dc
1 |2.00m 39.8 39.7
2.00m
2 |4.38dd (4.1, 12.4) 60.8 C-1, C-3, C-12 60.7
3 --- 70.2 70.2
4 a: 2.16 ddd (3.9, 13.7, 13.7) 42.2 C-3, C-5, C-6, C-12 41.9
B: 2.48 ddd (3.4, 3.4, 13.9)
5 [ 1.50m 28.8 28.6
1.50m
6 | 2.53dddd (3.2, 3.2, 12.0, 12.0) 36.9 36.8
7 --- 106.8 106.8
8 --- 170.4 170.4
9 |5.80s 116.4 Cc-6, C-7, C-8, C-10 116.3
10 | --- 172.6 172.6
11 | 1.71s 24.1 Cc-7, C-10 23.9
12 | 1.75s 24.1 C-2,C-3,C-4 23.9
OH | 1.56s ---

Furocaespitanolactol (A6) A6-a
E= 24.666 Kcal/mol E= 25.0546 Kcal/mol

Figura 2.2.1.4.1. Estructuras de minima energia y efectos NOE seleccionados para el compuesto
furocaespitanolactol (A6) y (A6-a).

La disposicion ortogonal de los anillos de lactona y de ciclohexano, coloca el
grupo metilo de los carbinoles respectivos de cada epimero a una distancia similar de
H-6, por lo que el efecto NOE que se observa entre el H3-11 y H-6 no nos permite
discriminar entre uno u otro epimero. La distancia interatémica entre el hidrégeno del
grupo hidroxilo y el protén ecuatorial de H,-1 de A6, calculada por el programa PC
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Model,*** es de 2.446 R, mientras que para el epimero A6-a la distancia entre el
hidrégeno del grupo hidroxilo y el H-5. es de de 3.111 &, lo que parece demasiado
larga como para esperar un claro efecto NOE. Por tanto, el efecto NOE observado
permitié determinar que el compuesto natural es el epimero que posee configuracidon
S en C-7. Debido a que los centros quirales de A6 son idénticos a los correspondientes
del furocaespitano (178), la configuracion de A6 queda establecida como se indica en
la Figura 2.2.1.4.1.

El furocaespitanolactol (A6) a temperatura ambiente isomeriza a A6-a, hasta
que la mezcla alcanza un equilibrio 1:1, Figura 2.2.1.4.2, lo que nos permitié asignar
los desplazamientos quimicos RMN de *C y de 'H del producto natural A6 y de A6-a,
epimero en C-7 que se aisla por primera vez como producto natural.

R
R
0 X
J:g\‘"\ =~ ﬁ = J:g\“OH
\ 0 M
& ~d ‘o W G € 0”0
A6 A6-a

Figura 2.2.1.4.2. Reagrupamiento espontaneo de A6 en A6-a.

2.2.1.5. Caracterizacion quimica de un compuesto con esqueleto
ciclobisaboleno.

Estructura de A7. El compuesto A7 se aisl6 como un aceite incoloro. Su
espectro de masas de IE mostrd picos a m/z 296/298, con intensidades relativas para
un atomo de bromo en una férmula molecular Cy5H,,0Br (EMAR, [M]" m/z 296.0774).
Su espectro de IR muestra una banda de absorcién a 3369 cm™ para un grupo
hidroxilo.

A7

El espectro de RMN de '3C exhibe sefiales para quince atomos de carbono, y los
experimentos DEPT indicaron la presencia de tres metilos, tres metilenos, cinco
metinos (tres olefinicos) y cuatro carbonos cuaternarios (tres olefinicos).

En el espectro de RMN de 'H se observan sefiales para: tres protones
aromaticos a & 6.53 (s), 6 6.71 (d, J= 7.8 Hz) y & 7.00 (d, J= 7.8 Hz); un protoén
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metino geminal a heterodtomo a & 4.06 (dd, J= 4.6, 12.2 Hz); un protén
intercambiable con D,0; tres grupos metilo, uno de ellos sobre un anillo aromatico a &
2.25 (3H, s).

Tabla 2.2.1.5.1. Datos de RMN de 'H, 3C y HMBC del compuesto A7 [500 MHz, & ppm,
(J) Hz, CDCls].

#. ou dc HMBC
1 | --- 153.0
2 |6.53s 116.4 C-4, C-6, C-15
3 |- 137.3
4 |6.71d(7.8) 122.1 C-2, C-6, C-15
5 | 7.00d(7.8) 126.9 C-1, C-3, C-7
6 |- 129.1
7 | 3.15dddd (3.3, 3.3, 12.6, 12.6) 32.1
8 |[1.51m 34.3
1.85m
9 [2.20m 35.1
2.20m
10 | 4.06 dd (4.6, 12.2) 66.6 c-13
11 | - 37.6
12 [ 1.08s 32.1 C-10, C-11, C-13, C-14
13 [1.17s 20.8 C-10, C-11, C-12, C-14
14 | 1.50 m 46.9 c-11
1.80 m
15 [ 2.25s 21.1 C-2, C-3, C-4
OH | 4.55s

Los experimentos COSY indican dos sistemas de spin: H-10-H,-14 (fragmento
a) y H-4-H-5 (fragmento b). Los experimentos de HSQC y HMBC confirman estos
fragmentos y establecen su conectividad.

Fragmento b

La correlacion HMBC de los metilos Me-12 y Me-13 entre si, confirma la
presencia de un fragmento gem-dimetilo. La correlacion de estos metilos con C-10 vy
C-14 permite unir el gem-dimetilo al sistema de spin que compone el fragmento a y
establecer el anillo A. La correlaciéon Hs-15/ C-3, C-2 y C-4 y las correlaciones de H-5
con C-1 y de H-4 con C-2 y C-6 definen el anillo aromatico B. La unién de los dos
anillos, a través del enlace C-6-C-7, se establecid por la correlaciéon de H-5 con C-7. El
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desplazamiento quimico de C-1 (& 153.0 ppm) indica que el grupo hidroxilo se
encuentra sobre este carbono.

La configuracion relativa de A7, Figura 2.2.1.5.1, se establecié por analisis de
las constantes de acoplamiento y por experimentos NOESY. Las constantes de
acoplamiento de H-7 (J= 3.3, 3.3, 12.6, 12.6 Hz) y las de H-10 (J= 4.6, 12.2 Hz)
indican que ambos protones son axiales. Para que ésto sea posible en una
conformacién silla, el bromo y el anillo aromatico deben ser ecuatoriales, y situados en
distintos lados del plano del anillo, lo que estd de acuerdo con los NOEs observados
entre H-7 y H5-12 y entre H-10 y Hs3-13, Figura 2.2.1.5.1.

Figura 2.2.1.5.1. Efectos NOE seleccionados y estereoquimica relativa de A7.

A7 posee un esqueleto carbonado biciclico, originado, probablemente, por la
participacion del doble enlace metilénico de un B-bisaboleno en la fornaciéon de un
nuevo anillo, inducido por la apertura de un ion bromonio sobre la olefina terminal de
la cadena lateral del bisaboleno. Hasta el momento sélo se ha encontrado en la
naturaleza otro compuesto con este tipo de esqueleto, el sequiterpeno dibromado
(180) aislado de una Laurencia obtusa.'®'%?

Me Br

Br

HMe Me

(180)

161 A. G. Gonzalez, ]. D. Martin, M. Norte, P. Rivera, J. Z. Ruano, Tetrahedron, 1984, 40, 3443-3447.
162 A, G. Gonzalez, J. D. Martin, M. Norte, R. Pérez, P. Rivera, J. Z. Ruano, Tetrahedron Lett., 1983, 24,
4143-4146.
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2.2.2. Estupio QuiMico DEL MoLusco Aplysia dactylomela DE
La Gomera.

De Aplysia dactylomela de la isla de La Gomera ademas, de siete productos
chamigrenos (Figura 2.2.2.1), un nor-chamigreno (Figura 2.2.2.2) y seis derivados de
bisaboleno conocidos (Figura 2.2.2.3), hemos caracterizado un producto
representativo de esqueleto aplysiano, obtenido por primera vez en un organismo
marino (Figura 2.2.2.4), dos nuevos derivados de chamigreno (Figura 2.2.2.5),
también obtenidos de Aplysia dactylomela (La Palma), un derivado regular de
bisaboleno (Figura 2.2.2.6), un derivado irregular de bisaboleno (Figura 2.2.2.7) y
cuatro derivados degradados de bisaboleno (Figura 2.2.2.8), de los cuales el
furocaespitanolactol (A6) y el aplysiadactydiol (A5) han sido descritos en el apartado
2.2.1. de Aplysia dactylomela (La Palma).

: Br
Cl

Isoobtusol (82) Acetato isoobtusol (83)

HO

Br

Elatol (87) Descloroelatol (108) 114

115

Figura 2.2.2.1. Productos conocidos con esqueletos tipo chamigreno aislados de Aplysia dactylomela de La
Gomera.
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HO,,

B

Ma‘iliona (126)

Figura 2.2.2.2. Producto conocido con esqueleto degradado aislado de Aplysia dactylomela de La Gomera.

¢

Gle)

¢

wet

Br
Br

Br
Caespitol (173)

6]
8-acetilcaespitol (174)
Cl

Caespitenona (175)
Cl

cl

Br

Br

Laucopiranoide A (176)

Caespitano (177)

Furocaespitano (178)
Figura 2.2.2.3. Productos conocidos con esqueletos tipo bisaboleno aislados de Aplysia dactylomela de La

Gomera.

OH OH

Aplysianotriol (A8)

Figura 2.2.2.4. Producto nuevo con esqueleto aplysiano aislado de Aplysia dactylomela de La Gomera.

Acetildescloroelatol (A1)

Acetilelatol (A2)
Figura 2.2.2.5. Productos nuevos con esqueleto tipo chamigreno aislados de Aplysia dactylomela de La

Gomera.
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Figura 2.2.2.6. Producto nuevo con esqueleto tipo bisaboleno aislado de Aplysia dactylomela de La
Gomera.

OH
Aplysiadactydiol (A5)

Figura 2.2.2.7. Producto nuevo con esqueleto reagrupado aislado de Aplysia dactylomela de La Gomera.

Al10 Furocaespitanolactol All Al12
(A6)

Figura 2.2.2.8. Productos nuevos con esqueleto degradado derivados de bisaboleno aislados de Aplysia
dactylomela de La Gomera.

2.2.2.1. Caracterizaciéon del compuesto aplysianotriol.

Estructura de aplysianotriol (A8). El aplysianotriol (A8) posee una
estructura triciclica constituida por un biciclo [3.2.1]-octano fusionado a un anillo
ciclohexano. El sistema triciclico se origina a partir de un B-chamigreno por Ia
formacién de un nuevo enlace entre C-3 y C-14 seguido de contraccion del anillo B.
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El producto A8 se aislé como un aceite incoloro. Su espectro de masas mostré
picos a m/z 332/334 [M]* con intensidades relativas para un dtomo de bromo en una
férmula molecular Cy5H,503Br (EMAR, [M]* m/z 334.0978).

OH,, OH

Aplysiano Aplysianotriol (A8)

Los experimentos de RMN realizados en C¢Dg de aplysianotriol (A8) evitan el
solapamiento de las sefiales de los protones hidroxilicos. En el espectro de RMN de 'H,
realizado en CDCls, las sefiales correspondientes se solapan. El espectro de RMN de
13C, Tabla 2.2.2.1.1, muestra sefiales para quince &atomos de carbono cuyas
multiplicidades (DEPT) son las siguientes: tres grupos metilo, cinco grupos metileno,
tres metinos (dos geminales a heterodtomo) y cuatro carbonos cuaternarios sp> (dos
portadores de heterodtomo). En el espectro de RMN de 'H, Tabla 2.2.2.1.1, se
observan sefiales para: dos protones geminales a heteroatomos a § 3.72 (d, J= 2.7
Hz) y 6 3.86 (m); tres protones intercambiables con D,O, que indican la presencia de
tres grupos hidroxilo; tres grupos metilo a 6 0.87 (s), 6 1.00 (s) y 6 1.43 (s) y once
protones alifaticos entre 6 2.44 y  0.62.

De los datos espectroscopicos y de la féormula molecular se deduce que la
molécula es triciclica, que posee tres grupos hidroxilicos y que un grupo metilo, de los
cuatro esperados para un esqueleto sesquiterpénico, debe formar parte de un anillo.

Los experimentos *H-'H COSY permiten establecer con claridad dos sistemas de
spin Hy-1-H,-2-H-4 y H,-8-H-10. Otros sistemas de spin son inciertos debido al
solapamiento de dos metilenos a 6 1.09 (m) y 6 1.36 (m). Los datos de HSQC y HMBC
permitieron confirmar estos fragmentos y establecer la conectividad entre ellos. La
correlacion a tres enlaces de H3-12 y Hs-13 con sus respectivos carbonos C-13 y C-12,
y la correlaciéon de ambos con C-10 y C-11 indican que dos grupos metilo se enlazan
a C-11. Las correlaciones de H,-14 con C-8 y de H3-12, H3-13 y H,-14 con C-6 definen
al anillo A. El carbono spiro C-6 se conecta con C-1 y C-5 por las correlaciones de C-7
con Hy-1 [6 0.62 (m)] y con H>-5[6 1.09 (m)] lo que, junto con las correlaciones Hs-
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15/C-3, C-4, C-14 y H-4/C-6, define las conectividades de los dos anillos de cinco y
seis miembros restantes. La conectividad entre H-4 [6 1.83 (m)] y H-2 [6 1.36 (m)] la
ratifica el experimento COSY. Finalmente, las correlaciones de las sefales de los
protones hidroxilicos a & 3.02 (s); 4.34 (s) y 2.93 (d, 4.7) con C-3, C-7 y C-9,
respectivamente, indican que el atomo de bromo esté enlazado a C-10.

Tabla 2.2.2.1.1. Datos de RMN de 'H, 3C y HMBC de aplysianotriol (A8) [500 MHz, &
ppm, (J) Hz, CeDs].

#. OH Oc HMBC
1 o: 0.62 m 27.7 C-5, C-6, C-7
f: 1.36 m
2 1.09 m 27.4
1.36 m
3 --- 73.0
4 1.83 m 46.9 C-6, C-14
5 endo: 2.44 d (10.2) 31.1 Cc-1, C-7
exo: 1.09 m
6 --- 54.6
7 --- 77.5
8 a: 1.26 dd (3.5, 14.9) 39.1 Cc-6, C-7, C-9
f: 1.66 dd (3.0, 14.9)
9 3.86 m 73.6 C-10
10 3.72d (2.7) 71.6 C-11, C-12, C-13
11 --- 40.6
12 1.43s 23.9 c-6, C-10, C-11, C-13
13 0.87 s 28.3 Cc-6, C-10, C-11, C-12
14 a: 0.94d (14.4) 46.2 C-3,C-4, C-6, C-7, C-8
B: 1.20 dd (1.9, 14.4)
15 1.00 s 27.4 C-3, C-14
3-OH | 3.02 s --- C-2,C-3,C4
7-OH | 4.34 s --- Cc-7,C-8, C-14
9-OH | 2.93d (4.7) --- C-8, C-9

La configuracién relativa del aplysianotriol (A8) se asigné en base a los
experimentos NOESY. Los claros NOEs observados entre H-10 y H-8a, H-1la y H3-13 y
entre Hs-12 con 9-OH y 7-OH fijan la configuracién del anillo A e indican que los
grupos hidroxilo en C-9 y C-7 estan en el mismo plano de la molécula. Por otra parte,
los NOEs observados entre H-5,, con Hs3-12 y 3-OH establecen la configuracion en C-3.
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Figura 2.2.2.1.1. Estructura de minima energia y efectos NOE seleccionados
para el compuesto aplysianotriol (A8).

Por estudios de mecanica molecular se obtuvo la estructura de minima energia
del aplysianotriol (A8), que muestra enlaces por puente de hidrégeno. Las distancias
interatdmicas medidas en el modelo satisfacen los NOEs observados
experimentalmente, Figura 2.2.2.1.1.

Esta es la primera vez que, de fuentes marinas, se aisla un sesquiterpeno con
este esqueleto. El éster metilico de omphalato (181), aislado de la planta terrestre
Omphalanthus filiformis,*®® es el Gnico precedente.

Ester metilico de omphalato (181)

2.2.2.2. Caracterizacion del compuesto derivado de bisaboleno.

Estructura de A9. El metabolito A9 se aisl6 como un aceite incoloro. Su
espectro de masas exhibe picos a m/z 473/475/477/479 [M+1]*, con intensidades
relativas para dos atomos de bromo y uno de cloro. El EMAR [M+1]* 477.0033 es
coherente con la férmula [Ci7H,,05CIBr,+1]. El espectro de IR da una sefial a 1740
cm™ para un grupo carbonilo.

163 M, Tori, K. Nakashima, Y. Asakawa, Phytochemistry, 1995, 38, 651-653.
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Tabla 2.2.2.2.1. Datos de RMN de 'H, 3C, COSY y HMBC del compuesto A9 [500 MHz, & ppm, (J) Hz,
CDCl5].

#. on dc cosy HMBC
1 a:1.63 m 37.5 C-2, C-3, C-5, C-6, C-7
B: 2.37 m
2 4.32dd (4.3, 12.4) 63.2 Hy-1 C-3, C-15
3 --- 71.4
4 a:2.05m 42.7 C-2,C-6
B: 2.43 ddd (3.2, 3.2, 13.4)
5 1.33 m 23.9 C-3,C-4
2.00 m
6 2.12m 44.6
7 --- 75.4
8 4.70 dd (4.2, 7.5) 73.5 H,-9 C-10, CO
9 a: 2.39m 32.0
B: 2.52 ddd (4.4, 4.4, 14.6)
10 4.08 dd (4.6, 8.8) 52.3 H,-9 C-8, C-12
11 --- 75.0
12 1.35s 30.2 c-7, C-10, C-11, C-13
13 1.43s 27.0 Cc-7, C-10, C-11, C-12
14 1.12s 22.4 Cc-6, C-7, C-8
15 1.69 s 24.2 C-2,C-3,C-4
CH5COO | --- 169.9
CH3COO | 2.10s 21.2 Cco

El espectro RMN de *C mostré 17 dtomos de carbono con las asignaciones
(DEPT) siguientes: cinco metilos (uno de un grupo acetilo), cuatro metilenos, cuatro
metinos (dos geminales a halégeno y uno a oxigeno) y cuatro carbonos cuaternarios
(un carbonilo). En el espectro de RMN de 'H se observan sefiales para: dos protones
geminales a halégeno, a  4.08 (dd, J= 4.6, 8.8 Hz) y 04.32 (dd, J= 4.3, 12.4 Hz); un
protén geminal a oxigeno a & 4.70 (dd, J= 4.2, 7.5 Hz); protones de CH, entre 6 1.63
y 02.52; tres metilos angulares a  1.12 (s), 1.35 (s) y 1.43 (s); un metilo geminal a
halégeno a & 1.69 (s) y un metilo de un grupo acetilo a 4 2.10 (s).
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Los desplazamientos quimicos de C-2 (8 63.2 ppm) y C-3 (& 71.4 ppm) indican
gue el atomo de bromo debe encontrarse en C-2 y el de cloro en C-3. Las constantes
de acoplamiento de H-2 (J= 4.3, 12.4 Hz) junto con el desplazamiento quimico de C-
15 (0 24.2 ppm) indican que A9 posee un anillo carbociclico con una sustitucion y
conformacién de anillo idéntica a la del caespitol (173),*”*** en la que H-2 y Me-15
son axiales.

cl

we Br

Br “0R

A9 R=0H, Caespitol (173)
R=0Ac, 8-acetilcaespitol (174)

Los datos de RMN de 'H y '3C de A9 son similares a los de 8-acetilcaespitol
(174).*>"1%% La comparacidon de los datos de resonancia de protén, Tabla 2.2.2.2.2,
muestra diferencias significativas en las constantes de acoplamiento de H-8 y H-10 de
ambos productos. Los protones H-8 y H-10 en A9 estan en disposicidon syn axial en
una conformacion semisilla H-8 (J=4.2, 7.5 Hz) y H-10 (J= 4.6, 8.8 Hz), mientras que
H-8 y H-10 en el 8-acetilcaespitol (174) estan en disposicibn anti en una
conformacion silla, en la que H-8 (J=2.4, 3.4 Hz) es ecuatorial y H-10 axial (J= 4.2,
12.9 Hz). Por lo tanto, A9 es un diastereocisomero del 8-acetilcaespitol (174). Los
experimentos COSY, HSQC, HMBC y NOESY confirmaron la estructura y configuracion
relativa propuesta para A9. En la Figura 2.2.2.2.1 esta representada la conformacién
de minima energia calculada, y en ella se muestran los NOE significativos. Esta
conformacion estad de acuerdo para los NOE y constantes de acoplamiento observados.

164 K. H. Hollenbeak, F. J. Schmitz, M. B. Hossain, D. Van Der Helm, Tetrahedron, 1979, 35, 541-545.
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Tabla 2.2.2.2.2. Datos de RMN de 'H y 3C de A9 y de 8-acetilcaespitol (174) [500 MHz, & ppm, (J) Hz,
CDCls].

A9 8-acetilcaespitol (174)

#. OH dc on Oc
1 a:1.63 m 37.5 1.59m 36.3

B: 2.37 m 1.82m
2 4.32.dd (4.3, 12.4) 63.2 4.18 dd (3.9, 12.9) 62.7
3 --- 71.4 --- 71.5
4 a:2.05m 42.7 2.00 ddd (3.4, 13.5, 13.5) 42.9

B: 2.43 ddd (3.2, 3.2, 13.4) 2.39 ddd (3.4, 3.4, 13.5)
5 1.33m 23.9 1.21m 23.9

2.00m 1.88 m
6 2.12m 44.6 1.81m 46.2
7 --- 75.4 --- 75.9
8 4.70 dd (4.2, 7.5) 73.5 4.63 dd (2.4, 3.4) 72.9
9 a:2.39m 32.0 2.28 ddd (4.2, 4.2, 14.8) 32.8

B: 2.52 ddd (4.4, 4.4, 14.6) 2.45 dd (2.4, 14.6)
10 4.08 dd (4.6, 8.8) 52.3 4.11 dd (4.2, 12.9) 52.5
11 --- 75.0 --- 75.6
12 1.35s 30.2 1.32s 30.9
13 1.43s 27.0 1.38 s 22.8
14 1.12s 22.4 1.18 s 20.1
15 1.69s 24.2 1.65s 24.1

CH5CQOO | --- 169.9 | --- 169.9
CH3;COO | 2.10s 21.2 2.14 21.1
10 14
8
7
| s
6
3 o
" 15

Figura 2.2.2.2.1. Estructura de minima energia y efectos NOE seleccionados para A9.
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2.2.2.3. Caracterizacion de compuestos con estructuras quimicas
degradadas derivadas de bisaboleno.

Estructura de A10. El producto A10 se aisl6 como un aceite incoloro. Su
espectro de masas con picos a m/z 254/256/258 [M]*, con intensidades relativas para
un atomo de cloro y otro de bromo, que establece una férmula molecular CgH;,0,CIBr
(EMAR 253.9709, calculado para CgH;,0,°°CI”°Br, 253.9709). En el espectro de IR
aparecen bandas de absorcién para un grupo acido en 3682 y 1710 cm™.

cl

" 8
7 -

HOOC™ =
A Br

Al10

El espectro de RMN de **C muestra sefiales para ocho atomos de carbono, con
las multiplicidades (DEPT) siguientes: un metilo sobre carbono enlazado a haldgeno,
tres metilenos, dos grupos metino (uno geminal a halégeno) y dos carbonos
cuaternarios (uno de ellos sp®y otro carboxilico).

En el espectro de RMN de 'H se observan resonancias para: un protédn geminal
a halégeno a 0 4.31 (dd, J= 4.2, 11.7 Hz); un metilo angular sobre carbono enlazado
a halégeno a 8 1.72 (s) y seis protones entre 8 1.70 y 6 2.60.

Tabla 2.2.2.3.1. Datos de RMN de 'H, *3C y HMBC del compuesto A10 [500 MHz, 5 ppm, (J) Hz,
CDCls].

#. u dc cosy HMBC

1 | a:2.60 dddd (1.8, 4.2, 4.2, 14.8) | 36.3 | H-2, H-6 | C-2, C-3, C-4, C-5, C-6
B: 2.15 ddd (12.2, 12.6, 12.6)

2 | 4.31dd (4.2, 11.7) 60.2 Hp-1 C-1, C-3, C-4, C-6, C-8

3| --- 70.6

4 | a: 2.44 ddd (4.0, 4.0, 13.9) 40.5 H,-5 C-2, C-3, C-5, C-6, C-8
B: 2.03 m

5 |a:1.70 m 25.1 Hy-4
B: 1.98 m

6 | 2.53 dddd (4.2, 4.2, 11.2, 11.2) 42.2 H,-1 C-5, C-7

7 | --- 178.6

8 | 1.72s 25.0 C-2, C-3, C-4

El experimento 'H-'H COSY indica un sistema de spin: H-2-H,-1-H-6, H,-4-H,-
5. Los experimentos HMBC sitllan un grupo carboxilo en C-6 y un metilo en C-3. Los
desplazamientos quimicos de C-2 (& 60.2 ppm) y C-3 (& 70.6 ppm) aseguran un cloro
en C-3 y un bromo en C-2.
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La configuracidon relativa se determind en base a experimentos NOESY y a
constantes de acoplamiento. Los valores J para H-2 y H-6 (Tabla 2.2.2.3.1) establecen
que ambos protones son axiales, y los efectos NOE observados entre ellos aseguran la
configuracion de C-2 y C-6. El desplazamiento quimico de C-8 indica que este metilo
posee una configuracién idéntica a la que posee el correspondiente metilo del anillo B
del caespitol (173). Los NOEs observados de Hs-8 con H-1By H-4(3 y de H-2 con H-1a

y H-4a asi lo confirman. Por lo tanto, A10 es un derivado degradado del caespitol

(173).%7
98

Figura 2.2.2.3.1. Estructura de minima energia y efectos NOE seleccionados para A10.

Estructura de A11l. El producto A1l se aisl6 como un aceite incoloro. En el
espectro de IR aparecen sefiales a 3563, 1770 cm™ correspondientes a un grupo
hidroxilo y a un carbonilo. El espectro de masas muestra picos a m/z 308/310/312
consecuentes con la férmula molecular C;;H;403CIBr con cuatro grados de
insaturacién: [M]* (EMAR 309.9796, calculado para C;1H1405>°CI®*Br 309.9794).

Cl

N
N

Al1l

La combinacién de datos de RMN de *C y experimentos DEPT indica que la
molécula posee: un grupo metilo, tres metilenos, cuatro metinos y tres carbonos
cuaternarios (un grupo carbonilo y otro olefinico). Las sefiales de RMN de 'H son
atribuibles a un protoén olefinico [d 6.84 ppm (s)], un protédn geminal a grupo hidroxilo
[0 6.10 ppm (s)], un protdn geminal a halégeno [d 4.37 (dd, J= 4.4, 12.4 Hz)], un
protén de grupo hidroxilo [0 3.38 ppm (s)], seis protones de CH, [0 1.50-02.59 ppm] y
un metilo angular a 6 1.72 ppm (s). La informacién obtenida de los experimentos de

142



Parte tedrica

RMN indica que la molécula posee un anillo sustituido idéntico al del anillo B del
caespitol (173).

Los desplazamientos quimicos de C-7 y C-8 (Tabla 2.2.2.3.2) son propios de
carbonos olefinicos. Los desplazamientos quimicos de C-10 (170.3 ppm) y C-9 (96.6
ppm), asi como las correlaciones HMBC H-9/C-7 y C-10 indican que C-10 forma parte
de un grupo éster de un lactol. La unién de los anillos carboxilico y lacténico se
produce entre C-6-C-7, como se deduce de las correlaciones HMBC a dos y tres
enlaces de los protones H,-5 con C-6 y C-7 y del protén H-8 con el carbono C-6.

Tabla 2.2.2.3.2. Datos de RMN de 'H, *3C, COSY y HMBC del compuesto A1l [500 MHz, & ppm, (J) Hz,

CDCls].

#. o dc Ccosy HMBC

1 a:2.50 m 38.9 H-2, H-6 C-2, C-3, C-5, C-6, C-7
B: 1.98 m

2 | 4.37dd (4.4, 12.4) 61.0 H,-1 c-1, C-3, C-11

3 --- 70.5

4 | o:2.14 ddd (4.0, 13.7, 13.7) 42.0 Hy-5 C-2, C-3,C-5,C-6
B: 2.45 ddd (3.4, 3.4, 13.8)

5 |a:1.50m 27.6 H,-4, H-6 C-6, C-7
B: 1.95m

6 | 2.59dddd (3.7, 3.7, 12.2, 12.2) 35.4 H,-1, Hp-5

7 --- 139.7

8 |6.84s 143.0 H-9 c-6, C-7, C-9, C-10

9 |[6.10s 96.6 H-8 C-7, C-10

10 | --- 170.3

11 1.72 s 24.1 C-2,C-3,C-4

OH | 3.38s

Los datos despectroscdpicos satisfacen las estructuras planas I y II. Sin
embargo, el efecto NOE observado entre H-8 y H-9 discrimina a favor de I (A11).

Cl

Al1l

Figura 2.2.2.3.2. Posibles estructuras para A11.
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La conformacion de minima energia calculada para Al11, representada en la
Figura 2.2.2.3.3, estd de acuerdo con las constantes de acoplamiento y los NOEs
observados. Sin embargo, estos datos no permiten establecer la configuracion de C-9.

Figura 2.2.2.3.3. Estructura de minima energia y efectos NOE seleccionados para A11.

Estructura de A12. El producto se aislé6 como un aceite incoloro. El espectro
de masas, con picos a m/z 366/368/370 [M]*, satisface la férmula molecular
C14H,004CIBr, con cuatro grados de insaturacion. El espectro de IR da sefales para
grupos hidroxilo (3054 cm™) y carbonilo (1769 cm™).

Al12

En el espectro de RMN de !°C se observan sefiales para 14 dtomos de carbono,
cuyas multiplicidades, determinadas por experimentos DEPT, son: 3XCH;, 3XCH,,
3XCH (uno olefinico y otro con halégeno enlazado) y 5 cuaternarios (uno olefinico y
un carbonilo). En el espectro de RMN de 'H destacan las siguientes sefiales: un protén
olefinico en & 6.80 ppm (dd, J= 1.2, 5.1 Hz), un protén geminal a halégeno en 6 4.38
ppm (dd, J= 4.4, 12.4 Hz), dos protones intercambiables con D,O en & 4.23 y en &
4.27 ppm, seis protones metilénicos entre 6 1.50- 2.51 ppm y tres metilos angulares
en 1.73 ppm (s), $1.30 pm (s) y & 1.24 ppm (s).
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Tabla 2.2.2.3.3. Datos de RMN de H, '3C, COSY y HMBC del compuesto A12 [500 MHz, 5 ppm, (J)

Hz, CDCls].
#. o dc cosy HMBC
1 a:2.51m 39.0 H-2 C-2,C-6
B: 1.95 m
2 4.38 dd (4.4, 12.4) 60.9 Hy-1 C-3
3 --- 70.5
4 a: 2.15 ddd (3.5, 3.5, 13.8) 42.1 H,-5 C-3, C-6
B: 2.48 ddd (3.3, 5.7, 13.9)
5 a:2.00 m 27.7 H,-4, H-6 C-3, C-4,C-6
B: 1.50 m
6 2.60 m 35.7 H,-1, Hy-5
7 --- 140.1
8 6.80 dd (1.2, 5.1) 142.9 c-6, C-7, C-9, C-10
9 --- 107.7
10 --- 170.4
11 --- 74.5
12 1.24 s 24.2 Cc-9, C-11, C-13
13 1.30d (3.9) 24.2 Cc-9, C-11, C-12
14 1.73d (1.8) 24.2 C-2,C-3,C-4
9-OH | 4.27s
11-OH | 4.23 s

La informacidon obtenida de los experimentos de RMN indica que la molécula
posee un anillo sustituido idéntico al anillo B del caespitol (173). La porcion butenolida
de la molécula se establecié por las correlaciones HMBC de Hs-12 y Hs-13 entre si y
con C-9 y C-11, y por las correlaciones del protén H-8 con los carbonos C-6, C-7, C-9
y C-10. Los desplazamientos quimicos Oc.¢ 107.7 ppm y &c.1; 74.5 ppm sitlan grupos
hidroxilo en las posiciones C-9 y C-11.

Los datos de RMN satisfacen las estructuras planas I y II. Sin embargo, el
efecto NOE observado entre H-8 y H-13 discrimina a favor de I (A12), Figura
2.2.2.3.4.

Cl

0 Br

II
Al12

Figura 2.2.2.3.4. Posibles estructuras para A12.

145



Tesis doctoral, M@ Inmaculada Brito Garcia

Los datos espectroscdpicos no permitieron establecer la configuracion absoluta
de C-9.

11

Figura 2.2.2.3.5. Estructura de minima energia y efectos NOE seleccionados para A12.
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2.3. PosIBLE BIOGENESIS DE ALGUNOS METABOLITOS DE Laurencia Y
DE Aplysia.

El estudio de Laurencia majuscula (Harvey) Lucas y de Aplysia dactylomela,
recolectadas en La Palma y La Gomera, nos ha permitido aislar una gran variedad de
sesquiterpenos, que incluyen productos derivados de chamigreno, de bisaboleno y
otros productos derivados de nuevos esqueletos.

Revisando la literatura cientifica, durante la redaccidn de un manuscrito de
productos de Laurencia, observamos algunos aspectos de interés en relacion con
plantas terrestres. Las algas del género Laurencia, las plantas terrestres inferiores
Hepaticae de los géneros Bazzania, Mannia, Mylia y Rebouli, y las plantas superiores
Cupressaceae de los géneros Cupresus y Juniperus, tienen en comun la capacidad de
biosintetizar sesquiterpenos policiclicos por ciclacidn interna de chamigreno. De este
modo, de fuentes marinas se han identificado los esqueletos rhodolaurano,®®
aplydactano'®® y gomerano (Figura 2.3.1), mientras que de fuentes terrestres se han
identificado los esqueletos myltaylano®”® y ciclomyltaylano!®’®® de Hepaticae, y los
esqueletos junicedrano!®® y chamipinano'’® de Cupressaceae. Todos ellos tienen en
comun el esqueleto chamigreno como precursor.

A pesar de que el género Laurencia produce derivados a- y B-chamigreno, es
interesante destacar que los tres tipos de esqueletos marinos, agrupados como Clase I
en la Figura 2.3.1, proceden exclusivamente de la ciclacién del metileno exociclico de
una estructura B-chamigreno y nunca de una estructura a-chamigreno. Por otro lado,
los esqueletos de fuentes terrestres, agrupados como Clase II, provienen
exclusivamente de un catién chamigrenilo,'’! pero que, a diferencia de la Clase I, deja
intacto el grupo metilo isoprénico central. Es decir, partiendo de un mismo esqueleto
precursor, la ciclacién sigue caminos distintos, como veremos mas adelante.

185 A, G. Gonzdlez, J. D. Martin, V. S. Martin, R. Pérez, B. Tagle, 1. Clardy, J. Chem. Soc. Chem. Commun.,
1985, 260-261.

186 5, N. Fedorov, O. S. Radchenko, L. K. Shubina, A. I. Kalinovsky, A. V. Gerasimenko, D. Y. Popov, V. A.
Stonik, J. Am. Chem. Soc., 2001, 123, 504-505.

187 (a) D. Takota, A. Matsuo, J. Kuramoto, M. Nakayama, S. J. Hayashi, J. Chem. Soc., Chem. Commun,
1985, 482-483. (b) D. Takota, H. Tani, A. Matsuo, , J. Chem. Res., Synop, 1988, 130-131

188 v, Asakawa, Chemical constituents of the Bryophytes. En Progress in Chemistry of Organic Natural
Products; W. Herz, G. W. Kirby, R. E. Moore, W. Steglich, C. Tamm, Eds. Springer: Vienna, New York, NY,
1995; Vol. 65, pp 509-520.

169 A. F. Barrero, E. Alvarez-Manzaneda, A. Lara, Tetrahedron Lett., 1995, 36, 6347-6350.

170 G. Cool, Phytochemistry, 2005, 66, 249-260.

71 A, Srikrishna, C. V. Yelamaggad, P. P. Kumar, J. Chem. Soc., Perkin Trans, 1999, 2877-2881.
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Clase I: Fuente Marina

LG S

B-chamigreno gomerano rhodolaurano aplydactano
Clase II: Fuente Terretre
Hepaticae
myltaylano ciclomyltaylano

Cupressa%
o-chamigreno

junicedrano chamipinano

Figura 2.3.1. Clase I y II de esqueletos marinos y terrestres.

2.3.1. Posible biogénesis de los esqueletos de Clase I, gomerano y
rhodolaurano, y de los esqueletos de Clase 11.

Nuestra propuesta biogenética para los esqueletos gomerano y rhodolaurano se
resume en la Figura 2.3.1. y se describe con detalle a continuacién. Las
sesquiterpeno-ciclasas son los catalizadores naturales mas versatiles y comunes. Estas
enzimas son responsables de la formacion de mas de 15 esqueletos carbonados
diferentes en las algas rojas de la especie Laurencia.’*° Entre ellos, los chamigrenos
son los mas comunes con mas de 120 metabolitos naturales. La mayoria de estos
chamigrenos son derivados de o- y B-chamigrenos.*

Es bien conocido el mecanismo!’? por el que algunas sesquiterpeno sintasas
convierten el precursor aciclico farnesil difosfato (FPP) en (3R)-nerolidil difosfato para
posteriormente ciclarlo al catidén (R)-bisabolilo (1), que es el precursor de la mayoria
de los sesquiterpenos, Figura 2.3.1.1. La halogenacién de la olefina del anillo de (1%),

172 (3) D. E. Cane, Chem. Rev., 1990, 90, 1089-1103. (b) D. E. Cane, Acc. Chem. Rev., 1985, 18, 220-
226.
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por accién de haloperoxidasas,’® seguido de ciclacién intramolecular C-11-C-7 de

(2") y deplazamiento 1,4-hidruro produce el carbocatién dihalocuprenilo (3*) que
evoluciona a (4") por la migracién del enlace C-11 hacia C-6 y pérdida de bromuro de
hidrégeno. La desprotonacién de (4) en C-14 da el 2-cloro-B-chamigreno (5%) que es
un intermedio que proponemos en la biogénesis de gomerano y rhodolaurano.

O

6

haloperoxidasa cierre 11,7
—_— -
desplazam. 1,4-H"
Br
Cl
1* 3%
catién bisabolilo carbocation

dihalocuparenilo

reagrup. 11,6
rotacién
-HBr
————————————eeeee

-H*(14)

2-Cloro-f-chamigreno

Figura 2.3.1.1. Ruta biogenética de formacién de 2-cloro-B-chamigreno.

La biogénesis de los productos L1, L2 y L3, representativos del esqueleto
gomerano, y del producto rhodolaureol (171), representativo del esqueleto
rhodolaurano, puede ocurrir via el 2-cloro-B-chamigreno (5%), un intermedio neutro
gue no se libera del centro activo de la enzima. La activacion electrofilica de la olefina
del anillo B de (5%*), Figura 2.3.1.2., induce a la participacion del metileno exociclico
en la formacion de nuevos anillos. Por la ruta a, se produce un enlace entre C-14 y C-
2, lo que da lugar a la formacién de un anillo de cinco eslabones y al esqueleto
gomerano (6%). Por la ruta b, se forma un anillo de seis elabones, por establecimiento
de un enlace entre C-14 y C-3, lo que origina un nuevo esqueleto rhodolaurano.
Ambos son esqueletos marinos de Clase I.

173 A. Butler, J. N. Carter-Franklin, J. Nat. Prod. Rep., 2004, 21, 180-188.
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cierre ! !

Cl
E
6*
gomerano

12 13

5%

2-Cloro-B-chamigreno

ruta b
cierre 14, 3

171
rhodolaurano rhodolaureol

Figura 2.3.1.2. Posible ruta biogenética de L1, L2, L3 y rhodolaureol (171).

La diversidad de esqueletos de Clase I y Clase II se originan por una via
quimica similar, pero la ciclacion interna de (5*) y (7*) evoluciona en direcciones
opuestas. El flujo de electrones en (5*), representados por flechas en la Figura
2.3.1.2., sigue una direccion opuesta al flujo de electrones representados en (7%),
Figura 2.3.1.3. En ambos casos, el flujo de electrones esta dirigido a favorecer la
formacién de un carbocatidén terciario en C-7, desde el que se originan los esqueletos
policiclicos marinos de la Clase I y los esqueletos policiclicos de la Clase II aislados de
Cupressaceae y de Hepaticae, Figura 2.3.1.3.
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cierre

reagrupam, .
14 arip myltaylano ciclomyltaylano

y/o

cierre 3, 7

7%
catiéon chamigrenilo

B-chamigreno junicedrano chamipinano
Cupressaceae

Figura 2.3.1.3. Ruta biogenética para esqueletos de Clase II.

Las caracteristicas quimicas de los metabolitos secundarios aislados de
Laurencia, Hepaticae y Cupressaceae son muy similares. Es dificil saber la evoluciéon
de las plantas terrestres inferiores, debido especialmente a la ausencia de materiales
fosiles de briofitas.'®® Sin embargo, teniendo en cuenta la hipdtesis biogenética
propuesta, y la disponibilidad creciente de secuencias gendmicas completas de
numerosas especies, se podrian resolver cuestiones sobre su evolucién mediante el
examen detallado de genes de rutas biosintéticas y su comparacién con los de
especies de plantas superiores mencionadas.

2.3.2. Posible biogénesis de productos degradados y de esqueleto
irregular derivados de bisaboleno.

Como ya hemos comentado, el estudio de Laurencia majuscula y de Aplysia
dactylomela ha proporcionado productos con esqueletos degradados y esqueletos
reagrupados derivados de bisaboleno. Los criterios para proponer una ruta biogenética
para estos productos pueden ser multiples. Sin embargo, el aislamiento de Aplysia
dactylomela del producto de biogénesis irregular aplysiadactydiol (A5), nos procurd la
via para discernir una biogénesis coherente para los productos de esqueletos
reagrupados y degradados derivados de bisaboleno. La secuencia biogenética se
representa en la Figura 2.3.2.1.
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reagrupam. Brt/OH
—_— e
X=Cl
Y=Br Br

o)

178 A6
furocaespitano furocaespitanolactol

Figura 2.3.2.1. Ruta biogenética de A5, furocaespitano (178) y furocaespitanolactol (A6).

La estructura de A5 sugirié que un epoxi-bisaboleno (9"), derivado oxidado del
cation bisabolilo (8%), podria ser su precursor biogenético via el producto de
reagrupamiento (10%). La oxidacién de (10*) daria lugar al esqueleto reagrupado del
producto natural A5, a partir del cual se originaria furocaespitano (178) vy
furocaespitanolactol (A6), mediante la secuencia sintética indicada en la Figura
2.3.2.1. Por lo tanto, el epoxi-bisaboleno (9%) parece ser el precursor clave de algunos
metabolitos degradados y de biogénesis irregular de derivados de bisaboleno.

Hasta la fecha, todos los metabolitos derivados de bisaboleno, aislados de
Laurencia, poseen un sistema cloro-bromo vecinal en su anillo carbociclico. Sin
embargo, el desclorobromocaespitol (A3) y la desclorobromocaespitenona (A4),
encontrados por primera vez en Aplysia dactylomela, estan desprovistos de este
sistema de haldégenos adyacentes, lo que sugiere que la A. dactylomela ha
deshalogenado de novo a sus respectivos precursores caespitol (173) y caespitenona
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(175). Suponemos que esta transformacion quimica ha sido efectuada por el molusco
para disminuir su toxicidad antes de almacenarlo en sus tejidos. Del mismo modo, el
descloroelatol (108), encontrado de forma natural en A. dactylomela, es menos toxico
que su andlogo clorado, elatol (87).!’* Esta capacidad biosintética de la A.
dactylomela, de deshalogenar algunos metabolitos, complementa aquella en la que
productos hidroxilados adquiridos de Laurencia, son acetilados por la Aplysia con el fin
de destoxificarlos.!”*

Desclorobromocaespitol (A3) Desclorobromocaespitenona (A4)

El producto A6 contiene una unidad de butenolida. Esta unidad, que abunda en
productos naturales producidos por organismos marinos y terrestres,
independientemente de su origen isoprénico o policétido, posee funciones de inhibicién
enzimatica.'”® Las plantas biosintetizan las lactonas para prevenir que sean ingeridas
por depredadores y para evitar el asentamiento de las bacterias, mientras que algunos
animales usan las lactonas para regular sus procesos bioldgicos.!”®> Como la butenolida
A6 no se ha encontrado en algas, sugerimos que esta unidad ha sido sintetizada de
novo por A. dactylomela, via degradacién de A5, Figura 2.3.2.1., como una habilidad
anadida a la de acetilacion y deshalogenacién para mejorar su adaptacién al medio.

174 T, Dias, I. Brito, L. Moujir, N. Paiz, J. Darias, M. Cueto, J. Nat. Prod., 2005, 68, 1677-1679.
175 M. 1. Konaklieva, B. 1. Plotkin, mini-Rewiews in Medicinal Chemistry, 2005, 5, 73-95.

153



Tesis doctoral, M@ Inmaculada Brito Garcia

2.4. ACTIVIDAD BIOLOGICA.

Las algas rojas del género Laurencia producen metabolitos halogenados que
interactian con el ecosistema para prevenir posibles depredadores.!’®177:178 Estas
sustancias con frecuencia exhiben actividad antimicrobiana,***”%*8% antimaldrica,!®!
insecticida,'®? o citotdxica.'®

La variedad estructural de metabolitos que hemos obtenido del estudio quimico
de L. majuscula y A. dactylomela, nos ha impulsado a explorar su posible actividad
bioldgica en los bioensayos siguientes:

a. Citotoxicidad frente a tres lineas celulares: HelLa (carcinoma humano de Utero),
Hep-2 (carcinoma humano de laringe) y Vero (células de rifidn de mono africano
verde).

b. Busqueda de agentes estabilizadores y desestabilizadores de microtubulos.

c. Estudio de regeneracion de células beta-pancreaticas.

2.4.1. Ensayos de citotoxicidad.

En este apartado describiremos la actividad biolégica de seis metabolitos
secundarios aislados en este estudio: elatol (87), caespitol (173), descloroelatol
(108) y sus respectivos derivados acetilados, dos de los cuales han sido aislados por
primera vez: acetilelatol (A2) y acetildescloroelatol (A1).

Los estudios de toxicidad del derivado hidroxilado y su acetato correspondiente,
tuvo por finalidad comparar posibles diferencias en el grado de toxicidad entre ambos
productos, datos que son de utilidad con relaciéon a la posible destoxificacion que
practican las aplysias, con los productos procedentes de la dieta para almacenarlos en
sus tejidos.

La citotoxicidad de cada par de metabolitos, alcohol/acetato, se evalud frente
a tres lineas celulares, dos tumorales: HelLa (carcinoma humano de Utero) y Hep-2

176 M. E. Hay, E. Duffy, W. Fenical, Proceedings of the 6th international coral reef symposium, 1988, 3, 43-
48.

177 M.E. Hay, W. Fenical, K. Gustafson, Chemical Ecology, 1987, 68, 1581-1591.

178 1, Granado, P. Caballero, Sci. Mar., 1995, 59, 31-39.

179 C.S. Vairappan, M. Suzuki, T. Abe, M. Masuda, Phytochemistry, 2001, 58, 517-523.

180 ¢, s.Vairappan, M. Suzuki, T. Ishii, T. Okino, T. Abe, M. Masuda, Phytochemistry, 2008, 69, 2490-2494.
181 G. Topcu, Z. Aydogmus, S. Imre, A. C. Géren, J. M. Pezzuto, J. A. Clement, D. G. I. Kingston, J. Nat.
Prod., 2003, 66, 1505-1508.

182 . Iliopoulou, C. Vagias, C. Harvala, V. Roussis, Phytochemistry, 2002, 59, 111-116.

183 C, Lhullier, M. Falkenberg, E. Ioannou, A. Quesada, P. Papazafiri, P. A. Horta, E. P. Schenkel, C. Vagias,
V. Roussis, J. Nat. Prod., 2010, 73, 27-32.
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(carcinoma humano de laringe) y otra no tumoral: Vero (células de rindn de mono
africano verde). La preparacién y uso de las placas de cultivo se describe con detallle
en el procedimiento experimental, epigrafe 3.5.1. Cada producto se evalué en un
rango de concentraciones comprendido entre 20 ug/mL y 0.02 pg/mL, y se ensayaron
frente a células no proliferantes y frente a células proliferantes.

Los resultados de actividad citotéxica (Tabla 2.4.1.1) muestran que el elatol
(87) es el compuesto mas activo, en las condiciones de ensayo.

Es importante enfatizar que cuando las células han alcanzado la fase
exponencial, la actividad del elatol (87) y del acetilelatol (A2) aumenta
considerablemente sélo frente a HeLa (ICso 1.3 y 13.7 uM, respectivamente). Por otro
lado, el elatol presenta un comportamiento opuesto frente a células Vero.

El descloroelatol (108) y su acetilderivado (A1), son inactivos (ICsqg >67 y >58
uM), lo que refleja la relevancia del atomo de cloro en la molécula para que exista
actividad. El caespitol (173) es levemente activo. Los resultados demuestran que los
acetilderivados son menos toxicos que sus correspondientes alcoholes, lo que apoya la
hipdtesis de que las liebres de mar utilizan la acetilacidon como estrategia para
almacenar metabolitos potencialmente téxicos adquiridos a través de su dieta.

Los ensayos de citotoxicidad se efectuaron en colaboraciéon con la Dra. Laila
Moujir del Departamento de Microbiologia, Facultad de Farmacia, Universidad de La
Laguna.
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Tabla 2.4.1.1. Actividad citotdxica de sesquiterpenos frente a lineas celulares He-La, Hep-2 y Vero.
ICso (uM)
Compuesto HelLa Hep-2 Vero
Fase Fase Fase Fase Fase Fase
\\Iag" \\Iog" \\Iag" \\Iog" \\Iag" \\Iog"
>58 >58 >58 >58 >58 >58
>67 >67 >67 >67 >67 >67
50.3 13.7 28.0 22.4 >53 44.6
4.1 1.3 2.4 2.0 2.3 25.0
Elatol (87)
cl
. ar >42 >42 >42 >42 31.9 33.6
Br “0Ac
8-acetilcaespitol (174)
al
- B ar 26.9 30.6 >46 >46 25.5 25.8
H
Br oK
Caespitol (173)
Actinomicina D? 0.011 0.01 0.191 0.006 0.071 0.001
2Actinomicina D, producto que actia a nivel de la sintesis de ADN, se usé como control positivo
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2.4.2. Basqueda de agentes estabilizadores y desestabilizadores de
microtabulos.

En este apartado describiremos la actividad biolégica de 22 metabolitos
secundarios aislados de los organismos estudiados.

La tubulina es una de las principales proteinas que componen los microtubulos.
Los microtubulos son organulos estructurales que forman parte del citoesqueleto en
todas las células nucleadas. Ensamblados a partir de subunidades proteicas, participan
en la division, en el movimiento y en el mantenimiento de la morfologia de la célula.
Por este motivo, los microtibulos se han convertido en importantes dianas para la
terapia contra el cancer. Diversos productos naturales se enlazan a la tubulina, o a los
microtubulos, en la transicion metafase/anafase de la mitosis, actuando sobre el huso
mitético e inhibiendo la proliferacién celular.'® Los alcaloides de la Vinca: vinblastina,
vincristina y vinorelbina, y los taxanos: paclitaxel y docetaxel, son productos
naturales, o derivados del producto natural, de aplicacion terapéutica en el
tratamiento del cancer. El éxito terapéutico del paclitaxel, desde 1986, ha validado la
tubulina como una diana efectiva para la busqueda de sustancias potencialmente
anticancerosas. El paclitaxel, y otros taxanos, se diferencian de otros moduladores de
la tubulina, por el sitio de interaccidn con la B-tubulina y por el efecto estabilizante de
los microtibulos. Los taxanos bloquean la despolimerizacién mientras que los
alcaloides de la Vinca desestabilizan los microtibulos y promueven Ila
polimerizacién.'®

A pesar de su efectividad en el tratamiento de numerosos tumores, éstos
compuestos no estan excentos de efectos secundarios no deseables. Producen
mielosupresion, son neurotdxicos, y muchos canceres han desarrollado resistencia a
estos farmacos. Por lo tanto, es necesaria la busqueda de nuevas sustancias quimicas
desestabilizadoras de los microtibulos. Los organismos marinos han demostrado ser
una potencial fuente de farmacos antimitéticos. Dolastatina-10, eleutherobina,
laulimalida, sarcoditytinas A-D, discodermolida, y halichondrina B, son ejemplos de
productos naturales aislados de invertebrados marinos que estan actualmente en fase
clinica como posibles farmacos antitumorales.'8¢

Con los productos caracterizados en esta Tesis se realizaron ensayos de
actividad utilizando embriones del erizo de mar Paracentrotus lividus como diana para

184 A. Jordan, J. A. Hadfield, N. J. Lawrence, A.T. McGowen, Med. Res. Rev., 1998, 18, 259-296.
185 E, Hamel, Med. Res. Rev., 1996, 16, 207-231.
186 T, F. Molinski, D. S. Dalisay, S. L. Lievens, J. P. Saludes, Nat. Rev. Drug Discovery, 2009, 8, 69-85.

157



Tesis doctoral, M@ Inmaculada Brito Garcia

el cribado'®” de sustancia desestabilizadoras de los microtibulos. Aspectos como la
facilidad de fertilizacion y cultivo, el rapido y sincronizado desarrollo del embrién, su
transparencia éptica y una embriogénesis bien estudiada han contribuido a elegir este
sistema. Ademas, es un ensayo que se caracteriza por ser rapido, versatil,
reproducible y sencillo de realizar. Los analisis se efectuaron en Chemical Block Ltd.,
en Chipre, en colaboracién con la Dra. Marina Semenova, perteneciente al Instituto de
Biologia del Desarrollo de la Academia Rusa de Ciencias. Los resultados obtenidos se
resumen en las Tablas 2.4.2.1. y 2.4.2.2.

La mayoria de los compuestos evaluados no afectaron al desarrollo embrionario
de Paracentrotus lividus con la excepcién de elatol (87), obtusol (81) e isoobtusol
(82) que mostraron una toxicidad moderada. Observando las estructuras de estos
chamigrenos, y comparandolas con otros que no presentan actividad podemos
deducir:

1. La presencia en el anillo A de un hidroxilo y un bromo en las posiciones 9 y 10
respectivamente y del doble enlace C-7-C-14 parece determinante en la
actividad, mientras que el cambio en los sustituyentes en el anillo B no afecta a
la actividad de los compuestos.

2. Por otra parte, es interesante destacar que ni el acetato de isoobtusol (83) ni el
acetilelatol (A2) fueron activos. Este resultado concuerda con la hipétesis que la
acetilacién de estos compuestos reduce su toxicidad. Se ha propuesto que Aplysia
dactylomela posee un mecanismo enzimatico de acetilacién de los productos que
adquiere de su dieta. Estos resultados parecen apoyar esta hipétesis. 1°*1>°

87 M. N. Semenova, A. Kiselyov, V. V. Semenov, BioTechniques, 2006, 40, 765-774.
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Tabla 2.4.2.1. Toxicidad de sesquiterpenos derivados de chamigreno

embrionario de Paracentrotus lividus.

evaluados en el

desarrollo

Concentracion Concentracion
Compuesto (uM) Compuesto (uM)
197 T. 2°T.? 197 T. 2°T.?
n/a 20 n/a n/a
Acetilelatol (A2)
o
n/a n/a n/a n/a
cl
Laurencenona B (8)
n/a n/a n/a n/a
10 1 n/a n/a
Obtusol (81)
2 0.5 n/a n/a
:  Br
cl
Isoobtusol (82) Laurencenona A (6)
n/a n/a n/a 5
I Br
cl
Acetato de isoobtusol (83)
HO,
Br
1 0.1 n/a n/a
al
Elatol (87) L16
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Tabla 2.4.2.2. Toxicidad de sesquiterpenos derivados de bisaboleno evaluados en el desarrollo embrionario
de Paracentrotus lividus.

Concentracion Concentracion
Compuesto (uM) Compuesto (uM)
157 T. 2°T.°2 1°7 T, 2°T.°2
al
o : ar n/a 5 n/a n/a
Br “10H
Caespitol (173)
al
- : Br n/a n/a n/a n/a
Br “"0Ac
8-acetilcaespitol (174)
al
- : n/a n/a n/a n/a
Br
Caespitano (177)
cl
e : Br n/a 5 n/a n/a
o}
Caespitenona (175)
al
Br n/a n/a
Furocaespitano (178)

?Después de eclosionar; T: Tratamiento; n/a: sin actividad

2.4.3. Estudio de regeneracion de células beta-pancreaticas.

Las células beta se encuentran en el pancreas y su funcién es la de sintetizar y
segregar insulina. La diabetes mellitus se caracteriza por una pérdida funcional de la
masa de células beta-pancredticas. Una linea de investigacién del grupo de la Dra.
Irene Cozar Castellano, perteneciente a la Unidad de Investigacién del Hospital
Universitario Puerta del Mar en Cadiz, es la regeneracién de células beta-pancreaticas
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mediante la induccién de su proliferacion utilizando moléculas de pequeiio tamano, lo
gue podria ser util para el tratamiento de la diabetes.

En colaboracién con el grupo de investigacién de la Dra. Cézar Castellano, se
analizd la actividad proliferativa de 22 sesquiterpenos de tipo chamigreno y bisaboleno
aislados en esta Tesis Doctoral (los mismos empleados en la buisqueda de agentes
estabilizadores y desestabilizadores de microtubulos). Los productos naturales se
ensayaron a concentraciones de 0.1, 1.0 y 10.0 uM.

Los productos naturales que han dado un resultado preliminar positivo de
actividad proliferativa de células beta-pancreaticas son A10 y Al11l. Puesto que los
sustituyentes, regioquimica, configuracion y anillo carbociclico es la misma en los
productos A10, A11 y A6, y s6lo A10 y A1l son activos, se deduce que la posicién
del grupo carbonilo, con relacién al anillo carbociclico, debe estar a uno (carbonilo del
grupo acido), o maximo dos enlaces (carbonilo del anillo butenolido), del carbono que
lo enlaza al anillo. Esta observacion puede ser de ayuda para el disefio de butenolidas
favorecedoras de la proliferacion de células beta-pancreaticas.

Al10 Furocaespitanolactol (A6) Al1l

Figura 2.4.1.1. Metabolitos de A. dactylomela con actividad proliferativa de células beta-pancreaticas.
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2.5. EstubpiOo COMPARATIVO DE LOS COMPUESTOS OBTENIDOS DE
Laurencia majuscula (Harvey) Lucas Y Aplysia
dactylomela.

Los estudios quimicos realizados hasta la fecha indican que los productos
aislados de moluscos de género Aplysia proceden de su dieta, con las excepciones
antes mencionadas. De la comparacion del contenido metabdlico de L. majuscula y de
A. dactylomela, se observa que el alga biosintetiza productos derivados de
chamigreno, mientras que los sesquiterpenos acumulados por las aplysias son
mayoritariamente de tipo bisaboleno.

La L. majuscula y A. dactylomela, recolectadas para este estudio, coexisten en
un nicho ecoldgico reducido, y las diferencias estructurales en el contenido de
metabolitos de ambas especies sugiere que la A. dactylomela, recolectada en Valle
Gran Rey (La Gomera), prefiere la ingesta de otras especies de Laurencia, ricas en
metabolitos derivados de bisaboleno, mas que la ingesta de L. majuscula. De hecho,
parece que el molusco ha alcanzado un cierto grado de refinamiento metabdlico, que
le permite realizar, con los derivados de bisaboleno, procesos biosintéticos de
deshalogenacién y de degradacion para producir metabolitos que no se encuentran en
el alga ingerida. Esta especializacion de A. dactylomela de Valle Gran Rey, por una
dieta selectiva de especies de Laurencia rica en metabolitos bisabolénicos, para una
posterior transformacién en otras sustancias, generalmente menos tdxica, sugiere una
mejora evolutiva en su capacidad de adaptacién al medio.

162



Parte tedrica

Tabla 2.5.1. Comparativa de sesquiterpenos derivados de chamigreno aislados de los organismos:

L. majuscula A. dactylomela A. dactylomela Estructura
(Gomera) (Gomera) (Palma)
Elatol (87) Elatol (87) Elatol (87)
114 114 114
115 115 115
5 5 ---
HOy,,,
Obtusol (81) Obtusol (81) Br”

Descloroelatol

- Descloroelatol (108) (108)

Acetildescloroelatol | Acetildescloroelatol
(A1) (A1)

--- Acetilelatol (A2) Acetilelatol (A2)

HO,,,,
Ma’iliohydrina --- --- o
(122) Br

HO,,,

Ma’iliona (126)

B

Isoobtusol (82)

--- Acetato de ---
isoobtusol (83)
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Tabla 2.5.1. Comparativa de sesquiterpenos derivados de bisaboleno aislados de los

organismos:

A. dactylomela
(Gomera)

A. dactylomela
(Palma)

Estructura

Caespitol (173)

Caespitol (173)

8-acetilcaespitol (174)

8-acetilcaespitol (174)

Caespitenona (175)

Caespitenona (175)

Laucapyrenoide A (176)

Laucapyrenoide A (176)

Caespitano (177)

Caespitano (177)

Furocaespitano (178)

Furocaespitano (178)

Aplysiadactydiol (A5)

Aplysiadactydiol (A5)

Furocaespitanolactol (A6)

Furocaespitanolactol (A6)

Desclorobromocaespitol
(A3)

Desclorobromocaespitenona
(A4)
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Los extractos obtenidos del aparato digestivo de A. dactylomela de La Gomera
y de A. dactylomela de La Palma contienen, entre otros productos, elatol (87) y
descloroelatol (108) y, por primera vez, se aislan sus derivados acetilados, lo que
sugiere que la Aplysia es la responsable de la acetilacién del elatol (87) vy
descloroelatol (108). Los derivados acetilados exhiben unos indices de toxicidad
menores que los compuestos hidroxilados, lo que ratifica que la acetilacién es una
estrategia de destoxificacion para almacenar determinados metabolitos que proceden
de la dieta.

Acetilelatol (A2)

AcO

Br

Descloroelatol (108) Acetildescloroelatol (A1)

Las transformaciones quimicas que produce la aplysia con los productos
derivados de bisaboleno son mas acusadas que con los productos derivados de
chamigreno. Por ejemplo, parece mas complejo, en relacién con la acetilaciéon, el
proceso de deshalogenar el caespitol (173) y caespitenona (175), para convertirlos
en desclorobromocaespitol (A3) y desclorobromocaespitenona (A4), respectivamente.
Estos productos se obtuvieron tanto del manto como del aparato digestivo de
especimenes de A. dactylomela de La Palma, por lo que suponemos que esta habilidad
de la aplysia para la deshalogenacion tiene como finalidad disminuir la toxicidad de los
productos para su posterior almacenamiento.
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Caespitol (173)

cl

Br

A
¢}

Caespitenona (175) Desclorobromocaespitenona (A4)
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2.6. EstuDIO QUiMICO DEL OCTOCORAL Pterogorgia sp.

Los corales del género Pterogorgia (clase Anthozoa, orden Alcyonacea, familia
Gorgoniidae y género Pterogorgia) son comunes en los arrecifes de coral del Caribe.'®®
Son corales blandos que habitan en aguas poco profundas, pobres en nutrientes, entre
-7 y -15 m. A pesar de que su tejido blando podria constituir una potencial fuente de
alimento para posibles depredadores, se ven relativamente inalterados, por lo que se
supone que estos invertebrados producen algunas sustancias con propiedades
antialimentarias,®® y sustancias de defensa quimica.

La busqueda de productos naturales marinos de especies bentdnicas a ambos
lados del Istmo de Panama,'®® nos ha conducido al estudio del octocoral del Caribe
Pterogorgia sp. De su estudio quimico hemos aislado cinco nuevas sustancias lipidicas
P1, P2, P3, P4 y P5, ademas de los productos conocidos hidroxiancepsenolido
(143),'** homoancepsenolido (146)*° y (153).**

0] 0 (0] 0 0]
" Ci6H334,,
o | 0 | 0 0
10 10 R
HO HO Ho
P1 P2 P3
O (0] (0]
Ci6H33 " o
| © o |
\ 10 OAc
S AcO
P4 P5

Figura 2.6.1. Nuevos metabolitos aislados del octocoral Pterogorgia sp.

188 http://striweb.si.edu/bocas_database/

189 3. R. Pawlik, W. Fenical, Mar. Ecol. Prog. Ser., 1992, 87, 183-188.

1% (a) E. Dorta, A. R. Diaz-Marrero, M. Cueto, L. D Croz, J. L. Maté, J. Darias, Org. Lett., 2004, 6, 2229-
2232. (b) M. Cueto, L. D"Croz, J. L. Maté, A. San Martin, J. Darias, Org. Lett., 2005, 7, 415-418.
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Hidroxiancepsenolido (143) Homoancepsenolido (146)

OAc

Figura 2.6.2. Metabolitos conocidos aislados del octocoral Pterogorgia sp.

En los siguientes apartados se describe la caracterizaciéon estructural de los
nuevos metabolitos aislados en este estudio. También se detallan unas reglas
empiricas basadas en espectroscopia de RMN de **C que nos han permitido determinar
la estereoquimica relativa del anillo 3’-alquil-4’-hidroxi-5"-metil-2"(5'H)-
dihidrofuranona, una vy-lactona presente en muchos productos naturales bioactivos
aislados de organismos marinos,! de plantas sobre todo de la familia Annonaceae,!*°
de hongos!?* y de bacterias.'**" La clave de este método radica en la comparacién de
los promedios de los desplazamientos quimicos de RMN de '*C y los valores § de C-4’ y
C-5' de la unidad butanolida de los compuestos aislados de Pterogorgia sp.

2.6.1. Caracterizacion de los compuestos P1 y P2,

El 55,3'R,4'S,5'S-hidroxiancepsenolido (P1) se aisld6 como un sélido blanco
amorfo épticamente activo [a]*°s -24 (¢ 0.63, CHCI5) con una masa de 380.2565 que
corresponde con la férmula molecular C,,H360s5, indicando la presencia de cinco grados
de insaturacién.

o) o)
Y,
| o)
10
$ HO
P1 143
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mismo ién molecular y el

Los datos espectroscépicos de P1 muestran similitudes con los del sistema
bislactona del hidroxiancepsenolido (143).13* Las resonancias de los fragmentos H-4—
H-7 y C-2-C-7 en sus respectivos espectros de RMN de 'Hy '*C son coincidentes en
ambos compuestos (Tabla 2.6.1.1). Los espectros de masas de P1 y 143 mostraron el

mismo patrén de fragmentacion.

Sin embargo, se

observaron diferencias en los desplazamientos quimicos de los carbonos (C-2'-C-6') y
de protén (H-3-H-6") de sus respectivas butanolidas, lo que indica que P1 y 143
podrian ser diasteroisémeros.

Tabla 2.6.1.1. Datos de RMN de 'H y '3C de P1 y de 143 [500 MHz, 5 ppm, (J) Hz, CDCls].

P1 143

#. On dc oH Oc

1 _—— _—— _——

2 --- 174.1 --- 174.1

3 --- 134.4 --- 134.3

4 |6.99 (dd, 1.6, 3.1) 148.9 | 6.99 (dd, 1.5, 3.1) 149.0

5 | 4.99 (dddd, 1.7, 6.8, 6.8, 6.8) 77.4 4.99 (dddd, 1.7, 6.8, 6.8, 6.8) 77.5

6 | 1.39 (d, 6.8) 19.1 | 1.40 (d, 6.8) 19.2

7 | 2.22 (m) 25.1 | 2.25(m) 25.1
2.22 (m) 2.25 (m)

8 | 1.51 (m) 27.3 | 1.54 (m) 27.4
1.51 (m) 1.54 (m)

17 | 1.25 (m) 27.5 | 1.42 (m) 27.6
1.25 (m) 1.42 (m)

18 | 1.79 (m) 23.3 1.79 (m) 23.3
1.65 (m) 1.67 (m)

1’ _—— _—— _—— _——

2’ --- 177.4 --- 176.7

3’ | 2.51 (dddd, 4.9, 4.9, 9.9, 9.9) 47.6 2.59 (ddd, 5.5, 5.5, 9.9) 43.7

4’ | 4.31 (dd, 3.2, 4.7) 71.2 | 4.19 (dd, 0.0, 5.5) 73.8

5 | 4.43 (dddd, 3.2, 6.5, 6.5, 6.5) 78.7 | 4.51 (dddd, 0.0, 6.8, 6.8, 6.8) 82.1

6' | 1.42 (d, 6.5) 13.7 | 1.34 (d, 6.8) 18.1
El 5S5,3'S,4’S,5'S-hidroxiancepsenolido (P2) se aisld como un sélido blanco

amorfo [a]*°, —22 (¢ 0.32, CHCIs). Los datos de RMN junto al ién molecular observado
en el EMAR m/z 380.2575 sugieren una férmula molecular C,,Hs¢0s que indica la
existencia de cinco grados de insaturacion.
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Los desplazamientos quimicos de RMN de '3C y los experimentos DEPT son
consistentes con los de un acido graso de cadena larga que posee un butenolido y una
butanolida en sus extremos. De la similitud de sus datos espectroscopicos con los de
P1y 143 (Tablas 2.6.1.1 y 2.6.1.2), y del patrén de fragmentacién de su espectro de
masas, se deduce que P2 es diastereoisomero de P1y 143.

Tabla 2.6.1.2. Datos de RMN de 'H y 3C de P1 y de P2 [500 MHz, 5 ppm, (J) Hz, CDCls].

P1 P2

#. u dc ou dc

1 _— _— _—

2 174.1 174.0

3 134.4 134.3

4 |6.99(dd, 1.6, 3.1) 148.9 | 6.99 (dd, 1.5, 3.0) 148.9

5 | 4.99 (dddd, 1.7, 6.8, 6.8, 6.8) | 77.4 | 4.99 (dddd, 1.6, 6.7, 6.7, 6.7) 77.4

6 |1.39(d, 6.8) 19.1 | 1.40 (d, 6.7) 19.2

7 |2.22(m) 25.1 | 2.26 (m) 25.2
2.22 (m) 2.26 (m)

8 | 1.51 (m) 27.3 | 1.57 (m) 27.2
1.51 (m) 1.57 (m)

17 | 1.25 (m) 27.5 | 1.57 (m) 28.4

1.57 (m)

18 | 1.79 (m) 23.3 | 1.79 (m) 27.4
1.65 (m) 1.57 (m)

1’ _— _— _— _—

2 177.4 177.5

3’ | 2.51 (dddd, 4.9, 4.9, 9.9, 9.9) | 47.6 | 2.54 (ddd, 3.6, 6.2, 8.3) 49.1

4’ | 4.31(dd, 3.2, 4.7) 71.2 | 4.21(dd, 4.3, 4.3) 74.1

5' | 4.43 (dddd, 3.2, 6.5, 6.5, 6.5) | 78.7 | 4.62 (dddd, 4.6, 6.7, 6.7, 6.7) 78.1

6’ | 1.42 (d, 6.5) 13.7 | 1.40(d, 6.7) 13.7

La porcién de butanolida de P1 y P2 contiene tres centros estereogénicos
contiguos, incorporados en el anillo 3’-alquil-4'-hidroxi-5"-metil-2'(5'H)-
dihidrofuranona. La estereoquimica relativa de P1 se establecié6 mediante
experimentos NOESY. Los NOEs observados Hs-6 "/H,-18, H-4 " /H-5", H-3 "y H-3'/H-
5’ establecen para P1 una configuracién en la que todos los sustituyentes de la
unidad butenolida estan en cis. Por otro lado, se ha comprobado que los datos
espectroscopicos de P1 son superponibles a los del producto resultante de la
metanolisis del metabolito conocido 153, también aislado en este estudio y de
configuracion relativa conocida,'® y similares a los del metabolito P1-a,'?’® un
homoélogo conocido de P1.
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153 P1 n=10
Pl-a n=12

Figura 2.6.1.1. Efectos NOE de P1.

Como se describira mas adelante, la configuracion de la porcion butanolida de
P2 se dedujo por comparaciéon de sus datos de RMN de !3C con los del modelo
sintético'®* d4 (Tabla 2.6.4.1), y se confirmd por los NOE observados entre H-3’ y Hs-
6.

2.6.2. Caracterizacion de los compuestos P3 y P4.

El compuesto P3 se aisl6 como un sdlido blanco con [0]*°, +7 (c 0.88, CHCIs).
Los datos de RMN junto con el i6n molecular observado a m/z 340.2983 (EMAR)
sugieren una férmula molecular Cy;H4003, que indica dos grados de insaturacion. Los
datos espectroscopicos de RMN de *C y los experimentos DEPT pusieron de manifiesto
la presencia de una unidad butanolida que posee una cadena lineal saturada de 16
atomos de carbono. La estructura de P3 fue corroborada por transformacién quimica.

191 R, M. Ortufio, J. Bigorra, 1. Font, Tetrahedron, 1988, 44, 5139-5144.
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Su acetilacién dio lugar a un compuesto cuyos datos espectroscopicos se ajustaban a
los publicados para el acetato conocido P3-a.!38
O

Ci6H334,,
O
RO
P3 R=H
P3-a R=Ac

Tabla 2.6.2.1. Datos de RMN de 'H y 3C de P3 y de P4 [500 MHz, 5 ppm, (J) Hz, CDCls].

P3 P4

#. 6H 6c 6H 6C

1

2 177.4 | --- 173.9

3 | 2.59 (ddd, 5.4, 5.4, 10.6) 43.7 | --- 134.3

4 | 4.17 (dd, 0.0, 5.5) 73.8 | 6.97 (s) 148.9

5 | 4.50 (dddd, 0.0, 6.8, 6.8, | 82.5 |4.95 (dddd, 1.6, 6.7, 76.8
6.8) 6.7, 6.7)

6 |1.33(d, 6.8) 18.0 | 1.36(d, 6.8) 19.2

7 | 1.79 (m) 23.3 | 2.24(dd, 7.2, 7.2) 25.2
1.69 (m) 2.24 (dd, 7.2, 7.2)

8 | 1.45(m) 27.6 | 1.51 (m) 27.5
1.45 (m) 1.51 (m)

20 | 1.29 (m) 31.9 | 1.29 (m) 31.9
1.29 (m) 1.29 (m)

21 | 1.25 (m) 22.6 | 1.25(m) 22.6
1.25 (m) 1.25 (m)

22 | 0.87 (dd, 6.6, 6.6) 14.1 | 0.86 (dd, 6.8, 6.8) 14.1

El producto P4 se aislé como un sdlido blanco amorfo [a]*°p +22 (¢ 1.1, CHCI3).
La formula molecular C,;Hsg0,, determinada por EMAR (m/z 322.2866), difiere de la
de P3 en 18 unidades de masa lo que indica, junto con sus datos espectroscopicos de
RMN, que P4 es la forma deshidratada de P3. Esto fue corroborado al comparar los
datos espectroscopicos de P4 con los publicados para el enantiomero de P4, [0] p -
11.9 (¢ 2.5, CHCl3).*?7®

(0]
CieH33

\ 0

P4
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2.6.3. Caracterizacion del compuesto P5.

P5 se aisl6 como un sélido amorfo épticamente activo. Sus datos de RMN son
parecidos a los del compuesto 153,°° la forma abierta de la butanolida de la
bislactona P1. La estructura y la configuracion relativa de P5 se confirmaron mediante
la conversién via metandlisis de P5 en P2.*%°

‘,,
>
O
(@]

P5

Tabla 2.6.3.1. Datos de RMN de H y '3C de P5 [500 MHz, & ppm,
(J) Hz, CDCls].

ou ¢
1

2 --- 175.6
3 --- 134.4
4 6.98 (dd, 1.6, 3.1) 148.9
5 5.08 (m) 76.4
6 1.40 (d, 6.8) 19.2
7 2.27 m 25.2

2.27 m
8 1.53m 28.4

1.53 m
18 1.51m 28.4

1.61m

1

2’ --- 175.6
3’ 2.72 (ddd, 3.8, 8.6, 9.8) 46.1
4’ 5.19 (dd, 3.4, 8.5) 74.2
5’ 5.10 (dddd, 3.5, 6.4, 6.4, 6.4) 69.4
6’ 1.18 (d, 6.4) 16.3
4' CO --- 170.3
4’ COCH; | 2.05 (s)* 20.9%
5'CO --- 170.3
5"COCH; | 2.10 (s)* 20.7*

*Intercambiable.
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2.6.4. Determinacion de la configuraciéon relativa de 3 -alquil-4° -
hidroxi-5"-metil-2 " (5 " H)-dihidrofuranonas.

Los compuestos P1, P2 y 143 representan tres de los cuatro posibles
diastereoisdmeros de la unidad 3 -alquil-4 "-hidroxi-5 "-metil-2'(5’H)-dihidrofuranona.
El analisis de las constantes de acoplamiento de los protones de las lactonas en el
espectro de RMN de 'H no aporta informacién concluyente con relaciéon a la
estereoquimica relativa de los sustituyentes sobre el anillo. Con el fin de obtener mas
informacion al respecto, se decidid hacer un estudio comparativo de los datos
espectroscépicos de RMN de 3C, de éstos y de otros compuestos naturales y sintéticos
descritos en la literatura, con configuracion conocida y con sustituciones equivalentes
en el anillo.

La Tabla 2.6.4.1 recoge ejemplos de los cuatro diferentes diastereémeros,
representados como a-d, donde se muestran los desplazamientos quimicos de RMN de
13C de los carbonos C-4’ y C-5' para cada una de las siguientes configuraciones
relativas: a, 3'*R,4'*R,5'*S (entradas al-a6); b, 3'*R,4*S,5'*S (entradas b1l-b4,
P1); ¢, 3'*5,4"*R,5'*S (entradas cl1-c2, P3, 143); d, 3'*5,4*S,5'*S (entradas d1-
d4, P2). Se observa que una diferencia en los valores de los desplazamientos
quimicos entorno a 1 ppm (Adc.s—c.4-~1) indica una configuracion relativa trans-vecinal
de estas posiciones cuando la cadena lateral y el grupo metilo estdn en cis (son
valores tipicos 6c.4' ~79.1 y d¢c.5» ~80.0), mientras que diferencias de alrededor de 7.7
ppm (8c.4+ ~71.2 y dcsr ~79.1) son propios de una estereoquimica todo-cis. Un
incremento de 8.6 ppm (8c.4» ~73.8 y dc.5r ~82.4) establece que el resto alquilico y el
grupo hidroxilo estan en cis y diferencias de 4 ppm (8¢c.4' ~74.1 y 8¢.5:~78.1) aseguran
una configuracion relativa cis de los grupos metilo e hidroxilo.
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Tabla 2.6.4.1. Datos de 8c-4' Y dc-s (ppm) de las unidades butanolida.

#. R 3'*¥R,4'*R,5'*S dcar dc-sr
al n-Bu*®? 79.1 79.9
a2 | iso-Bu*?*® 78.9 80.1
a3 CeHs(CH,)q3 (193:1942) 78.9 80.1
a4 CH5CH,CH(CH3)CH, (1250) 79.8 79.9
a5 CigH33 (1923 79.1 79.8
a6 | CHy=CH(CH,),CH=CH(C=C),(CH,)s*°> 78.7 80.1
#. R 6(:-4' 6(:-5'
b1 n-Bu®® 71.0 79.2
b2 CiaHog (194 196) 71.1 78.8
b3 CeHe(CH,)13 1942 71.3 78.6
b4 | Me(CH,),C=(CH,);o " 71.2 79.0
1 Fragmento de P1 71.2 78.7
#. R 6(;_4' 6c_5'
cl Me(CH,);C=C(CH,)¢ *°® 73.9 82.3
c2 | CH,0,CgHg-(CH,)g (198 73.7 82.5
3 Fragmento de P3 (CigH33) 73.8 82.5
8 Fragmento de 143 73.8 82.1
#. R 6(:-4' 6(:-5'
dl | Me(CH,);C=C(CH,)g *°® 74.1 78.1
d2 CH,05CgHg-(CH>)q 1°® 74.1 78.0
d3 CH,0,C6Hg-(CHy)11 %% 74.1 78.0
d4 CieH33 9D 73.8 78.8
2 Fragmento de P2 74.1 78.1

Por tanto, el analisis de los desplazamientos quimicos de *C de C-4'y de C-5’
asi como la diferencia relativa de los mismos, esquematizados en la Tabla 2.6.4.2,
aporta informacion inequivoca para establecer la configuracién relativa completa de
una unidad a-alquil-B-hidroxi-y-metil-y-lactona. Los valores de & para C-3’ de los
compuestos representados en los modelos a-d son: 48.6, 47.6, 43.7 y 49.2 ppm,

192 (@) M. P. Sibi, J. Lu, C. L. Talbacka, J. Org. Chem., 1996, 61, 7848-7855. (b) R. M. Ortufio, D. Alonso, J.
Cardellach, J. Font, Tetrahedron, 1987, 43, 2191-2198.

193 W, F. Tinto, P. K. Jagessar, P.Ketwaru, W. F. Reynolds, S. McLean, J. Nat. Prod., 1991, 54, 972-977.

194 (a) M. T. Pupo, P. C. Vieira, J. B. Fernandez, M. G.-F. Da Silva, Phytochemistry, 1998, 48, 307-310. (b)
S. Takahashi, N. Ogawa, N. Sakiri, T. Nakata, Tetrahedron, 2005, 61, 6540-6545.

195 3, T. Etse, P. G. Waterman, Phytochemistry, 1986, 25, 1903-1905.

1% K, Nishide, A. Aramata, T. Kamanaka, T. Inoue, M. Node, Tetrahedron, 1994, 50, 8337-8346.

197 M. H. Chaves, N. F. Roque, Phytochemistry, 1997, 44, 523-528.

1% N, P. Lopes, D. H. S. Silva, M. S. Kato, M. Yoshida, Phytochemistry, 1998, 49, 1405-1410.
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respectivamente. Estos desplazamientos quimicos, excepto en el caso del grupo ¢, son
demasiado parecidos para aplicar la regla. Se han publicado trabajos relacionados
sobre butanolidas trisustituidas basados en el analisis de los desplazamientos quimicos
de 3C del grupo metilo en C-5!*° y del a-metileno!®” del resto alquilo de la cadena. De
un estudio de lipidos que contienen butanolidas, se ha encontrado que la configuracién
de los anillos de butanolida de varias acetogeninas no se ajusta a nuestros criterios y
deberia corregirse como sigue: a3'°®* (b—a). Por otro lado, la estereoquimica
desconocida de saprathina a6'°> puede ser asignada como 3'*R,4'*R,5'*S. Ademas, la
revisién estructural’®® basada en un trabajo sintético de la configuracién de lactonas
de acetogeninas de anonaceas relacionadas, tales como itrabina y jeteina,?°’ apoyan
esta regla. Por consiguiente, estos resultados demuestran ser una herramienta Util
para establecer la configuracion relativa de a-alquil-B-hidroxi-y-metil-y-lactonas.

Tabla 2.6.4.2. Disposicion relativa de los sustituyentes sobre a-alquil-p-hidroxi-y-metil-y-lactonas.
A(dc-s' - dc-4') [CDCls3, § ppm].

Aa(c_s'_c_4') C-3'-C-4' C-4'-C-5’' C-3'-C-5’' Configuracién
relativa

1 trans trans cis 3"*R,4'*R,5'*S

trans cis trans 3'*%5,4'*S 5'*S

7.7 cis cis cis 3'*R,4'*S 5'*S

8.6 cis trans trans 3'*S,4'*R,5'*S

2.6.5. Determinacion de la configuracién absoluta de la unidad de
butenolida.

Para determinar la configuracién del anillo de butenolida hay que tener en
cuenta que el Unico carbono quiral en el anillo (C-5) podria epimerizar en presencia de
una base débil dando lugar a una mezcla de epimeros con datos espectroscopicos
indistinguibles, en cuyo caso, no se podria conocer la configuracion absoluta del
fragmento butenolida.?’? La naturaleza cerosa de las acetogeninas lineales no permite
realizar cristolografia de rayos X directa, por tanto, su configuracion absoluta no ha
sido descrita. Debido a esto, se hace necesario el uso de una metodologia que no
suponga la alteracién de la pureza enantidmerica de las dilactonas presentes de forma
natural en Pterogorgia sp. Las limitaciones intrinsecas del método de Mosher hacen
que la técnica no sea aplicable a la unidad butenolida,**® sin embargo, un método

199 C. H. Heathcock, S. D. Young, J.P. Hagen, M. C. Whitle, D. VanDerveer, J. Org. Chem., 1980, 45, 3846-
3856.

200 E_Warmendam, I. Tranoy, B. Renoux, J. P.Gesson, Tetrahedron Lett., 1997, 39, 8849-8852.

201 p, Cortes, S. H. Myint, M. Leboeuf, A. Cave, Tetrahedron Lett., 1991, 32, 6133-6134,

202 p_ puret, B. Figadere, R. Hocquemiller, A. Cave, Tetrahedron Lett., 1997, 38, 8077-8080.
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basado en RMN que utiliza el reactivo de Pirkle a baja temperatura ha permitido
determinar la configuracién absoluta de butenolidas anonaceas®’® y de diterpenos que
contienen y-butenolidos.?** Ademds, este método se puede aplicar para medir el
exceso de diastereomérico (o enantiomérico) de los mismos compuestos que
contengan la butenolida.?®® Por esta razdn, parece ser un método ideal para aplicarlo a
nuestros compuestos.

El homoancepsenolido (146) y ancepsenolido (142) son compuestos
Opticamente activos con simetria C,, lo que implica que los grupos metilo de sus
respectivas unidades butenolida deben tener la misma configuracion. Por tanto, cabe
esperar que al aplicar este método, la geometria del complejo agente quiral-sustrato
produzca un apantallamiento selectivo de los protones quirales del sustrato
dependiendo de que su configuraciéon sea R,R o S,S. De manera general, se puede
predecir’® que la sefial de H-5 de los complejos (S,S) o (R,R) aparecera desplazada a
campos mas altos en comparacidon con la sefial de H-5 para los complejos (R,S) o
(S5,R). Por lo tanto, si A(u-5r-0K-5s) es positivo la configuracion absoluta del carbono
quiral de la butenolida es (S). Como se describe en la parte experimental se utilizd
(R)- y (5)-2,2,2-trifluoro-1-(9-antril)etanol (TFAE) para formar los complejos con las
unidades de y-metil-y-lactona de 146. El analisis de AS de H-5 de los dos complejos
reactivo-sustrato R-(CSA)-146 y S-(CSA)-146, tabulados en la Tabla 2.6.5.1,
permitié establecer la estereoquimica absoluta de C-5 como S. Por ende, la
configuracion absoluta de 146, hasta el momento desconocida, se pudo establecer
como 5S,5'S. El signo de la rotacién éptica de 146 coincide con el dado para el (+)-
ancepsenolido obtenido del éster (S)-lactico.?%® Igualmente se aplicé este método para
resolver la configuracién absoluta de P1, P2 y P4 como 5S5,3'R,4'S,5'S; 55,3'S,4'S,5'S
y 55, respectivamente (Tabla 2.6.5.1).

Tabla 2.6.5.1. 4.5 (ppm) de los compuestos P1, P2, P4 y 146 con 12 equivalentes de
R-y S-TFAE a 240 K.

Compuesto Oh-5r Oh-55 A(8h-5r = BH-55)
P1 4.89331 4.85119 +0.04212
P2 5.00807 4.97181 +0.03626
P4 4.98596 4.95324 +0.03272
146 4.87483 4.80521 +0.06962

203 g Latypov, X. Franck, J.-C. Julian, R. Hocquemiller, B. Figadere, Chem.-Eur. J.,2002, 8, 5662-5666.
204 A, R. Diaz-Marrero, E. Dorta, M. Cueto, A. San-Martin, J. Darias, Tetrahedron, 2004, 60, 1073-1078.
205 B M. Trost, T. 1. Miiller, J. Am. Chem. Soc., 1994, 116, 4985-4986.
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Se han descrito los dos enantidmeros de P4.2721! | a rotacion dptica publicada
para el compuesto sintético se ajusta a la rotacién éptica de nuestro compuesto
(+26.7'°!, +22 en este trabajo). Por consiguiente, la sintesis de P4 a partir del acido
(S)-lactico confirma la validez del modelo de Pirkle. Como la transformacién de P6—
P1 y P5- P2 via metanolisis'*® ocurre sin isomerizacién de los centros estereogénicos
vecinales de la cadena residual y del butenolido, se puede establecer que la
configuracion absoluta de los productos naturales P5 y 153 es 5S,3'R,4'S,5'S y
55,3'5,4'S,5'S, respectivamente, y estd de acuerdo con sus correspondientes
rotaciones dpticas.

Como resultado de este estudio también asignamos, sin ambigliedades, la
configuracion absoluta del acido graso de cadena larga con simetria G,
homoancepsenolido (146), de las dilactonas P1 y P2, de sus correspondientes formas
abiertas 153 y P5, asi como del monobutenolido P4. Estos resultados son de gran
relevancia porque hasta el momento las configuraciones absolutas dadas para algunas
lactonas de acetogeninas de origen natural se habian establecido tomando como
referencia el ancepsenolido®®® y otras lactonas relacionadas obtenidas por métodos
sintéticos'’4?%” mediante estrategias basadas en una secuencia de reacciones de
aldolizacién, lactonizacién y deshidratacién, donde no se aseguraba la pureza
enantiomerica. Esto explica la publicacion de configuraciones absolutas y valores de
rotacidn Optica contradictorios para acetogeninas idénticas.!36:202:208

206 (3) T. Rezanka, V. M. Dembistsky, Tetrahedron, 2001, 57, 8743-8749. (b) K. Takeda, K. Sakurawi, H.
Ishi, Tetrahedron, 1972, 28, 3757-3776.

207y, T. He, H. N. Yang, Z. J. Yao, Tetrahedron, 2002, 58, 8805-8810.

208 p, Vieira, M. Yoshida, O. R. Gottlieb, H. F. P. Filho, T. J. Nagen, R. B. Filhos, Phytochemistry,1983, 22,
711-713.
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2.7. RUTA BIOGENETICA PROPUESTA PARA LOS COMPUESTOS AISLADOS
DE Pterogorgia sp.

2.7.1. Ruta biogenética propuesta para los compuestos bisbutenolidos.

Los acidos palmitico (16:0) y estearico (18:0) son los lipidos mas abundantes
en los tejidos coralinos.?®® De acuerdo con modelos previos?®®® que explican las
posibles rutas biogenéticas de oxidacién de acidos grasos, proponemos una biogénesis
para los bisbutenolidos P1-P5, 143, 146 y 153 que implica una catalisis enzimatica
en una cascada de oxidaciones que conduce a la formaciéon de un acido carboxilico a
partir de un grupo metilo (Figura 2.7.1.1). La insercién de una unidad Cs, por ejemplo
piruvil-CoA, en las posiciones activas del enolato del acido o,w-dioico podria bloquear
la subsiguiente B-oxidacidon, como ocurre generalmente en el metabolismo de los
acidos grasos, para dar lugar a las dilactonas.?*°

CyeH 9
- - - , e OH -H,0  p3
— Acido palmitico/estearico ———— 3 >
HO OH P4
- oxidacion
? / hidroxilasa \
Ac. w- OH-palmitico
Ac. w- OH-estearico
(0] (0]
B-oxidacion )
desfavorecida oxidasa o | . OH P1, P2
on . 143
‘ HO 146
Ac. OCH-palmitico 153
Ac. OCH-esteéarico
(16:0): n=10
18:0): n=12
? deshidrogenasa ( ) -H0
C16-0,w-diacido 2%Cs
C18-a,w-diacido -
(favorecido) OH HO
(16:0): n=10
(18:0): n=12

Figura 2.7.1.1. Biogénesis propuesta para los compuestos P1-P5, 143, 146 y 153.

209 4, Yamashiro, H. Oku, H. Higa, I. Chinen, K. Sakai, Comp. Biochem. Physiol., 1999, 122, 397-407.
210y, Scheller, T. Zimmer, D. Becher, F. Schauer, W. H. Schunck, J. Biol. Chem., 1998, 273, 32528-32534.
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Los o,m-didcidos son intermedios quimicos versatiles para la preparacién de
sustancias de interés industrial y comercial. Se han desarrollado determinados
procesos que emplean levaduras modificadas genéticamente para convertir acidos
grasos y n-alcanos en acidos o,0-dioicos.?!! Hasta la fecha, los acidos grasos naturales
dilactdnicos parecen ser exclusivos del género Pterogorgia (P. anceps,?’13%135 p,
guadalupensis*® y P. citrina'*®) mientras que otros taxones marinos poseen lipidos

mono-y-lactona.!38:206:212

La habilidad de las enzimas de Pterogorgia para oxidar y acumular acidos
grasos de cadena larga, se asemeja a los mecanismos que poseen ciertos
microorganismos, genéticamente modificados, donde la B-oxidacién ha sido bloqueada
por genes que codifican la acil-coenzima A oxidasa. Por este motivo seria interesante
el estudio los mecanismos por los cuales la w-oxidacién predomina sobre la -
oxidacion en este octocoral, tanto a nivel genético®'* como molecular.

211 W, Eschenfeldt, Y. Zhang, H. Samaha, L. Stols, L. D. Eirich, C. R. Wilson, M. 1. Donnelly, App. Environ.
Microbiol., 2003, 5992-5999.

212 (3) H. Kikuchi, Y. Tsukitani, H. Nakasishi, I. Shimizu, S. Saitoh, K. Iguchi, Y. Yamada, Chem. Pharm.
Bull.,1983, 31, 1172-1176. (b) A. S. R. Anjaneyulu, C. V. S. Prakash, Indian J. Chem., 1994, 33, 55-58.

213 3, 1. Stegeman, Mar. Environ. Res., 2000, 50, 1-81.
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Tabla 2.1.1.1. Datos de RMN de 'H, *3C y HMBC de los compuestos L1 y L2 y datos de RMN de 'H y 3C de L3 [500 MHz, & ppm, (J) Hz, CDCls].

Gomerona A (L1)°

Gomerona B (L2)

Gomerona C (L3)

#. o dc HMBC I 3¢ HMBC o dc
1 [1.99dd (2.8, 11. 39.0 | C-2,C-3,C-5, C-7, 8 dd (3.1,12.4) 43.9 | C-2,C-3,C-5, | 2.14dd (3.0, 12.3) | 42.0
2.25dd (1.9, 11. C-14 6d (12.4) C-6, C-7, C-14 | 2.95d (12.3)
2 |- 72.9 79.9° 79.4°
3 |- 85.6 70.8° 73.6°
4 |[0.74m 34.5 c-2, C-3 1.72 ddd (4.9, 12.8, | 40.2 | C-2,C-3,C-6 | 1.70 ddd (5.4, 39.0
1.45 ddd (1.6, 5.1, 15.9) 12.8, 12.8)
14.5) 2.46 ddd (1.8, 4.9, 2.26 m
15.9)
5 |1.04m 28.9 C-1, C-4, C-11 1.98 dddd (2.4, 2.4, | 29.9 1.97 m 29.4
1.56 ddd 4.9, 13.3) 2.32m
(5.0, 12.3, 13.6) 2.31 ddd (4.9, 13.3,
13.3)
6 |- 51.4 48.0 47.9
7 |- 168.2 155.0 154.3
8 |6.20s 125.3 C-6, C-10, C-14 6.57 s 125.0 C-6, C-14 6.57 s 125.1
9 |- 197.4 204.6 199.8
10 |1.93d (17.3) 48.7 | C-6, C-8, C-9, C-11, | 2.21 d (16.8) 48.9 C-9, C-11, |2.21d(17.4) 49.0
2.21d (17.3) c-12 2.67 d (16.8) c-13 2.67 d (17.4)
11 | --- 37.5 38.4 38.4
12 | 0.55s 24.8 C-6, C-10, C-11, | 1.14s 24.3 C-6,C-10, | 1.13s 24.3
c-13 c-11, C-13
13 | 0.74s 22.9 C-6, C-10, C-11, | 0.99s 24.0 C-6,C-10, | 0.99s 23.9
c-12 c-11, C-12
14 |3.69s 73.8 | C-1,C-2,C-8,C-6 | --- 196.3 198.2
15 | 0.96s 25.6 C-2, C-3, C-4 1.90 s 29.7 | C-2,C-3,C-4 | 1.70s 27.8
OHs; | 1.45s
OHi4 | 1.83d (2.5)

2 Intercambiable

b Datos en C¢De. Para datos de 'H y *3C en CDCl; ver parte experimental (pag. 193).
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Parte experimental

3.1. TECNICAS EXPERIMENTALES GENERALES

3.1.1. Espectroscopia Infrarroja (IR).

Los espectros de infrarrojo se realizaron en los espectrofotdmetros Perkin-
Elmer modelo 1600/FTIR, Bruker IFS-55 y Avatar 360/FT-IR. Los productos se
disolvieron en CH3Cl o CH,Cl, seco. Se aplicaron en forma de pelicula sobre una célula
de NaCl de 0.5 cm de espesor, o bien, en disolucién en una celdilla de NaCl de 0.2
mm. Los valores de v se expresan en cm™.

3.1.2. Rotacion Optica ([a]*p).

La actividad 6ptica de los productos se determind con el polarimetro Perkin-
Elmer modelo 343 Plus. Las medidas se tomaron usando la linea D de lampara de
sodio a una temperatura de 25°C. Los productos se disolvieron en cloroformo o
diclorometano anhidros. La longitud de la célula empleada para las medidas fue de 0.1
dm de longitud. La concentracién esta dada en g/100 ml de disolucién.

3.1.3. Espectrometria de Masas (EM).

Los espectros de masas de baja y alta resolucion fueron realizados en un
espectrémetro Vg-Micromass modelo Zab 2F. La temperatura de la fuente fue de
220°C y la energia de ionizacién 70 eV.

3.1.4. Resonancia Magnética Nuclear (RMN).

Los espectros de RMN se realizaron en los espectrometros Bruker Avance 400
(400 MHz para 'H y 100 MHz para *C) y Bruker AMX 500 (500 MHz para 'H y 125.7
MHz para °C).

Salvo que se indique lo contrario, se empled cloroformo deuterado como
disolvente y cloroformo como referencia interna. Los experimentos de correlacion
homo- y heteronuclear 'H-'H COSY, HSQC, HMBC y NOESY se realizaron en el
espectrémetro Bruker AMX 500, con los programas suministrados por la firma Bruker.

Los valores de desplazamiento quimico (&) se expresan en partes por millon
(ppm), en relacién al disolvente empleado como referencia interna, y las constantes
de acoplamiento (J) en Hertzios (Hz).

3.1.5. Punto de fusion.

Los puntos de fusidn se determinaron en un equipo Kofler Mettler FP 80.
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3.2. TEcNIcAS CROMATOGRAFICAS.

3.2.1. Cromatografia en Columna.

+ Cromatografia Flash. Se realizé siguiendo la metodologia descrita por W. C.
Still et al.?**

« Cromatografia hUmeda de baja presion. La gel de silice se suspende en el
eluyente y se compacta con aire a presidén. La muestra se puede aplicar
disuelta o adsorbida sobre gel de silice.

« Cromatografia himeda a media presion. La gel de silice se suspende en el
eluyente y se compacta empleando una bomba peristaltica Fluid Metering
Inc. modelo RP-SY. La muestra se puede aplicar disuelta o adsorbida sobre
gel de silice.

En la realizacién de columnas cromatograficas se emplearon, como fase
estacionaria, dos tipos de gel de silice: Silicagel 60 (0.063-0.200 mm) (Merck, art.
107734) y Silicagel 60 HF;544366 (Merck, art. 107741). Como fase movil se usé hexano
y acetato de etilo (Merck y Quimidroga). Antes de su uso los disolventes fueron
bidestilados.

3.2.2. Cromatografia de Exclusion Molecular.

Se empled como fase estacionaria Sephadex LH-20 de Pharmacia Fine
Chemicals  (ref. 17-0090-01). El sistema de elucién utilizado fue
hexano:diclorometano:metanol en proporcién 3:1:1.

3.2.3. Cromatografia Liquida de Alta Resoluciéon (CLAR).

Para la cromatografia liquida de alta resolucion se empled el cromatdgrafo
Hewlett-Packard HP serie 1050 equipado con un detector UV de longitud de onda
variable.

La columna utilizada fue Jaigel Sil-S-043-10, de 20 x 250 mm, empaquetada
con gel se silice de 10 um, y el eluyente consistié en mezclas de hexano-acetato de
etilo. El lavado de la columna se realizé con 2-propanol.

214 W, C. Still, M. Kahn, A. Mitra, J. Org. Chem., 1978, 43, 2923-2925.
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Antes de su utilizacidn, los disolventes fueron filtrados empleando membranas
Durapore de 0.45 pm HV y desgasificados.

Las fracciones se tomaron de acuerdo a la evoluciéon del cromatograma UV en
tiempo real.

3.2.4. Cromatografia en Capa Fina (ccf).

El seguimiento de las separaciones cromatograficas en columna, asi como de
las reacciones quimicas se llevé a cabo mediante cromatografia en capa fina. Se
usaron cromatofolios (20 x 20 cm) del gel de silice Silicagel 60 F,s4 con base de
aluminio (Merck, art. 105554).

Para el revelado de la ccf se empleé:

=  Oleum: pulverizacion con una disolucién H,S04:H,0:AcOH (1:4:20) vy
posterior calentamiento.

« Deteccidon por fluorescencia empleando una lampara ultravioleta Vilbert
Lourmat a una longitud de onda de 254 nm.
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3.3. EsTtuDIiO DEL ALGA ROJA LAURENCIA MAJUSCULA (HARVEY)
Lucas.

Laurencia majuscula (Harvey) Lucas es un alga roja que pertenece a la divisién
Rhodophyta, clase Floridiophyceae, orden Ceremiales, familia Rhodomelaceae vy
subfamilia Laurencieae. Las algas rojas del género Laurencia se encuentran
frecuentemente en las zonas tropicales y subtropicales del mundo. Su coloracién es
debida a un complejo pigmentario formado por clorofila, carotenos, ficoeritrina y
ficocianina. Son organismos eucariéticos marinos, de consistencia cartilaginosa y su
tamafio oscila entre 3 y 30 cm de longitud.

El alga L. majuscula (Harvey) Lucas posee talos erectos, ramificados de 5-7
cm, de color rosado a rojizo con algunas zonas verdosas en apices y partes
terminales. Se fija al sustrato por un disco basal (ramificacion irregularmente alterna,
a veces espiralada). Microscopicamente se caracteriza por poseer células corticales
cuadrangulares y proyectadas hacia la superficie.

Laurencia majuscula
(Harvey) Lucas

3.3.1. Clasificacion.

El alga fue clasificada por los doctores Julio Afonso-Carrillo y Marta Sansén del
Departamento de Botanica Marina de la Facultad de Biologia de la Universidad de La
Laguna. En el herbario del departamento se encuentra depositado un ejemplar con el
numero TFC Phyc 13091.

3.3.2. Recoleccidn y extraccion.

El alga fue recolectada mediante buceo con escafandra auténoma en Valle Gran
Rey, La Gomera, a una profundidad de 2-5 m. Después de limpiarla, el alga se secé al
aire, en la oscuridad y a temperatura ambiente. El alga seca (2 kg) se extrajo con
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acetona a 25°C, con renovacion frecuente del disolvente. Los extractos, una vez
filtrados, se combinaron y se llevaron a sequedad en un rotavapor dando lugar a un
residuo de color pardo oscuro de 89.8 g.

3.3.3. Estudio cromatografico del extracto de Laurencia majuscula
(Harvey) Lucas.

El extracto crudo de L. majuscula (Harvey) Lucas se fracciond mediante
cromatografia Flash. Para ello se empled una columna de 9.0 cm de didmetro interno
que se compactd con gel de silice (Merck, art. 107741) hasta una altura de 12.5 cm.
Una vez colocado en la columna el extracto adsorbido en gel de silice (Merck, art.
107734), este se eluydé con mezclas de polaridad creciente de hexano y acetato de
etilo. El curso de la cromatografia se siguié por analisis de ccf, empleando oleum como
revelador, y por RMN de 'H, lo que permitié agrupar las fracciones como se indica en
los esquemas siguientes:

Laurencia majuscula
(Harvey Lucas)
(2 Kg alga seca)

Extraccién en
Acetona

Extracto Crudo

89.8 g
v ~
Cromatografia Flash en
gradiente de polaridad
J
v
Fraccién A Fraccién C Fraccién E Fraccién G Fraccién I Fraccién K Fraccién M Fraccién O
Hex-5% 5% 10% 20% 20% 30% 30-50% 50%-AcOEt
1.6g 4.5¢g 4.5¢g 1.8g 1.2g 0.8g 1.2g 3.6g
y v
Fraccién B Fraccién D Fraccién F Fraccién H Fraccién J Fraccién L Fraccién N
5% 5-10 % 10-20% 20% 20% 30% 50%
9.6g 5.1g 8.7¢g 4.4g 1.0g 3.4g 2.3g

Figura 3.3.1. Esquema del estudio cromatografico del alga roja Laurencia majuscula (Harvey) Lucas.
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| | l l l l }

Fracciéon A Fraccion B Fracciéon C Fraccién D Fraccién E Fraccion F Fracciéon G
Hex-5% 5% 5% 5-10 % 10% 10-20% 20%
1.6g 9.6¢g 45g 51g 4.5¢g 8.7¢9 1.8g
L4 (2.2 mg) Elatol, 87 (1.2 g) 42 (230.1 mg) L14 (37.9 mg)
L9 (6.8 mg) 114 ( 0.6 g) Laurencenona B, 8 (81.7 mg) L16 (23.4 mg)
76 (30.9 mg) Isoobtusadieno, 111 (1.3 g) Laurencenona A, 6 (10.8 mg) Laurencenona A, 6 (52.9 mg)
107 (24.1 mg) 7-b (9.5 mg) Ma iliohydrina, 122 (8.5 mg)
Cupareno, 170 (5 mg) 115 (25.4 mg)
L11 (586.7 mg) 15 (46.6 mg) L2 (5.7 mg)
43 (108.3 mg) Heiiell, 67 (BB 13 (3.3 mg)
115 (23.1 mg) il GHEEN) L12 (1.6 mg)
A=l (6123 ) Obtusol, 81 (567.3 mg) L14 (262.6 mg)
(+)-obtusano, 70 (111.0 mg) Elatol, 87 (132.6 mg) 76 (11.0 mg)
114 (1.1 9) Laurencenona B, 8 (259.0 mg)
113 (@l ) Laurencenona A, 6 (1.45 g)
114 (28.7 mg)

115 (60.0 mg)
Obtusol, 81 (381.1 mg)

43 (2.5 mg)
Fracciéon H Fraccion I FraccionJ Fraccion K Fraccion L Fraccion M Fraccion N
20% 20% 20% 30 % 30% 30-50% 50%
4.49 1.2g 1.0g 0.8g 3.4g 1.2g 2.3g
Laurencenona A, 6 (8.6 mg) L16 (25.6 mg) L13 (11.0 mg) L15 (9.0 mg)
114 (1.7 mg) L6 (34.8 mg) 43 (6.8 mg) L8 (47.0 mg)
15(3.1 mg) / 15 (12.7 mg) L1 (8.4 mg)
76 (5.3 mg) 5(657.3 mg) Majusculona, 69 (15.3 mg)
L
L16 (458.9 mg) Lilo (g-g mg) L7 (224.4 mg)
L5 (6.6 mg) 251(51; g mg) L15 (10.5 mg)
75 (0.6 mg) (15.6 mg) 5 (127.2 mg)
Majusculona, 69 (81.3 mg)

Los productos en azul han sido aislados por primera vez en este estudio

Figura 3.3.2. Esquema ampliado de los productos naturales obtenidos de Laurencia majuscula (Harvey)
Lucas.

Estudio de la fraccion A (Hexano 100% y 5%, 1.58 g). Se realizé una
columna de exclusién molecular sephadex LH-20 (@n= 5.0 cm y hgg= 36.0 cm).
Atendiendo a los resultados de ccf y de RMN de 'H se obtuvieron las fracciones de
interés:

A;: 213.8 mg
A,: 86.3 mg

El residuo de la porcion A; (213.8 mg) se cromatografié en una columna
himeda (@n= 3.0 cm y hge= 20.0 cm) eluida con hexano, para obtener los productos:
L4 (2.2 mg), 76’7 (30.9 mg), 107°* (24.1 mq), asi como una fraccién de 36.0 mg. De
esta fraccién se purificé el producto cupareno (170)'** (5 mg), [CLAR (Jaigel Sil-S-
043-10 (20 x 250 mm), 100% hexano, 3.5 mL/min, t,.= 20 min)].

De la fraccion A, se obtuvo L9 (6.8 mg), por cromatografia liquida (@..= 3.0
cm y hge= 15.0 cm), eluida en hexano y hexano-acetato de etilo al 5%.
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Estudio de la fraccion B (5%, 9.62 g). Se fracciond por cromatografia
liquida de baja presion (@n= 6.5 cm y hge= 10.5 cm). De la informacién obtenida por
ccf y por los espectros de RMN de 'H, el conjunto de las fracciones se agruparon en:

B;: 139.2 mg
B,: 110.0 mg
Bs: 2.20 g

El residuo B; fue fraccionado en columna de sephadex (@n.= 3.5 cm y hgeg=
32.0 cm). Se obtuvo una fraccidon de interés de 27.7 mg, de la que se separd el
producto 70°* (1.0 mg, t.= 28.5 min) y el producto Ap-1 (4.2 mg, t.= 34.0 min) por
CLAR, [(Jaigel Sil-S-043-10 (20 x 250 mm), hexano-acetato de etilo al 5%, 3.5
mL/min, UV].

De B, se aislé (+)-obtusano (70),°* mientras que del residuo Bz se obtuvo 114
y 115.'92 En ambos casos se aplicaron las condiciones cromatograficas antes
indicadas.

Estudio de la fraccién C (5%, 3.55 g). Los productos elatol (87)%® (1.2 g);
114'°% (0.6 g) e isoobtusadieno (111)!°? (1.3 g), se separaron de &cidos grasos de
cadena larga, componentes mayoritarios de la mezcla, por cromatografia en sephadex
LH-20 (@ne= 5.0 cm y hge= 36.0 cm).

Estudio de la fraccion D (5-10%, 5.10 g). De esta fraccion se aislé L11
(586.7 mg), 437% (108.3 mg), 115'% (23.1 mg), elatol (87)%° (132.6 mg) y obtusol
(81)°8 (567.3 mg), por cromatografia de exclusién molecular [sephadex LH-20 (qn:=
5.0 cm y hge= 36.0 cm)].

Estudio de la fraccion E (10%, 4.48 g). Esta fraccion rindié: 4278 (230.1
mg), laurencenona B (8)* (81.7 mg), laurencenona A (6)3*? (10.8 mg), 7-b (9.5 mq),
115%°% (25.4 mg), 15* (46.6 mg), elatol (87)°® (5.5 mg) y obtusol (81)% (1.5 g).
Los productos se obtuvieron después de varios procesos cromatograficos en columna
himeda de gel de silice.

Estudio de la fraccion F (10-20%, 8.67 g). La fraccidn, adsorbida en gel de
silice, se incorpord a la parte superior de una columna cromatografica de gel de silice
(@rt= 6.0 cm y hge= 13.0 cm), que fue eluida con hexano/acetato de etilo con
polaridad creciente (hexano, 5%, 10% y 100% de acetato de etilo). El analisis de las
fracciones por ccf y RMN de 'H, permitié agruparlas como sigue:

Fi: 511.7 mg
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Fy: 2.34 g
F;: 1.94¢
Fs: 923.2 mg

De F, se aislaron: laurencenona B (8)%? (69.8 mg); 115'%2(60.0 mg) y obtusol
(81)® (116.0 mq). La separacién de estos productos se efectud por cromatografia de
exclusion molecular, (@n= 5.0 cm y hge= 36.0 cm).

De F, se obtuvo laurencenona B (8)%? (171.9 mg) y laurencenona A (6)*
(949.6 mg) y dos fracciones, F».1 (121.7 mg)y F,.2 (91.1 mg), [sephadex LH-20 (@n=
5.0 cm y hgeq= 36.0 cm)]. De F,.; se aislé 437% (2.5 mg), [columna de gel de silice
(@ne= 3.5 cm y hge= 23.0 cm), hexano/acetato de etilo 8.5:1.5]. De F,., se obtuvo
obtusol (81)% (7.0 mg), [columna de gel de silice (@x= 3.5 cm y hge= 18.0 cm),
eluida en hexano/acetato de etilo 9:1] y dos nuevas fracciones:

Fs.2-1: 39.4 mg
Fs.25: 5.5 mg

De F;.,.; se separd L2 (5.7 mg, t.= 88.5 min) y L3 (3.3 mg, t.= 92.0 min),
denominados gomerona B y C, respectivamente, [CLAR (Jaigel Sil-S-043-10 (20 x 250
mm), hexano/acetato de etilo al 8% en AcOEt, 3.5 mL/min, UV].

De la fraccidn F;.,.;, se obtuvo L12, [CLAR, Jaigel Sil-S-043-10 (20 x 250
mm), hexano/acetato de etilo 6:4, 3.5 mL/min, UV, 1.6 mg, t,= 33.0 min].

La fraccion F3 es rica en: laurencenona B (8)%? (17.3 mg); laurencenona A (6)**

(508.9 mg); 114'°? (28.7 mg); obtusol (81)°® (258.1 mg) y L14 (262.6 mg),
[columna de exclusion molecular, sephadex LH-20 (@n= 5.0 cm y hge= 36.0 cm)].

De la fraccion F4 se obtuvo 11.0 mg de 76°°° [columna de exclusién
molecular, sephadex LH-20 (@ne= 5.0 cm y hge= 36.0 cm)], seguido de CLAR [Jaigel
Sil-S-043-10 (20 x 250 mm), hexano/EtOAc al 15%, t.= 16.6 min, 3.5 mL/min, UV].

Estudio de la fracciéon G (20%, 1.82 g). El andlisis por ccf y por RMN de 'H,
de las fracciones obtenidas por cromatografia de exclusion molecular en sephadex LH-
20 (@ne= 5.0 cm y hge= 36.0 cm), permitié agruparlas en:

G;: 396.5 mg
G,: 293.0 mg
Gs: 80.1 mg
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De G; se obtuvo laurencenona A (6)*? (8.8 mg), L14 (37.9 mg) y L16 (23.4
mg), [columna de gel de silice (@n= 3.5 cm y hge= 25.0 cm), hexano/acetato de etilo
8:2].

De G, se separd laurencenona A (6)%* [columna de gel de silice (@ne= 3.5 cm y
hge= 20.0 cm), eluida con hexano/acetato de etilo 8:2]. Laurencenona A se purifico
por CLAR [Jaigel Sil-S-043-10 (20 x 250 mm), hexano-acetato de etilo 8:2, 3.5
mL/min, UV, 44.1 mg, t,= 36.8 min].

De Gs se obtuvo ma “iliohydrina (122),'?! (8.5 mg, t.= 31.6 min), utilizando el
procedimiento cromatografico aplicado a G,.

Estudio de la fraccion H (20%, 4.41 g). Por andlisis de ccf y de RMN de *H
de las fracciones obtenidas de una columna de exclusidon molecular, con relleno de
sephadex LH-20 (@n= 5.0 cm y hge= 36.0 cm), estas se agruparon en:

H;: 91.7 mg
H,: 131.5 mg

De H; se obtuvo laurencenona A (6)** (8.6 mg) y 76°®°° (5.3 mg). [Columna
de exclusiéon molecular con relleno de sephadex LH-20 (@ne= 2.5 cm y hge= 32.0 cm)].

De la fraccion H, se obtuvo 1.7 mg de 114'°2 y 3.1 mg de 15.%’ [Columna
hiumeda de gel de silice (@n= 3.5 cm y hge= 15.0 cm), hexano 85%, acetato de etilo
15%].

Estudio de la fraccion I (20%, 1.14 g). El residuo de 1.14 g se dividié en
dos porciones, una de 546.6 mg y otra de 590.7 mg. Estas porciones se
cromatografiaron en sendas columnas de sephadex LH-20 (@n= 3.2 cm y hge= 36.0
cm) y, atendiendo a los andlisis de ccf y de RMN de 'H, el conjunto de las fracciones
se agruparon en:

I,: 449.6 mg
I,: 131.6 mg
La fraccién I; es el nuevo producto L16, practicamente en estado puro.

De I, se obtuvo L16 (9.3 mg) [cromatografia de exclusidn molecular (@+= 5.0
cm y hge= 36.0 cm)], y dos fracciones. De una de ellas (43.7 mg), se aislo
gomerolactona A (L5) (6.6 mg), [CLAR, (Jaigel Sil-S-043-10 (20 x 250 mm), hexano-
acetato de etilo 8:2, 3.5 mL/min, UV, t.= 43.5 min)]. De la segunda fraccién (15.1
mg) se obtuvo 75,°%°° [Jaigel Sil-S-043-10 (20 x 250 mm), hexano-acetato de etilo al
20%, 3.5 mL/min, UV, 0.6 mg, t.= 3.4 min].
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Estudio de la fraccion J (20%, 0.98 g). De la cromatografia de esta
fraccién, [exclusidn molecular de sephadex LH-20 (@n= 5.0 cm y hge= 36.0 cm)], se
obtuvo un residuo de 701.3 mg, que rindié L16 (25.6 mg) y una fraccion de 68.7 mg,
[columna himeda de gel de silice (@gnt= 3.5 cm y hge= 22.0 cm) hexano-acetato de
etilo 7:3]. De la CLAR de esta ultima fraccion se aislé L6 (34.8 mg), [Jaigel Sil-S-043-
10 (20 x 250 mm), hexano-acetato de etilo 8:2, 3.5 mL/min, UV, t,= 39.2 min].

Estudio de la fraccion K (20-30%, 0.84 g). Del residuo K se obtuvo una
porcién de interés K, de 125.4 mg, [sephadex LH-20 de @n= 5.0 cm y hge= 36.0 cm.]
La porcién K; rindié 15* (18.2 mg), 5* (15.6 mg) y una fraccién de 27.4 mg,
[cromatografia liquida en columna (@n= 3.5 cm y hge= 15.0 cm), hexano/acetato de
etilo al 20% vy al 25% en acetato de etilo]. De dicha fraccién (27.4 mg) se aislé el
nuevo producto L10, [CLAR, (Jaigel Sil-S-043-10 (20 x 250 mm), hexano-acetato de
etilo al 25%, 3.5 mL/min, UV, 6.9 mg, t.= 40.5 min)].

Estudio de la fraccién L (30%, 3.12 g). La porcion L se fracciond
[cromatografia de exclusion molecular en sephadex LH-20 (@n= 5.0 cm y hge= 36.0
cm)] en:

L,: 243.7 mg
L,: 657.3 mg

De L; se obtuvieron 15% (12.7 mg), 43’® (6.8 mg) y el nuevo producto L13
(11.0 mg), [columna de gel de silice (@nt= 3.5 cm y hge= 18.0 cm), hexano/acetato de
etilo 7:3]; y de L, el producto 5.%°

Estudio de la fraccion M (30-50%, 1.25 g). Por cromatografia en sephadex
LH-20 (@ne= 5.0 cm y hge= 36.0 cm), M se subdividié en las siguientes fracciones:

M;: 81.3 mg

M,: 150.4 mg

Ms: 224.4 mg

La fraccién M; se compone mayoritariamente de majusculona (69),%° mientras
que la fraccién M3 contiene, en esencia, el producto gomerolactona C, L7.

De M, se aisl6 5% (127.2 mg) y L15 (10.5 mg) [columna en gel de silice (@n=
3.0 cm y hge= 20.0 cm), hexano/acetato de etilo 6.5:3.5].

Estudio de la fraccion N (50%, 2.29 g). Por cromatografia de exclusion
molecular [sephadex LH-20 de @n= 5.0 cm y hgg= 36.0 cm.], la fraccion N se
subdividio en:
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N;: 42.1 mg
N>: 231.5 mg
Ns: 47.6 mg

De N; se obtuvo 15.3 mg de majusculona (69),%° [cromatografia en columna
de gel de silice (@n= 2.5 cm y hge= 18.0 cm) hexano-acetato de etilo 6:4].

De la fraccién N; se aislaron lo nuevos productos L15 (9.0 mg) y L8 (47.0 mg),
éste Ultimo llamado gomerolactona D, [cromatografia en columna himeda (@.= 3.0
cm y hgeg= 15.0 cm), hexano-acetato de etilo 6:4].

De Ns se obtuvo gomerona A (L1) (8.4 mg), [cromatografia en columna de gel
de silice @ne= 3.0 cm y hge= 15.0 cm, hexano-acetato de etilo 6:4].

A continuacién se relacionan los productos con nuevas estructuras quimicas
caracterizadas en este estudio, con detalle de sus respectivas constantes fisicas,
espectrometria de masas y datos espectroscopicos de RMN 'H (500 MHz, CDCls) y de
RMN 13C (125.7 MHz, CDCls).

3.3.4. Datos experimentales obtenidos de los compuestos aislados de
Laurencia majuscula (Harvey) Lucas.

Gomerona A, L1

HO, Aceite incoloro.

[0]250 -73.3 (c 0.30, CHCI3).
IR (pelicula) vmsx 3433, 2965, 1658 cm™.

7
"
~
Z
z
1

3 OH

EM (IE, 70eV) m/z (%) 284/286 [M]* (17,
8), 266/268 [M-H,01" (16, 7), 256/258 [M-CO]* (21, 8), 249 [M-CI]* (19), 238/240
[M-CO,]* (14, 9), 223/225 [M-CO,-CH5]* (18, 5), 121 (100).

EMAR m/z [M]* 286.1162 (calculado para CisH»;05°’Cl, 286.1150), 284.1181
(calculado para CisH,;05*°Cl, 284.1179), [M-H,O]* 268.1049 (calculado para
CisH150,°’Cl, 268.1044), 266.1085 (calculado para C;sH;90,°°Cl, 266.1074), [M-CI]*
249.1495 (calculado para CisH,;03, 249.1491), [M-CO,]* 240.1291 (calculado para
C14H,;0%Cl, 240.1281).

RMN 'H (500 MHz, CDCl;) 5 1.01 (3H, s, H-12), 1.03 (3H, s, H-13), 1.31 (1H, m, H-
4), 1.35 (3H, s, H-15), 1.66 (1H, m, H-5), 1.89 (1H, m, H-4), 1.93 (1H, m, H-5), 2.07
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(1H, d, J = 17.4 Hz, H-10), 2.14 (1H, dd, J = 2.5, 11.4 Hz, H-1), 2.47 (1H, dd, J =
1.95, 11.2 Hz, H-1), 2.56 (1H, d, J = 17.4 Hz, H-10), 4.29 (1H, s, H-14), 6.19 (1H, s,
H-8).

RMN H (500 MHz, C¢Ds) 5 0.55 (3H, s, H-12), 0.74 (3H, s, H-13), 0.74 (1H, m, H-
4), 0.96 (3H, s, H-15), 1.04 (1H, m, H-5), 1.45 (1H, ddd, J = 1.6, 5.1, 14.5 Hz, H-4),
1.45 (OH-3), 1.56 (1H, ddd, J = 5.0, 12.3, 13.6 Hz, H-5), 1.83 (OH-14, d, J = 2.5
Hz), 1.93 (1H, d, J = 17.3 Hz, H-10), 1.99 (1H, dd, J = 2.8, 11.0 Hz, H-1), 2.21 (1H,
d, J = 17.3 Hz, H-10), 2.25 (1H, dd, J = 1.9, 11.0 Hz, H-1), 3.69 (1H, s, H-14), 6.20
(1H, s, H-8).

RMN '3C (127.5 MHz, CDCl;) & 24.1 (CH5;, C-12), 25.2 (CHs;, C-13), 25.8 (CH;, C-
15), 28.9 (CH,, C-5), 34.4 (CH,, C-4), 37.6 (C, C-11), 38.8 (CH,, C-1), 48.6 (CH,, C-
10), 51.5 (C, C-6), 73.4 (C, C-2), 73.7 (CH, C-14), 85.3 (C, C-3), 125.1 (CH, C-8),
168.9 (C, C-7), 199.0 (C, C-9).

RMN 3C (125.7 MHz, CsDs) 5 22.9 (CHs, C-13), 24.8 (CHs, C-12), 25.6 (CHs, C-15),
28.9 (CH., C-5), 34.5 (CH,, C-4), 37.5 (C, C-11), 39.0 (CH,, C-1), 48.7 (CH,, C-10),
51.4 (C, C-6), 72.9 (C, C-2), 73.8 (CH, C-14), 85.6 (C, C-3), 125.3 (CH, C-8), 168.2
(C, C-7), 197.4 (C, C-9).

Acetilacion de L1. En un balén de 2 ml de capacidad, con 1.4 mg de L1, se
afiadié 0.3 mL de CsHsN y 0.5 mL de Ac,O. La mezcla se agité a 25°C durante 24 h,
luego se hidrolizé con HCl acuoso al 5% y se extrajo con acetato de etilo. La fase
organica se lavé con agua destilada, se secd sobre Na,SO, anhidro y se evaporé el
disolvente para obtener 1.1 mg del derivado acetilado L1-a.

RMN 'H (500 MHz, CDCIl;) 3 1.00 (3H, s, H-13), 1.03 (3H, s, H-12), 1.42 (3H, s, H-
15), 2.15 (3H, s, COCHs), 3.64 (1H, s, OH), 5.66 (1H, s, H-14), 6.04 (1H, s, H-8).

RMN !3C (127.5 MHz, CDCl;) 3 14.1 (OCOCH;), 20.7 (CHs, C-13), 24.1 (CHs, C-12),
25.3 (CHs, C-15), 28.9 (CH,, C-5), 34.3 (CH,, C-4), 37.8 (C, C-11), 40.2 (CH., C-1),
48.6 (CH,, C-10), 51.5 (C, C-6), 73.3 (C, C-2), 77.2 (CH, C-14), 81.0 (C, C-3), 125.5
(CH, C-8), 167.2 (C, C-7), 169.8 (OCOCH3), 198.5 (C, C-9).

Gomerona B, L2

Aceite incoloro.

[a]*®p +49.1 (c 0.29, CHCI3).

IR (pelicula) vmax 2968, 1742, 1682 cm™.
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EM (IE, 70eV) m/z (%) 300/302/304 [M]* (3, 2, <1), 265/267 [M-CI]* (100, 32),
247/249 [M-H,0-CI]* (6, 2), 229 [M-HCI-CI]* (9).

EMAR m/z [M]* 302.0653 (calculado para CisH;5s0,°CI*’Cl, 302.0654), 300.0692
(calculado para C;sH:50,°°Cl,, 300.0684), [M-CI]* 267.0962 (calculado para
CisH150,°’Cl, 267.0966), 265.0991 (calculado para C;sH150,°°Cl, 265.0995), [M-H,0-
Cl]* 249.0853 (calculado para C;sHi60,%’Cl, 249.0860), 247.0892 (calculado para
C1sH1605%°Cl, 247.0890), [M-HCI-CI]* 229.1238 (calculado para C;sH1,0,, 229.1229).

RMN 'H (500 MHz, CDCI;) 5 0.99 (3H, s, H-13), 1.14 (3H, s, H-12), 1.72 (1H, ddd, J
= 4.9, 12.8, 15.9 Hz, H-4), 1.90 (3H, s, H-15), 1.98 (1H, dddd, J = 2.4, 2.4, 4.9, 13.3
Hz, H-5), 2.18 (1H, dd, J = 3.1, 12.4 Hz, H-1), 2.21 (1H, d, J = 16.8 Hz, H-10), 2.31
(1H, ddd, J = 4.9, 13.3, 13.3 Hz, H-5), 2.46 (1H, ddd, J = 1.8, 4.9, 15.9 Hz, H-4),
2.67 (1H, d, J = 16.8 Hz, H-10), 2.96 (1H, d, J = 12.4 Hz, H-1), 6.57 (1H, s, H-8).

RMN !3C (125.7 MHz, CDCls) 3 24.0 (CHs3, C-13), 24.3 (CHs5, C-12), 29.7 (CHs, C-
15), 29.9 (CH,, C-5), 38.4 (C, C-11), 40.2 (CH,, C-4), 43.9 (CH,, C-1), 48.0 (C, C-6),
48.9 (CH,, C-10), 70.8" (C, C-3), 79.9" (C, C-2), 125.0 (CH, C-8), 155.0 (C, C-7),
196.3 (C, C-14), 204.6 (C, C-9).

“Intercambiables.

Gomerona C, L3

Aceite incoloro.

[a]*°p +121.2 (c 0.17, CHCI5).

% IR (disolucién) vmsx 2966, 1746, 1687 cm'™.

12

EM (IE, 70eV) m/z (%)300/302/304 [M]*
(23, 14, 3), 265/267 [M-CI]* (100, 34), 229 [M-HCI-CI]* (8).

EMAR m/z [M]* 302.0659 (calculado para CisHi50,°°CI*’Cl, 302.0654), 300.0697
(calculado para C;sH:0,%°Cl,, 300.0684), [M-CI]* 267.0963 (calculado para
Ci15H1505°"Cl, 267.0966), 265.0992 (calculado para C;sH;50,°°Cl, 265.0995), [M-HCI-
CI]* 229.1234 (calculado para Cys5H170,, 229.1229).

RMN 'H (500 MHz, CDCl5) 50.99 (3H, s, H-13), 1.13 (3H, s, H-12), 1.70 (3H, ddd, J
= 5.4, 12.8, 12.8 Hz, H-4), 1.70 (3H, s, H-15), 1.97 (1H, m, H-5), 2.14 (1H, dd, J =
3.0, 12.3 Hz, H-1), 2.21 (1H, d, J = 17.4 Hz, H-10), 2.26 (1H, m, H-4), 2.32 (1H, m,
H-5), 2.67 (1H, d, J = 17.4 Hz, H-10), 2.95 (1H, d, J = 12.3 Hz, H-1), 6.57 (1H, s, H-
8).
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RMN !3C (125.7 MHz, CDCls) 5 23.9 (CH;, C-13), 24.3 (CHs, C-12), 27.8 (CHs, C-
15), 29.4 (CH,, C-5), 38.4 (C, C-11), 39.0 (CH,, C-4), 42.0 (CH,, C-1), 47.9 (C, C-6),
49.0 (CH,, C-10), 73.6" (C, C-3), 79.4" (C, C-2), 125.1 (CH, C-8), 154.3 (C, C-7),
198.2 (C, C-14), 199.8 (C, C-9).

“Intercambiables.

L4

Aceite incoloro.

[«]1%°p +209.1 (c 0.11, CHCI5).

IR (disolucién) vmsx 1673 cm™,

EM (IE, 70 eV) m/z (%) 282/284 [M]* (45,
44), 253/255 [M-C,Hs]* (59, 56), 203 [CisH»s] (100).

EMAR m/z [M]* 284.0970 (calculado para C;sH,3%'Br, 284.0963), 282.0988 (calculado
para CisH,3”°Br, 282.0983), 255.058 (calculado para Ci3H:s®'Br, 255.0571), 253.0595
(calculado para Ci3H15”°Br, 253.0592), 203.1808 (calculado para C;sH,3, 203.1800).

RMN 'H (500 MHz, CDCIl;) 5 0.80 (3H, s, H-15), 0.89 (3H, s, H-13), 0.95 (3H, s, H-
12), 1.25 (1H, m, H-4), 1.35 (1H, m, H-2), 1.35 (1H, m, H-4), 1.45 (1H, m, H-2),
1.50 (1H, m, H-5), 1.51 (1H, m, H-1), 1.57 (1H, m, H-1), 1.60 (1H, m, H-5), 1.83
(1H, d, J = 15.5 Hz, H-14), 2.10 (1H, m, H-14), 2.50 (2H, m, H-9), 4.47 (1H, dd, J =
8.3, 8.3 Hz, H-10), 5.14 (1H, s, H-8).

RMN *3C (125.7 MHz, CDCl;) 5 17.5 (CHs, C-13), 23.4 (CHs5, C-12), 25.9 (CH,, C-
1), 27.3 (CHs, C-15), 29.1 (CH,, C-5), 29.6 (C, C-3), 32.7 (CH,, C-2), 33.9 (CH,, C-
4), 35.0 (CH,, C-9), 38.8 (C, C-11), 41.2 (C, C-6), 42.3 (CH,, C-14), 63.5 (CH, C-10),
116.6 (CH, C-8), 141.9 (C, C-7).

Gomerolactona A, L5

Aceite incoloro.
[a1*°p +30.3 (c 0.33, CHCl5).
IR (pelicula) vmax 1757, 1680, 1452 cm™.

EM (IE, 70eV) m/z (%) 246 [M]* (11), 218
[M-COT* (6), 202 [M-CO,]* (6), 162 (100).
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EMAR m/z [M]" 246.1252 (calculado para CisH:305, 246.1256), [M-CO]* 218.1317
(calculado para CisHi80,, 218.1307), [M-CO,]* 202.1362 (calculado para Ci4Hig0,
202.1358).

RMN 'H (500 MHz, CDCl;) 5 1.07 (3H, s, H-13), 1.14 (3H, s, H-12), 1.70 (1H, m, H-
5), 1.82 (3H, s, H-15), 2.10 (1H, m, H-5), 2.13 (1H, d, J = 6.3 Hz, H-4), 2.18 (1H, d,
J = 17.7 Hz, H-10), 2.33 (1H, m, H-4), 2.75 (1H, d, J = 17.7 Hz, H-10), 4.87 (1H, d, J
= 5.1 Hz, H-1), 5.82 (1H, dd, J = 1.5, 5.4 Hz, H-2), 6.56 (1H, s, H-8).

RMN '3C (125.7 MHz, CDCl;) & 23.5 (CHs5, C-15), 24.7 (CH,, C-5), 25.6 (CH5, C-12),
25.6 (CHs;, C-13), 28.8 (CH,, C-4), 39.5 (C, C-11), 45.9 (C, C-6), 49.2 (CH,, C-10),
75.8 (CH, C-1), 116.9 (CH, C-2), 126.3 (CH, C-8), 144.0 (C, C-3), 155.0 (C, C-7),
168.1 (C, C-14), 198.1 (C, C-9).

Preparacion de los complejos 2,2,2-trifluoro-1-(9-antril)etanol de L5.
Para la realizacion de este experimento,’*’ se prepararon dos tubos de RMN de 5 mm
con 1.0 mg (4.06 umol) de L5 disuelto en 0.5 mL de CDCls, a los que se le agregaron
6 equivalentes de (R)- o (S)-2,2,2-trifluoro-1-(9-antril)etanol. Los espectros de RMN
de 'H (500 MHz) fueron realizados a 20°C, -20°C y -33°C.

Gomerolactona B, L6

Aceite incoloro.

[a]*®p +11.5 (c 1.74, CHCI5).

IR (disolucién) vmsx 1717, 1681, 1471 cm™.

EM (IE, 70eV) m/z (%) 246 [M]* (62), 218
[M-CO]* (8), 202 [M-CO,]* (4), 192 [CisH1,]* (57), 163 (100).

EMAR m/z [M]" 246.1268 (calculado para CisH;303, 246.1256), [M-CO]* 218.1299
(calculado para Ci4H150,, 218.1307), 192.0936 (calculado para CisH;,, 192.0939).

RMN 'H (500 MHz, CDCl;) 3 1.04 (3H, s, H-13), 1.08 (3H, s, H-12), 1.84 (3H, s, H-
15), 1.88 (1H, ddd, J = 0.9, 2.7, 13.5 Hz, H-1), 2.17 (1H, dddd, J = 1.8, 1.8, 5.4,
17.4 Hz, H-5), 2.24 (1H, dd, J = 1.2, 18.3 Hz, H-10), 2.28 (1H, ddd, J = 1.8, 3.3,
13.5 Hz, H-1), 2.68 (1H, d, J = 18.3 Hz, H-10), 2.74 (1H, ddd, J = 2.7, 2.7, 17.4 Hz ,
H-5), 4.66 (1H, dd, J = 3.0, 3.0 Hz, H-2), 5.59 (1H, ddd, J = 1.8, 1.8, 5.4 Hz, H-4),
6.98 (1H, s, H-8).

RMN !3C (125.7 MHz, CDCl;) 5 20.6 (CHs;, C-15), 23.7 (CHs, C-13), 24.1 (CHs, C-
12), 27.7 (CH,, C-1), 35.9 (CH,, C-5), 39.1 (C, C-11), 40.4 (C, C-6), 48.9 (CH,, C-
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10), 74.7 (CH, C-2), 124.2 (CH, C-4), 133.9 (CH, C-8), 134.2 (C, C-3), 150.2 (C, C-
7), 164.9 (C, C-14), 198.2 (C, C-9).

Preparacion de los complejos 2,2,2-trifluoro-1-(9-antril)etanol de L6. El
compuesto L6 (1.0 mg) y CDCI5 (0.5 mL) se colocaron en un tubo de RMN de 5 mm
con (R)-2,2,2-trifluoro-1-(9-antril)etanol (6 equivalentes). Se siguié el mismo
procedimiento experimental para la produccion de los complejos correspondientes con
(5)-2,2,2-trifluoro-1-(9-antril)etanol. Los espectros de RMN de 'H se llevaron a cabo a
20°C, -20°C y -330C.

Gomerolactona C, L7

Cristalino. Punto de fusion: 92.5°C.

[a]*®p -13.9 (c 3.60, CHCIl3).
IR (pelicula) vmax 1701, 1676, 1425 cm™.

EM (IE, 70eV) m/z (%) 282/284 [M]* (20,
8), 247 [M-CI]* (8), 238/240 [M-CO,]* (24, 11), 203 [M-CO,-Cl]* (55), 183 (100).

EMAR m/z [M]* 284.0986 (calculado para CisH1505*’Cl, 284.0993), 282.1030
(calculado para Ci5H1505°°Cl, 282.1023).

RMN 'H (500 MHz, CDCIs) 5 0.96 (3H, s, H-13), 1.02 (3H, s, H-12), 1.54 (3H, s, H-
15), 1.85 (1H, m, H-4), 1.85 (2H, m, H-5), 2.19 (1H, m, H-4), 2.19 (1H, m, H-10),
2.56 (2H, m, H-1), 2.56 (1H, m, H-10), 4.16 (1H, s, H-2), 6.80 (1H, s, H-8).

RMN 3C (125.7 MHz, CDCls) 5 23.0 (CHs, C-13), 23.7 (CHs, C-12), 25.6 (CH,, C-5),
27.1 (CHs;, C-15), 34.0 (CH,, C-4), 36.4 (CH,, C-1), 39.2 (C, C-11), 42.5 (C, C-6),
48.7 (CH,, C-10), 61.1 (CH, C-2), 81.2 (C, C-3), 133.5 (CH, C-8), 153.6 (C, C-7),
167.1 (C, C-14), 197.7 (C, C-9).

Datos de Rayos X. Los datos de difraccion de rayos X de un cristal Unico de
L7 se adquirieron a temperatura ambiente con un difractdbmetro CCD Kappa Nonius
por medio de una radiacién Mo-K, monocromatica de grafito (A= 0.71073 A). Los
parametros de reticula y la orientacién de la matriz se determinaron por calculos de
minimos cuadrados de las reflexiones obtenidas por una exploracién 6-y (método
Dirac/Isq). La recoleccion de datos y la reduccion de datos de L7 fueron clasificados,
integrados y puestos a escala por medio del programa EVALCCD. Todas las reflexiones
independientes medidas se usaron en el analisis. La estructura de L7 se resolvié por
métodos directos usando el programa computacional SHELXS97. La configuracién
absoluta fue representada con SHELXS97. El factor Flack fue refinado sin restricciones
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para permitir la completa convergencia de los datos, logrando un aumento en el
refinamiento final de los valores de 0.00(8) para L7, valores que permitieron mostrar
la forma del enantiomero como se ha representado en la figura anterior. Todos los
atomos no hidrégenos fueron refinados anisétropicamente por la técnica de minimos-
cuadrados matriz-llena en F? con el programa SHELXS97. Los atomos de hidrégeno en
L7 se situaron en las posiciones calculadas por el modelo. Los calculos geométricos
finales y las manipulaciones graficas se llevaron a cabo con los programas PARST97 y
PLATON. CCDC-692916 para L7 contiene los datos cristalograficos complementarios.
Estos datos se pueden obtener via www.ccdc.cam.ac.uk/data_request/cif del Centro
de Datos Cristalograficos de Cambridge.

Gomerolactona D, L8

Cristalino. Punto de fusion: 168.8°C

[a]?*®p +0.76 (c 2.65, CHCI5).

IR (pelicula) vmax 2961, 1710 cm™,

EM (IE, 70eV) m/z (%) 284/286 [M]" (9,
3), 269/271 [M-CH5]" (5, 1), 266/268 [M-H,0]" (4, 1), 249 [M-CI]* (12), 231 [M-H,0-
Cl]* (10), 213 [M-H,0-H,0-CI]* (10), 205 [M-CO,-CI]* (36), 121 (100).

EMAR m/z [M]* 286.1137 (calculado para CisH,;05°’Cl, 286.1150), 284.1180
(calculado para CysH,;03%°Cl, 284.1179), [M-CHs]* 269.0948 (calculado para
C14H1505°°Cl, 269.0944), [M-CI]* 249.1500 (calculado para CisH,;05, 249.1491), [M-
H,O-CI1* 231.1393 (calculado para CisHi90,, 231.1385), [M-CO,-CI]* 205.1592
(calculado para Ci4H>;0, 205.1592).

RMN 'H (500 MHz, CDCls) 5 0.84 (3H, s, H-13), 0.93 (3H, s, H-12), 1.41 (3H, s, H-
15), 1.67 (1H, ddd, J = 2.0, 9.0, 14.5 Hz, H-1), 1.77 (1H, m, H-5), 1.98 (1H, m, H-5),
1.98 (1H, dd, J = 2.4, 15.4 Hz, H-10), 2.10 (2H, m, H-4), 2.41 (1H, m, H-10), 2.44
(1H, m, H-8), 2.61 (1H, dd, J = 9.0, 14.5 Hz, H-1), 2.83 (1H, ddd, J = 2.1, 4.0, 15.1
Hz, H-8), 3.15 (1H, ddd, J = 1.1, 4.0, 14.3 Hz, H-7), 4.11 (1H, dd, J = 9.0, 9.0 Hz, H-
2).

RMN '3C (125.7 MHz, CDCl3) & 20.7 (CH,, C-5), 22.9 (CHs, C-13), 24.7 (CHs, C-12),
27.2 (CHs, C-15), 34.1 (CH,, C-4), 38.5 (CH,, C-1), 39.3 (C, C-11), 39.8 (C, C-6),
41.5 (CH,, C-8), 50.1 (CH, C-7), 51.7 (CH,, C-10), 61.6 (CH, C-2), 79.8 (C, C-3),
172.3 (C, C-14), 206.1 (C, C-9).

Datos de Rayos X. Los datos de difraccion de rayos X de un cristal Unico de
L8 se adquirieron a temperatura ambiente con un difractdémetro CCD Kappa Nonius
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por medio de una radiacion Mo-K, monocromatica de grafito (A= 0.71073 A). Los
parametros de reticula y la orientacién de la matriz se determinaron por calculos de
minimos cuadrados de las reflecciones obtenidas por una exploracién 6-y (método
Dirac/Isq). La recoleccion de datos y la reduccién de datos de L8 fueron clasificados,
integrados y puestos a escala por medio del programa EVALCCD. Todas las reflexiones
independientes medidas se usaron en el analisis. La estructura de L8 se resolvié por
métodos directos usando el programa computacional SHELXS97. La configuracion
absoluta fue representada con SHELXS97. El factor Flack fue refinado sin restricciones
para permitir la completa convergencia de los datos, logrando un aumento en el
refinamiento final de los valores de -0.06(8) para L8, valores que permitieron mostrar
la forma del enantiomero como se ha representado en la figura anterior. Todos los
atomos no hidrégenos se refinaron anisétropicamente por la técnica de minimos-
cuadrados matriz-llena en F? con el programa SHELXS97. Los dtomos de hidrégeno en
L8 se situaron en las posiciones calculadas por el modelo. Los calculos geométricos
finales y las manipulaciones graficas se llevaron a cabo con los programas PARST97 y
PLATON. CCDC-692917 para L8 contiene los datos cristalograficos complementarios.
Estos datos se pueden obtener via www.ccdc.cam.ac.uk/data_request/cif del Centro
de Datos Cristalograficos de Cambridge.

L9

Aceite incoloro.

14

[a]*®p -20.6 (c 0.34, CHCIs).

Br

>
~

IR (disolucidn) vmsx 1680, 1454 cm™.

rd

13

EM (IE, 70eV) m/z (%) 282/284 [M]* (12,
7), 202 [M-HBr]* (93), 69 [CsHo] (100).

EMAR m/z [M]® 284.0602 (calculado para Ci4H:90%Br, 284.0599), 282.0616
(calculado para Ci4H1907°Br, 282.0619), 202.1355 (calculado para Cy4Hi50,
202.1358).

RMN *H (500 MHz, CDCl;) 5 1.10 (3H, s, H-13), 1.19 (3H, s, H-12), 2.09 (1H, m, H-
5), 2.12 (1H, m, H-9), 2.20 (1H, m, H-4), 2.28 (1H, m, H-5), 2.31 (1H, m, H-4), 2.35
(1H, m, H-8), 2.35 (1H, m, H-9), 2.45 (1H, m, H-8), 4.53 (1H, dd, J = 4.8, 12.7 Hz,
H-10), 4.69 (1H, s, H-14), 5.04 (1H, s, H-14), 6.10 (1H, d, J = 10.6 Hz, H-2), 6.90
(1H, dd, J = 2.1, 10.6 Hz, H-1).

RMN '3C (125.7 MHz, CDCl;) 5 18.1 (CH;, C-12), 26.1 (CH3, C-13), 26.2 (CH,, C-5),
32.9 (CH,, C-8), 34.0 (CH,, C-4), 34.0 (CH,, C-9), 42.3 (C, C-11), 52.0 (C, C-6), 62.1
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(CH, C-10), 115.3 (CH,, C-14), 130.9 (CH, C-2), 144.8 (C, C-7), 153.2 (C, C-1),
199.0 (C, C-3).

L10

Aceite incoloro.

[a]*®b +17.4 (c 0.35, CHCI5).

IR (pelicula) vmsx 3464, 1663, 1442 cm™.

EM (IE, 70eV) m/z (%) 313/315 [M+1]* (<1, <1), 312/314 [M]* (<1, <1), 295/297
[M+1-H,0]* (<1, <1), 294/296 [M-H,0]* (<1, <1), 215/217 [M-H,0-Br]* (2, 1), 256
(98), 159 (100).

EMAR m/z [M+1]* 315.0768 (calculado para C;sH,,0,%'Br, 315.0783), [M]* 314.0704
(calculado para CisH»;0.%'Br, 315.0783), 313.0816 (calculado para C;sH.,0,”°Br,
313.0803), 294.0622 (calculado para Ci5H1907°Br, 294.0619).

RMN *H (500 MHz, CDCl;) 3 1.03 (3H, s, H-13), 1.04 (3H, s, H-12), 1.46 (3H, s, H-
15), 1.90 (3H, s, H-14), 2.10 (1H, d, J = 17.1 Hz, H-10q), 2.38 (1H, d, J = 13.5 Hz,
H-58), 2.45 (1H, dd, J = 4.5, 14.7 Hz, H-5a), 2.63 (1H, d, J = 17.1 Hz, H-10B), 4.45
(1H, dd, J = 4.5, 13.2 Hz, H-4), 5.69 (1H, d, J = 10.5 Hz, H-1), 5.88 (1H, s, H-8),
6.04 (1H, d, J = 10.2 Hz, H-2).

RMN !3C (125.7 MHz, CDCl;) 5 21.7 (CH;, C-14), 25.1 (CH;, C-13), 26.8 (CHs, C-
12), 29.5 (CH;, C-15), 34.5 (CH,, C-5), 40.1 (C, C-11), 48.5 (CH,, C-10), 51.3 (C, C-
6), 61.4 (CH, C-4), 66.9 (C, C-3), 126.3 (CH, C-8), 130.8 (CH, C-1), 133.7 (CH, C-2),
164.2 (C, C-7), 197.6 (C, C-9).

L11

Aceite incoloro.

[a]*°p +2.0 (c 1.49, CHCI3).

IR (pelicula) vmsx 1668, 1425 cm™,

EM (IE, 70eV) m/z (%) 216 [M]* (29), 201 [M-CHs]* (24), 173 [M-CH3-C,H.]* (25),
145 [Cy0Ho0]* (100).
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EMAR m/z [M]* 216.1505 (calculado para C;sH,00, 216.1514), 201.1275 (calculado
para Ci4H1;0, 201.1279), 173.0974 (calculado para C;;H;30, 173.0966), 145.0655
(calculado para CioH0O, 145.0653).

RMN H (500 MHz, CDCl;) 3 0.93 (3H, s, H-13), 0.94 (3H, s, H-12), 1.69 (3H, s, H-
15), 1.94 (1H, s, H-14), 2.20 (2H, m, H-10), 2.28 (1H, m, H-5), 2.54 (1H, m, H-5),
5.36 (1H, s, H-4), 5.46 (1H, d, J = 9.8 Hz, H-1), 5.72 (1H, s, H-8), 5.89 (1H, d, J =
9.8 Hz, H-2).

RMN '3C (125.7 MHz, CDCl;) & 20.4 (CHs, C-15), 21.7 (CH5, C-14), 24.2 (CHs, C-
13), 24.2 (CH;, C-12), 27.7 (CH,, C-5), 39.9 (C, C-11), 45.5 (C, C-6), 46.8 (CH,, C-
10), 119.2 (CH, C-4), 124.4 (CH, C-8), 124.9 (CH, C-1), 128.1 (C, C-3), 128.4 (C, C-
2), 165.2 (C, C-7), 197.5 (C, C-9).

L12

Aceite incoloro.

[a]*®p +100 (c 0.08, CHCIs).

IR (disol.) vmsx 1671, 1639, 1467, 1442 cm’!

EM (IE, 70eV) m/z (%) 266/268 [M]* (13,
4), 210/212 [M-C,0,]* (78, 25), 175 [Ci3H1o] (34), 147 (100).

EMAR m/z [M]* 268.1031 (calculado para CisH:90,°’Cl, 268.1044), 266.1076
(calculado para CisH1905°°Cl, 266.1074).

RMN H (500 MHz, CDCI;) 5 1.05 (3H, s, H-13), 1.08 (3H, s, H-12), 1.90 (3H, s, H-
14), 1.95 (3H, s, H-15), 2.33 (2H, s, H-10), 2.69 (1H, d, J = 15.9 Hz, H-1a), 2.72
(1H, ddd, J = 1.5, 1.5, 19.0 Hz, H-5B), 2.78 (1H, d, J = 15.9 Hz, H-1p), 3.14 (1H, d, J
= 19.0 Hz, H-5q), 5.86 (1H, d, J = 1.3 Hz, H-8).

RMN '3C (125.7 MHz, CDCl;) 5 12.2 (CHs;, C-15), 23.4 (CH;, C-14), 24.9 (CHs, C-
12), 24.9 (CHs, C-13), 39.4 (CH,, C-5), 40.5 (C, C-11), 42.1 (CH,, C-1), 47.1 (C, C-
6), 48.5 (CH,, C-10), 128.0 (CH, C-8), 133.6 (C, C-3), 150.9 (C, C-4), 164.0 (C, C-7),
195.2 (C, C-2), 196.9 (C, C-9).
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Aceite incoloro.

[a]*®p +23.6 (c 0.55, CHCl3).
IR (disol.) vmax 1713, 1666, 1470, 1445 cm™

EM (IE, 70eV) m/z (%) 232 [M]* (25), 176

[Ci3H20]" (58), 82 (100).
EMAR m/z [M]* 232.1461 (calculado para Ci5H,00,, 232.1463).

RMN 'H (500 MHz, CDCIl;) 5 1.03 (3H, s, H-13), 1.04 (3H, s, H-12), 1.80 (3H, s, H-
15), 1.89 (3H, s, H-14), 2.30 (2H, m, H-10), 2.40 (1H, dddd, J = 1.8, 1.8, 5.3, 19.9
Hz, H-5a), 2.60 (1H, d, J = 16.4 Hz, H-1p), 2.73 (1H, d, J = 16.4 Hz, H-1a), 2.80 (1H,
d, 7 = 19.9 Hz, H-5B), 5.82 (1H, s, H-8), 6.68 (1H, s, H-4).

RMN 3C (125.7 MHz, CDCl;) & 15.5 (CH;, C-14), 24.2 (CH;, C-15), 25.6 (CHs, C-
12), 25.6 (CHs, C-13), 33.5 (CH,, C-5), 40.5 (C, C-11), 42.4 (CH,, C-1), 48.2 (C, C-
6), 48.5 (CH,, C-10), 127.3 (CH, C-8), 135.5 (C, C-3), 142.8 (CH, C-4), 166.3 (C, C-
7), 197.5 (C, C-2), 198.4 (C, C-9).

L14

Aceite incoloro.

[a]?*®p +26.4 (c 1.90, CHCI3).

IR (pelicula) vmax 1663, 1430 cm™.

EM (IE, 70eV) m/z (%) 296/298 [M]* (19, 18), 278/280 [M-H.O]* (68, 16), 217 [M-
Br]* (64), 199 [M-H,0-Br]* (6), 161 (100).

EMAR m/z [M]* 296.0785 (calculado para CisH»;0’°Br, 296.0776), 278.0673
(calculado para CysHyie”°Br, 278.0670), 217.1599 (calculado para CisH»;0, 217.1592),
199.1487 (calculado para CisHig, 199.1487).

RMN 'H (500 MHz, CDCl;) 5 0.94 (3H, s, H-13), 1.01 (3H, s, H-12), 1.85 (1H, m, H-
5), 1.90 (1H, m, H-5), 1.94 (3H, d, J = 1.1 Hz, H-14), 2.08 (1H, m, H-10), 2.09 (1H,
dd, J = 4.3, 19.7 Hz, H-1), 2.09 (1H, m, H-4), 2.18 (1H, m, H-4), 2.25 (1H, m, H-1),
2.60 (1H, d, J = 17.3 Hz, H-10), 3.96 (2H, m, H-15), 5.86 (1H, s, H-8), 5.98 (1H, s,
H-2).

203



Tesis doctoral, M@ Inmaculada Brito Garcia.

RMN 3C (125.7 MHz, CDCls) 5 23.9 (CHs, C-14), 24.1 (CHs, C-13), 24.4 (CH,, C-4),
24.7 (CHs, C-12), 28.3 (CH,, C-1), 30.3 (CH., C-5), 38.4 (CH,, C-15), 40.3 (C, C-11),
43.5 (C, C-6), 48.8 (CH,, C-10), 127.2 (CH, C-8), 128.3 (CH, C-2), 134.5 (C, C-3),
169.2 (C, C-7), 198.3 (C, C-9).

L15

Aceite incoloro.

[a]*®p +17.8 (c 0.45, CHCI3).

IR (pelicula) vmax 3410, 1649 cm™.

EM (IE, 70eV) m/z (%) 234 [M]* (11),
216 [M-H,0]* (5), 151 [C11H1e] (100), 147 [C1iH1s] (88).

EMAR m/z [M]* 234.1615 (calculado para CisH,,0,, 234.1620), 216.1523 (calculado
para C15H200, 2161514)

RMN 'H (500 MHz, CDCl;) 5 0.94 (3H, s, H-13), 1.01 (3H, s, H-12), 1.86 (1H, m, H-
5), 1.93 (1H, m, H-5), 1.95 (1H, m, H-4), 1.95 (3H, d, J = 1.5 Hz, H-14), 2.08 (1H,
m, H-10), 2.14 (1H, m, H-1), 2.18 (1H, m, H-4), 2.29 (1H, m, H-1), 2.61 (1H, m, H-
10), 4.03 (1H, m, H-15), 5.80 (1H, s, H-2), 5.85 (1H, s, H-8).

RMN '3C (125.7 MHz, CDCI;) 5 23.9 (CH,, C-4), 24.3 (CHs5, C-13), 24.3 (CH;, C-14),
24.8 (CHj;, C-12), 27.8 (CH,, C-1), 30.4 (CH,, C-5), 40.5 (C, C-11), 43.9 (C, C-6),
49.0 (CH,, C-10), 66.8 (CH,, C-15), 123.3 (CH, C-2), 127.1 (CH, C-8), 137.6 (C, C-3),
169.7 (C, C-7), 198.5 (C, C-9).

L16

o Aceite incoloro.

[a]1*°p -100.9 (¢ 1.07, CHCI3).
-

Br IR (pelicula) vmsx 1669, 1445 cm™.

Cl

EM (IE, 70eV) m/z (%) 332/334/336 [M]*
(35, 48, 11), 280/282 [M-H,0-HCI]* (16, 3), 235/237 [M-H.O-Br]* (1, <1), 234/236
[M-H,0-HBr]* (18, 1), 199 [CisH10]* (32), 197 (100).

EMAR m/z [M]* 336.0498 (calculado para CisH,,0*’CI®'Br, 336.0493), 334.0527
(calculado para Ci5H»,0°°CI®!Br, 334.0522), 332.0537 (calculado para C;sH.,0%CI”°Br,
332.0543), 280.0659 (calculado para C;sH1%'Br, 280.0650), 235.1255 (calculado para
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CisH20*°Cl, 235.1254), 234.1175 (calculado para CisHio>°Cl, 234.1175), 199.1490
(calculado para CisHig, 199.1487).

RMN 'H (500 MHz, CDCl;) 5 1.12 (3H, s, H-13), 1.13 (3H, s, H-12), 1.84 (1H, m, H-
5), 1.92 (1.72)* (3H, s, H-15), 2.00 (1H, m, H-5), 2.07 (2.11)* (3H, s, H-14), 2.16
(1H, m, H-4), 2.23 (1H, m, H-1), 2.24 (1H, m, H-4), 2.31 (1H, m, H-1), 2.34 (2H, m,
H-10), 3.89 (1H, dd, J = 4.6, 12.2 Hz, H-2), 4.23* (1H, dd, J = 4.6, 12.4 Hz, H-2),
5.84 (1H, s, H-8).

RMN '3C (125.7 MHz, CDCl;5) 3 22.5 (CHs;, C-14), 25.3 (24.1)* (CH,, C-5), 27.7
(CHs, C-13), 27.9 (CH;, C-12), 32.9 (31.3)* (CHs;, C-15), 36.9 (35.6)* (CH,, C-1),
40.4 (C, C-11), 40.8 (39.7)* (CH,, C-4), 47.9 (C, C-6), 50.0 (CH,, C-10), 66.0
(65.5)* (CH,, C-2), 71.9 (C, C-3), 127.3 (CH, C-8), 166.9 (C, C-7), 197.8 (C, C-9).

El producto Ap-1 se describe en la seccién 3.4.4. de esta Tesis.
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3.4. EstuDIO DEL MoLusco Aplysia dactylomela.

El molusco Aplysia dactylomela pertenece a la clase de los Gastrépodos,
subclase Opistobranchia, orden Anaspidea, familia Aplysiidae, género Aplysia.

Los gastropodos comprenden alrededor de 1.650 géneros repartidos en tres
subclases: prosobranchia, pulmonata y opistobranchia. La clase opistobranchia son
esencialmente marinos, y se caracterizan por tener la cavidad paleal y la mayor parte
de las visceras en el lado derecho del cuerpo. En el orden Anaspidea, que incluye al
género Aplysia, se encuentran los mayores opistobranquios conocidos, alcanzando
hasta 40 cm de longitud.

Aplysia dactylomela

Los moluscos del género Aplysia, también llamados “liebres de mar”, se
encuentran en areas tropicales y subtropicales de todo el mundo. Pueden alcanzar un
tamafio de hasta 16 cm y un peso de 300 g. Son frecuentes en las zonas
intermareales y en aguas poco profundas, donde existe una gran densidad de algas de
las que se alimentan. Presentan cavidad paleal, branquia y el borde posterior del
manto esta enrollado para formar un sifén exhalante. No poseen defensa externa, sdlo
tienen una pequefia concha oculta en el manto por lo que, su cuerpo blando, queda
expuesto a posibles depredadores. Por ello, han desarrollado otros mecanismos de
defensa, como la secrecién de un fluido de color plUrpura que lanzan cuando se les
toca o molesta. Si sufre ataques severos, la aplysia excreta un fluido blanco lechoso
desde la glandula opalina, situada en la parte anterior de la cavidad paleal, llegando a
provocar paralisis muscular e incluso la muerte de diversos organismos. Sin embargo,
la glandula digestiva es la parte mas téxica de las aplysias y, por lo tanto, la de mayor
interés para su estudio desde la perspectiva de los productos naturales.
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3.4.1. Recoleccidn, diseccion y extraccion.

Las aplysias se recolectaron en la costa suroeste de la isla de La Palma y en
Valle Gran Rey, isla de La Gomera, entre 1.5 y 3 m de profundidad. Cada molusco se
disecciond segun el procedimiento que se describe a continuacién:

El espécimen se fija con alfileres para tensar la piel y con un bisturi se realiza
un corte longitudinal de la piel que comienza con una incision detras del tentaculo
posterior derecho y continda hasta el ano. Una vez abierta la aplysia, se separa el
aparato digestivo del resto del cuerpo, mediante cortes a la altura de la boca, del ano,
y otros tejidos circundantes. De esta manera se obtiene el aparato digestivo y el
manto de forma independiente. En la fotografia se observa un aparato digestivo en el
que se distingen los siguientes 6rganos: boca, buche, estémago y glandula digestiva.

Estomago

Bulbe Bucal e

Glandula
Digestiva

Buche

Aparato digestivo de Aplysia dactylomela

Se prepararon, de forma independiente y a temperatura ambiente, extractos
aceténicos del aparato digestivo y del manto de 28 aplysias de La Palma. El disolvente
se renovo periédicamente hasta agotar la extraccién. Los extractos combinados de
cada una de las partes se filtraron y concentraron en un rotavapor. Se obtuvieron dos
residuos de color verde oscuro: 31.0 g procedente del aparato digestivo y 19.8 g del
manto.

Por el mismo procedimiento se obtuvo un extracto de 121.0 g del aparato
digestivo, y un extracto del manto de 495.3 g, de 41 aplysias recolectadas en La
Gomera.

3.4.2. Estudio cromatografico del extracto del manto de Aplysia
dactylomela (La Palma).

El extracto del manto (19.8 g), por particion en CH,Cl,:H,0 y EtOAc:H,0, se
fracciond en:

Ap-M-D, 2.4 g, fraccion de diclorometano.
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Ap-M-Ac, 137.0 mg, fraccién de acetato de etilo.

El residuo de diclorometano Ap-M-D, 2.4 g, se fracciond por cromatografia de
exclusion molecular [Sephadex LH-20, columna de 5.0 cm de didmetro interno y 60.0
cm de alto] y el seguimiento de la separacién se realizé por ccf y por RMN de H. Las
fracciones de interés estan representadas en el siguiente esquema:

Aplysia dactylomela
(La Palma)
Extracto del Manto
(19.8 g)

Particion en
Diclorometano

Ap-M-D
249

Cromatografia de Exclusiéon
Molecular

k.

Fraccién A Fraccién B Fraccién C Fraccién D Fraccién E Fraccion F
674.0 mg 193.0 mg 153.2mg 67.0 mg 46.7 mg 35.6 mg

l

Furocaespitano, 178 (1.4 mg)
Descloroelatol, 108 (1.1 mg)

Elatol, 87 (32.2 mg) EA(=1Ima)
114 (1.0 mg)

Furocaespitanolactol, A6 (1.3 mg)J

Desclorobromocaespitol, A3 (30.0 mg)
Caespitol, 173 (3.1 mg)

Elatol, 87 (4.7 mg)
Desclorobromocaespitenona, A4 (1.5 mg) 114 (9.8 mg)

8-acetilcaespitol, 174 (3.3 mg) 115 (5.4 mg)

Los productos en azul han sido aislados por primera
vez en este estudio

Figura 3.4.1. Esquema del estudio cromatografico del manto de Aplysia dactylomela (La Palma).

Estudio de la fraccion A (674.0 mg). De su cromatografia resultaron de
interés las fracciones reagrupadas en A4, (30.0 mg), [columna de gel de silice, Q.=
5.0 cm y hge= 12.0 cm, hexano/acetato de etilo con polaridad creciente]. De A; se
aislé 8-acetilcaespitol (174)*° (3.3 mg, t= 25.6 min) y un nuevo producto,
desclorobromocaespitenona (A4) (1.5 mg, t.= 24.2 min), utilizando CLAR [Jaigel Sil-
S-043-10 (20 x 250 mm), 2% hexano-acetato de etilo, 3.5 mL/min, UV].

Estudio de la fraccién B (193.0 mg). De esta fraccion se obtuvieron los
productos furocaespitano (174)'°° (1.4 mg), elatol (87)% (32.2 mg), 114'° (1.0 mg)

208



Parte experimental

y descloroelatol (108)°® (1.1 mg), [cromatografia liquida en columna (@n.= 2.5 cm y
hgei= 20.0 cm), hexano/acetato de etilo, 95:5].

Estudio de la fracciéon C (153.2 mg). Esta fraccién rindié caespitol (173)**’

(3.1 mg), 114'% (9.8 mg), 115'% (5.4 mq), elatol (87)%° (4.7 mg) y un nuevo
producto desclorobromocaespitol (A3) (30.0 mg), [cromatografia en columna humeda
de gel de silice (@n= 2.5 cm, hge= 20.0), hexano/acetato de etilo, 90:10].

Estudio de las fracciones D (67mg) y E (46.7mg). Se cromatografiaron de
forma independiente, y en las mismas condiciones: [cromatografia liquida a baja
presion, (@n= 2.0 cm, hgg= 12.0 cm), hexano-acetato de etilo 9:1]. De la
cromatografia se obtuvieron unas fracciones D; y E;, respectivamente, que dieron
espectros de RMN de 'H similares, por lo que se mezclaron se para obtener 2.0 mg de
D, + E;. De la mezcla D; + E; se obtuvo el producto A7 por CLAR [Jaigel Sil-S-043-10
(20 x 250 mm), 10% hexano-EtOAc, 3.5 mL/min, UV, 1.1 mg, t.= 28.6 min].

Estudio de la Fraccion F (35.6 mg). De su cromatografia se selecciond la
porcion F; (4.5 mg), [cromatografia liquida en columna de gel de silice (.= 1.0 cm,
hge= 6.0 cm), hexano y acetato de etilo con polaridad creciente]. De F; se aisld un
nuevo compuesto (A6, 1.3 mg), que denominamos furocaespitanolactol, [CLAR (Jaigel
Sil-S-043-10 (20 x 250 mm), hexano-EtOAc al 50%, 3.5 mL/min, t.= 24.8 min, UV)].

3.4.3. Estudio cromatografico del extracto del aparato digestivo de
Aplysia dactylomela (La Palma).

El extracto del aparato digestivo (31.0 g) se sometié a particion con CH,Cl,:H,0
y EtOAc:H,0, dando lugar a:

Ap-AD-D, 7.5 g, fraccién de diclorometano.
Ap-AD-Ac, 58.0 mg, fraccién de acetato de etilo.

La fraccion Ap-AD-D se dividié en cuatro porciones y, de forma independiente,
fueron cromatografiadas utilizando columna de exclusién molecular [sephadex LH-20
(@ne= 3.0 cm y hge= 50.0 cm)]. El conjunto de las fracciones se combinaron y
concentraron en las seis fracciones que se indican en la Figura 3.4.2.
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Aplysia dactylomela
(La Palma)
Extracto A. Digestivo
(31.09)

Particién en
Diclorometano

Ap-AD-D
759

Cromatografia de Exclusion

Molecular
.
Fraccién A Fraccién B Fraccién C Fraccién D Fraccién E Fraccién F
822.9 mg 135.0 mg 67.4 mg 132.6 mg 204.0 mg 291.2mg
8-acetilcaespitol, 174 J Caespitenona, 175 (4.9 mg) J Elatol, 87

Caespitol,173 (73.6 mg)

114 (2.4 mg)
Acetildescloroelatol, A1 (10.9 mg) v 115 (2.7 mg)
Acetilelatol, A2 (4.7 mg) i Obtusol, 81 (6.3 mg)
Desclorobromocaespitenona, A4 (1.5 mg) Furocaespitanolactol, A6 (9.0 mg)
Aplysiadactydiol, A5 (0.7 mg) Desclorobromocaespitol, A3 (5.5 mg) e 7
Ap-1 (0.4 mg) Descloroelatol, 108 (1.6 mg)
Laucopiranoide A, 176 (4.0 mg) Elatol, 87 (2.7 mg)
Caespitano, 177 (14.0 mg)
8-acetilcaespitol, 174 (35.0 mg)

Los productos en azul han sido aislados por primera vez en este estudio

Figura 3.4.2. Esquema del estudio cromatografico del aparato digestivo de Aplysia dactylomela (La Palma).

Estudio de la fraccion A (822.9 mg). La porciéon A, consiste en una mezcla
compleja de productos que por cromatografia en columna de gel de silice [(@n= 3.0
cm y hgg= 50.0 cm), eluida con polaridad creciente de hexano y acetato de etilo], se
resolvié en tres fracciones de interés:

A;: 2.1 mg (hexano).
A;: 64.5 mg (5% hexano-acetato de etilo).
A;3: 6.1 mg (30% hexano-acetato de etilo).

De la fraccion A; se obtuvo, Ap-1 (0.4 mg), [CLAR (Jaigel Sil-S-043-10 (20 x
250 mm), 2% hexano-EtOAc, 3.5 mL/min, UV, t.= 24.4 min)].

De la cromatografia de A, se aislaron: laucapiranoide A (176)**° (4.0 mg, t.=
22.5 min); caespitano (173)**%'*° (14.0 mg, t.= 23.9 min); 8-acetilcaespitol (174)*>°
(35.0 mg, t.= 34.0 min); acetildescloroelatol (A1) (10.9 mg, t= 31.0 min);
acetilelatol (A2) (4.7 mg, t,= 47.4 min) y desclorobromocaespitenona (A4) (1.5 mg,
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t.= 38.4 min), [CLAR, Jaigel Sil-S-043-10 (20 x 250 mm), 5% hexano-EtOAc, 3.5
mL/min, UV].

La fraccion As (6.1 mg) contenia sustancias insolubles, por lo que se filté en
una pipeta pasteur (@n= 0.5 cm y hge= 4.0 cm) conteniendo gel de silice y utilizando
diclorometano como eluyente. Del filtrado se obtuvo un residuo de 3.9 mg, que se
purificé hasta obtener aplysidactydiol (A5) (0.7 mg), [CLAR (Jaigel Sil-S-043-10 (20 x
250 mm), 3.5 mL/min, hexano-EtOAc, 6:4, UV, t,= 35.2 min)].

Estudio de la fraccion B (135.0 mg). La fraccibn B se compone
principalmente del conocido producto 8-acetilcaespitol (174).1>®

Estudio de la fraccién C (67.4 mg). Se obtuvo 4.9 mg de caespitenona
(175),"°%"? [columna de gel de silice (@ne= 2 cM y hgg= 11.0 cm), hexano/EtOAc,
9:1].

Estudio de la fraccion D (132.6 mg). Los productos obtenidos de esta
fraccion fueron: descloroelatol (108)% (1.6 mg); desclorobromocaespitol (A3) (5.5
mg); elatol (87)% (2.7mg) y furocaespitanolactol (A6) (9.0 mg), [cromatografia
liquida en columna de gel de silice (@n= 2.0 cm y hge= 11.0 cm), hexano/EtOAc, 9:1].

Estudio de la fraccion E (204.0 mg). Constituida mayoritariamente de
elatol (87).%°

Estudio de la fracciéon F (291.2 mg). Se aislaron los productos: caespitol
(173)**” (73.6 mg); 114'% (2.4 mg); 115'°% (2.7 mg) y obtusol (81)*® (6.3 mg),
[columna humeda de gel de silice (@nt= 3.0 cm y hge= 18.0 cm), hexano/acetato de
etilo 9:1].

A continuacién se relacionan los productos con nuevas estructuras quimicas
caracterizadas en este estudio, con detalle de sus respectivas constantes fisicas,
espectrometria de masas y datos espectroscopicos de RMN 'H (500 MHz, CDCls) y de
RMN *3C (125.7 MHz, CDCls).
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3.4.4. Datos experimentales obtenidos de los compuestos aislados de
Aplysia dactylomela (La Palma).

Ap-1

Aceite incoloro.

[u]zsp -210.2 (¢ 0.03, CHCI5).
IR (pelicula) vmsx 1663, 1430 cm™.

EM (IE, 70eV) m/z (%) 396/398/400/402
[M]* (<1, <1, <1, <1), 361/363/365 [M-CI]* (<1, <1, <1), 317/318/321 [M-Br]*
(43, 58 14), 145 (100).

EMAR m/z [M]* 395.9818 (calculado para CisH»3*°CI”°Br,, 395.9855), [M-Br]*
317.0660 (calculado para CisH.33°CI”°Br, 317.0672).

RMN 'H (500 MHz, CDCl;) 5 0.94 (3H, s, H-12), 1.20 (3H, s, H-13), 1.55 (1H, m, H-
5B), 1.84 (1H, s, H-15), 1.94 (1H, s, H-14), 2.00 (1H, m, H-5a), 2.08 (2H, m, H-1),
2.41 (1H, dd, J = 4.4, 4.4, 14.1 Hz, H-40), 2.55 (1H, m, H-4p), 2.55 (1H, m, H-9p),
2.69 (1H, m, H-9a), 4.52 (1H, dd, J = 6.8, 10.8 Hz, H-10), 4.88 (1H, dd, J = 6.4, 11.8
Hz, H-2), 5.24 (1H, m, H-8).

RMN '3C (125.7 MHz, CDCl;) & 17.1 (CHs, C-12), 24.0 (CH5, C-15), 24.6 (CHs;, C-
13), 26.0 (CHs, C-14), 31.7 (CH,, C-5), 36.3 (CH,, C-9), 38.0 (CH,, C-1), 42.3 (CH,,
C-4), 43.0 (C, C-11), 47.3 (C, C-6), 60.9 (CH, C-10), 67.8 (C, C-3), 69.5 (CH, C-2),
123.0 (CH, C-8), 139.7 (C, C-7).

Acetildescloroelatol, Al

Aceite incoloro.
AcO

[a]?*®b +53.0 (c 0.30, CHCI5).
IR (pelicula) vmax 1743 cm™.

EM (IE, 70eV) m/z (%) 340/342 [M]* (1, 1),

201 [M-HOAc-Br]* (100).

EMAR m/z [M]* 342.0977 (calculado para Ci;H.s0,”°Br, 342.1017), 340.1044
(calculado para C;7H,50.”°Br, 340.1037), [M-HOAc-Br]* 201.1640 (calculado para
CisHa1, 201.1643).
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RMN 'H (500 MHz, CDCl5) 3 1.03 (3H, s, H-12), 1.07 (3H, s, H-13), 1.57 (3H, s, H-
15), 1.61 (1H, m, H-58), 1.62 (1H, m, H-4B), 1.79 (1H, m, H-50), 1.82 (1H, m, H-4
a), 2.06 (3H, s, CH5CO), 2.09 (1H, m, H-1a), 2.24 (1H, m, H-1p), 2.39 (1H, dd, J =
2.8, 14.9 Hz, H-8q), 2.65 (1H, dddd, J = 1.5, 1.5, 3.1, 14.9 Hz, H-8B), 4.59 (1H, d, J
= 3.3 Hz, H-10), 4.76 (1H, s, H,-14b), 4.95 (1H, dd, J = 1.6, 1.6 Hz, H,-14a), 5.26
(1H, ddd, J = 3.2, 3.2, 3.2 Hz, H-9), 5.28 (1H, m, H-2).

RMN 3C (125.7 MHz, CDCl;) 5 20.1 (CHs, C-12), 21.0 (CHs, CH;CO), 23.1 (CHj, C-
15), 24.3 (CHs, C-13), 26.0 (CH,, C-5), 27.8 (CH,, C-4), 30.2 (CH,, C-1), 36.7 (CH,,
C-8), 43.5 (C, C-11), 46.9 (C, C-6), 64.0 (CH, C-10), 74.0 (CH, C-9), 115.7 (CH., C-
14), 119.4 (CH, C-2), 132.7 (C, C-3), 141.0 (C, C-7), 170.2 (C, CH;CO).

Acetilelatol, A2

Aceite incoloro.
AcO Y

Br [a]*®p +173.0 (c 0.09, CHCI5).

IR (pelicula) vnax 1740 cm™.

Cl

EM (IE, 70eV) m/z (%) 374/376/378 [M]*
(<1, <1, <1), 235/237 [M-HOAc-Br]* (100, 34), 199 [M-HOAc-HBr-CI]* (49).

EMAR m/z [M]* 376.0696 (calculado para C;;H»40-%'Br>Cl, 376.0627).

RMN 'H (500 MHz, CDCIl;) 5 1.05 (3H, s, H-12), 1.09 (3H, s, H-13), 1.63 (1H, m, H-
58), 1.69 (3H, s, H-15), 1.79 (1H, m, H-4B), 1.80 (1H, m, H-5a), 1.97 (1H, m, H-4dq),
2.09 (3H, s, CHsCO), 2.35 (1H, m, H-1a), 2.40 (1H, dd, J = 2.8, 15.0 Hz, H-8a), 2.57
(1H, m, H-8pB), 2.61 (1H, m, H-1B), 4.52 (1H, d, J = 3.4 Hz, H-10), 4.76 (1H, s, H.-
14b), 4.99 (1H, s, H,-14a), 5.24 (1H, ddd, J = 3.2, 3.2, 3.2 Hz, H-9).

RMN !3C (125.7 MHz, CDCl;5) 5 19.4 (CHs;, C-15), 20.1 (CHs;, C-12), 21.0 (CHs,
CH;CO), 24.2 (CHs;, C-13), 25.6 (CH,, C-5), 29.4 (CH,, C-4), 36.8 (CH., C-8), 38.6
(CH,, C-1), 43.4 (C, C-11), 49.0 (C, C-6), 63.0 (CH, C-10), 73.7 (CH, C-9), 115.8
(CH,, C-14), 124.1 (C, C-2), 128.1 (C, C-3), 140.6 (C, C-7), 170.1 (C, CH;CO).

Acetilacion del Elatol (87). En un balén de 2 mL de capacidad se afadié 0.3
mL de CsHsN y 1 mL de Ac,0, a 4.7 mg de elatol (87). Después de agitacion a
temperatura ambiente durante 5 h, la mezcla de reaccién se hidrolizé con HCI acuoso
al 5%, y se extrajo con acetato de etilo. La fase organica, después de lavada con agua
destilada y secada sobre Na,SO, anhidro, se concentré para obtener 1.3 mg de
acetilelatol A2.
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Desclorobromocaespitol, A3

Soélido blanco amorfo.

[a]1*°p -1.72 (c 1.74, CHCI5).
IR (pelicula) vmax 3384 cm™.

EM (IE, 70eV) m/z (%) 316/318 [M]* (<1,
<1), 298/300 [M-H,01* (2, 2), 236 [M-HBr]* (8), 223 (28), 139 (100).

EMAR m/z [M]* 316.1050 (calculado para CisH.s0,”°Br, 316.1037), [M-H,O]*
298.0900 (calculado para C;sH,507°Br, 298.0932), [M-HBr]* 236.1751 (calculado para
Ci5H>40,, 236.1776).

RMN 'H (500 MHz, CDCl3) 5 1.13 (3H, s, H-14), 1.19 (1H, m, H-5), 1.32 (3H, s, H-
12), 1.40 (3H, s, H-13), 1.62 (3H, s, H-15), 1.70 (1H, s, H-6), 1.73 (1H, m, H-1),
1.84 (OH, d, J = 6.4 Hz), 1.90 (1H, m, H-4), 1.99 (1H, m, H-1), 1.99 (1H, m, H-5),
2.03 (1H, m, H-4), 2.26 (1H, ddd, J = 4.1, 4.1, 13.9 Hz, H-9p), 2.47 (1H, ddd, J =
2.3, 13.6, 13.6 Hz, H-9a), 3.52 (1H, ddd, J = 3.6, 3.6, 6.2 Hz, H-8), 4.33 (1H, dd, J
4.1, 13.2 Hz, H-10), 5.32 (1H, s, H-2).

RMN '3C (125.7 MHz, CDCI3) 5 19.2 (CH;, C-14), 22.5 (CH,, C-5), 23.4 (CH;, C-15),
24.3 (CHs, C-13), 25.9 (CH,, C-1), 30.9 (CH,, C-4), 31.2 (CHs, C-12), 35.8 (CH,, C-
9), 41.4 (CH, C-6), 53.9 (CH, C-10), 71.4 (CH, C-8), 75.3 (C, C-11), 77.8 (C, C-7),
119.8 (CH, C-2), 134.5 (C, C-3).

Deshalogenacion del caespitol (173). En un balén de 5 mL de capacidad se
disolvié caespitol (20.0 mg) en DMF (1.5 ml). A la mezcla se afiadié exceso de Nal/Zn
y se agitd a 115°C. Después de 2 horas, la reaccién se hidrolizd, se extrajo con
acetato de etilo y se secd con sulfato sédico anhidro. Por concentracién de la fase
organica se obtuvo un residuo del que se aisld 7.9 mg de desclorobromocaespitol
(A3), previa cromatografia de gel de silice en una pipeta pasteur (@n.= 0.5 cm y hge=
5.0 cm, 5% hexano-acetato de etilo).

Desclorobromocaespitenona, A4

Aceite incoloro.

[a]*®p +320 (c 0.01, CHCI5).

IR (pelicula) vmax 1738 cm™.

EM (IE, 70eV) m/z (%) 234 [M]* (<1),
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219 [M-CHs]* (1), 140 (94), 125 (61), 96 (100).

EMAR m/z [M]* 234.1665 (calculado para CisH»,0,, 234.1619), [M-CH3]* 219.1412
(calculado para Ci4H190,, 219.1385).

RMN 'H (500 MHz, CDCl5) 3 1.30 (3H, s, H-14), 1.36 (3H, s, H-12), 1.41 (3H, s, H-
13), 1.47 (1H, m, H-5), 1.56 (1H, m, H-5), 1.62 (3H, s, H-15), 1.87 (1H, m, H-1),
1.89 (1H, m, H-4), 2.00 (1H, m, H-4), 2.07 (1H, m, H-6), 2.09 (1H, m, H-1), 5.37
(1H, s, H-2), 5.92 (1H, d, J = 10.4 Hz, H-9), 6.80 (1H, d, J = 10.4 Hz, H-10).

RMN '3C (125.7 MHz, CDCl;) & 23.4 (CHs5, C-14), 23.4 (CH3, C-15), 24.0 (CH,, C-5),
25.1 (CH,, C-1), 29.7 (CHs, C-13), 30.0 (CHs, C-12), 30.6 (CH,, C-4), 41.6 (CH, C-6),
71.2 (C, C-11), 81.9 (C, C-7), 120.6 (CH, C-2), 122.8 (CH, C-9), 133.9 (C, C-3),
154.7 (CH, C-10), 199.9 (C, C-8).

Oxidacion de desclorobromocaespitol (A3). A una disolucién de 12.4 mg
de desclorobromocaespitol (A3) en acetona se afadid, gota a gota, con agitacion,
reactivo de Jones (CrOs/H,S04/H,0). Después de 1.5 horas a 25°C, la mezcla de
reaccion se hidrolizdé y se extrajo con EtOAc. Una vez secada la fase organica sobre
Na,SO, anhidro, y evaporado el disolvente, se obutuvo 8.3 mg de
desclorobromocaespitenona (A4).

Aplysiadactydiol, A5

Aceite incoloro.

[a]1*®b +492 (c 0.05, CHCI5)

IR (pelicula) vmax 3448, 1722 cm™.

EM (IE, 70eV) m/z (%) 413/415/417/419
[M-H,0-CHs]* (<1, <1, <1, <1), 403/405/407/409 [M-CH5CO]* (<1, <1, <1, <1),
385/384/389/394 [M-CH3CO-H,0]* (36, 87, 62, 11), 237/239/241 [CysH,,0BrCI]* (30,
39, 3), 209/211/213 [C;H4:BrCI1* (9, 12, 3), 173/175 [C;H10Br]1* (13, 13).

EMAR m/z [M-CH;-H,0]* 412.9480 (calculado para Cy4H,00,”°Br,3°Cl, 412.9548), [M-
CH5CO]* 402.9596 (calculado para C;3H».0,"°Br.*°Cl, 402.9675), [M-CH;CO-H,0]*
384.9512 (calculado para C;3H.00”°Br,?>Cl, 384.9569).

RMN 'H (500 MHz, CDCl;) 3 1.32 (3H, s, H-13), 1.35 (3H, s, H-12), 1.60 (1H, m, H-
5), 1.68 (3H, s, H-15), 1.76 (1H, m, H-5), 1.80 (1H, m, H-1), 1.84 (1H, s, H-6), 1.98
(1H, m, H-1), 2.06 (1H, m, H-4q), 2.26 (1H, dd, J = 9.5, 15.6 Hz, H-98), 2.30 (3H, s,
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H-14), 2.45 (1H, ddd, J = 3.4, 3.4, 13.7 Hz, H-4p), 2.55 (1H, dd, J = 2.1, 15.6 Hz, H-
9a), 3.67 (1H, dd, J = 2.1, 9.5 Hz, H-10), 3.85 (OH, s), 4.27 (1H, dd, J = 4.3, 12.8
Hz, H-2).

RMN '3C (125.7 MHz, CDCI;) 5 22.8 (CH;, C-15), 23.8 (CH,, C-5), 25.5 (CH;, C-13),
26.6 (CHs, C-14), 27.6 (CHs, C-12), 35.7 (C, C-1), 39.4 (CH,, C-9), 42.2 (CH,, C-4),
46.3 (C, C-6), 60.4 (CH, C-10), 62.0 (CH, C-2), 71.0 (C, C-3), 72.9 (C, C-11), 82.7
(C, C-8), 212.7 (C, C-7).

Furocaespitanolactol, A6

Solido blanco amorfo.

[a]?*®p +55.1 (c 0.25, CHCI3).

IR (pelicula) vmax 3352, 1751 cm™.

EM (IE, 70eV) m/z (%) 322/324/326 [M]*
(<1, <1, <1), 307/309/311 [M-CHs]* (25, 33, 9), 243/245 [M-Br]* (20, 6), 225/227
[M-H,0-Br]* (77, 26), 207 [M-CI-HBr]* (100).

EMAR m/z [M]* 321.9934 (calculado para Cj,H;605’°Br®°Cl, 321.9971), [M-CH5]*
306.9639 (calculado para Ci;H;3057°Br,*°Cl, 306.9736), [M-Br]* 243.0723 (calculado
para Ci4H-00,7°Br,%°Cl, 243.1643), [M-H,0-Br]* 225.0682 (calculado para Ci>H;s0s,
207.1021).

RMN H (500 MHz, CDCl3) 5 1.50 (2H, m, H-5), 1.56 (OH, s), 1.71 (3H, s, H-11),
1.75 (3H, s, H-12), 2.00 (2H, m, H-1), 2.16 (1H, ddd, J = 3.9, 13.7, 13.7 Hz, H-4q),
2.48 (1H, ddd, J = 3.4, 3.4, 13.9 Hz, H-4B), 2.53 (1H, dddd, J = 3.2, 3.2, 12.0, 12.0
Hz, H-6), 4.38 (1H, dd, J = 4.1, 12.4 Hz, H-2), 5.80 (1H, s, H-9).

RMN '3C (125.7 MHz, CDCI;) 5 24.1 (CH;, C-11), 24.1 (CH3, C-12), 28.8 (CH,, C-5),
36.9 (CH, C-6), 39.8 (CH,, C-1), 42.2 (CH,, C-4), 60.8 (CH, C-2), 70.2 (C, C-3),
106.8 (C, C-7), 116.4 (C, C-8), 170.4 (CH, C-9), 172.6 (C, C-10).
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A7

Aceite incoloro.

[a]**p +400 (c 0.02, CHCIs).

IR (pelicula) vmsx 3369 cm™.

EM (IE, 70eV) m/z (%) 296/298 [M]* (10,
10), 216 [M-HBr]* (29), 173 (100).

EMAR m/z [M]* 298.0759 (calculado para CisH,;0%Br, 298.0755), 296.0774
(calculado para CisH»;07°Br, 296.0775), [M-HBr]* 216.1494 (calculado para C;sH,0,
216.1514).

RMN !H (500 MHz, CDCl;) 5 1.08 (3H, s, H-12), 1.17 (3H, s, H-13), 1.50 (1H, m, H-
14), 1.51 (1H, m, H-8), 1.80 (1H, m, H-14), 1.85 (1H, m, H-8), 2.20 (2H, m, H-9),
2.25 (3H, s, H-15), 3.15 (1H, dddd, J = 3.3, 3.3, 12.6, 12.6 Hz, H-7), 4.06 (1H, dd, J
= 4.6, 12.2 Hz, H-10), 4.55 (OH, s), 6.53 (1H, s, H-2), 6.71 (1H, d, J = 7.8 Hz, H-4),
7.00 (1H, d, J = 7.8 Hz, H-5).

RMN !3C (125.7 MHz, CDCl;) 5 20.8 (CH;, C-13), 21.1 (CH;, C-15), 32.1 (CHs, C-
12), 32.1 (CH, C-7), 34.3 (CH,, C-8), 35.1 (CH,, C-9), 37.6 (C, C-11), 46.9 (CH,, C-
14), 66.6 (CH, C-10), 116.4 (CH, C-2), 122.1 (CH, C-4), 126.9 (CH, C-5), 129.1 (C,
C-6), 137.3 (C, C-3), 153.0 (C, C-1).
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3.4.5. Estudio cromatografico del extracto del manto de Aplysia
dactylomela (La Gomera).

El extracto del manto (495.3 g), se sometidé a particiéon sucesiva en CH,Cl,:H,0
y EtOAc:H,0, para dar:

Ag-M-D, 6.3 g, fraccién de diclorometano.
Ag-M-Ac, 79.0 mg, fraccidén de acetato de etilo.

El residuo Ag-M-D, 6.3 g, se fracciond por cromatografia de exclusién molecular
en sephadex LH-20 (@ne= 5.0 cm y hge= 60.0 cm). La informacién obtenida por ccf y
por RMN de 'H permitié agrupar el conjunto de las fracciones como se indica en la
Figura 3.4.3.

Aplysia dactylomela
(La Gomera)
Extracto del Manto
(495.3 g)

Particion en
Diclorometano

Ag-M-D
6.3g

Cromatografia de Exclusion

Molecular
; . ; ; ; ; Fraccién G
Fraccién A Fraccién B Fraccién C Fraccion D Fraccion E Fraccion F MetOH
3.3¢g 167.1 mg 1.2g 27.6 mg 59.8 mg 85.1 mg 170.9 mg
) | l

Furocaespitanolactol, A6 (27.6 mg)

Caespitenona, 175 (2.7 mg) Aplysianotriol, A8 (3.1 mg) | Furocaespitanolactol, A6 J

Caespitol, 173 (17.9 mg) Caespitol, 173 (3.1 mg)

Elatol, 87 (6.5 mg) Ma “iliona, 126 (1.1 mg)

114 (17.3 mg)

Obtusol, 81 (22.2 mg)

Caespitenona, 175 (1.0 mg)
Caespitol, 173 (258.2 mg)
Elatol, 87 (39.6mg)

115 (139.8 mg)

Los productos en azul han sido aislados por primera vez
en este estudio

Figura 3.4.3. Esquema del estudio cromatografico del manto de Aplysia dactylomela (La Gomera).
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Estudio de la fracciéon B (167.1 mg). De esta fraccion se aisld: caespitenona
(175)1°%1>° (2.7 mg), caespitol (173)*’ (17.9 mg), elatol (87)% (6.5 mg), 114'%?
(17.3 mg), obtusol (81)%® (22.2 mg) y furocaespitanolactol (A6) (27.6 mg). La
separaciéon de los productos se efectudé por cromatografia de exclusion molecular en
sephadex LH-20 (@n= 5.0 cm y hge= 60.0 cm).

Estudio de la fracciéon C (1.2 g). La fraccion C dio cuatro productos:
caespitenona (175)%° (1.0 mgq), elatol (87)% (39.6 mg), 114'°? (139.8 mg) y
caespitol (173)'> (258.2 mg). Para su separaciéon se utilizd cromatografia de
exclusion molecular en sephadex LH-20 (@ne= 5.0 cm y hge= 36.0 cm).

Estudio de la fraccion D (27.6 mg). Se identificaron los productos caespitol
(173)*’ (3.1 mg, t= 17.2 min), ma’iliona (126)'*> (1.1 mg, t= 31.0 min) y
aplysianotriol (A8) (3.1 mg, t.= 37.0 min), después de purificacion por CLAR, [Jaigel
Sil-S-043-10 (20 x 250 mm), flujo 3.5 mL/min, condiciones isocraticas (50% hexano-
acetato de etilo)].

Estudio de la fraccibn F (85.1 mg). Esta fraccibn se compone
mayoritariamente de furanocaespitanolactol (A6), aislado en nuestro estudio previo de
Aplysia dactylomela (La Palma).

3.4.6. Estudio cromatografico del extracto del aparato digestivo de
Aplysia dactylomela (La Gomera).

La particién del extracto (121.0 g) con de CH,Cl,:H,0 y luego con EtOAc:H,0O
dio dos fracciones organicas:

Ag-AD-D, 19.3 g, fraccion de diclorometano.
Ag-AD-Ac, 69.8 mg, fraccién de acetato de etilo.

El residuo Ag-AD-D se fraccion6 por cromatografia Flash. Se utilizd una
columna de 6.5 cm de didametro interno, compactada con gel de silice hasta una altura
de 22.0 cm. Se aplicéd la muestra adsorbida en gel de silice y se eluydé con mezclas de
polaridad creciente de hexano y acetato de etilo. El fraccionamiento se siguidé por ccf,
empleando oleum como revelador, y por RMN de 'H, lo que permitié obtener 10
fracciones, indicadas en el esquema siguiente:

219



Tesis doctoral, M@ Inmaculada Brito Garcia.

Aplysia dactylomela

Extracto A. Digestivo

(La Gomera)

(121.0 g)

Particion en
Diclorometano

Ag-AD-D
19.3g

gradiente de polaridad

Cromatografia Flash en ]

Furocaespitano,178

este estudio

A,
Caespitano, 177

Los productos en azul han sido aislados por 12 vez en

Caespitano, 177 (95.1 mg)

Descloroelatol, 108 (9.7 mg)
Elatol, 87 (105.5 mg)

114 (229.6 mg)

Caespitol, 173 (410.4 mg)

Acetato isoobtusol, 83(299.2 mqg)
Laucapiranoide A, 176 (3.2 mg)

8-acetilcaespitol, 174 (940.9 mg)

8-acetilcaespitol, 174 (32.4 mg)
Caespitenona, 175 (170.8 mg)
Elatol, 87 (502.2 mg)

Caespitol, 173 (739.1 mg)
Isoobtusol, 82 (152.5 mg)

4

v ! ! ! v v ]
Fraccion A Fraccién C Fraccién D Fraccion E Fraccion F Fraccion G Fraccion H FracciénJ
Hex 5% 5% 10% 10-20% 20-30% 30% AcOEt-MetOH
336.0 mg 25.6 mg 549 3.1g 5.0 mg 653.1 mg 608.1 mg 780.6 mg
Fraccion B Acetildescloroelatol, A1 (21.7 mg) Fracci6n I
Hex-5% Acetilelatol, A2 (24.8 mg) R9 (3.3 mg) 40-50 %
500.1 mg A (771 (i) 803.5mg
: A9 (3.8 mg) Aplysiadactydiol, A5 (2.8 mg) :
A10 (0.5 mg) Acetato isoobtusol, 83 (50.8 mg)

A10 (1.2 mg)

Furocaespitanolactol, A6 (37.6 mg)
Al1 (39.4 mg)

Aplysianotriol, A8 (2.7 mg)

5 (8.6 mg)

Furocaespitanolactol, A6 (302.1 mg)J

A10 (92.7 mg)

Furocaespitanolactol, A6 (7.8 mg)
A12 (1.9 mg)

Figura 3.4.4. Esquema del estudio cromatografico del aparato digestivo de Aplysia dactylomela (La

Gomera).

Estudio de la fraccion B (Hex-5%, 822.9 mg). Esta fraccidon contenia

como producto principal el furocaespitano (178

) 160

Estudio de la fracciéon C (5%, 25.6 mg). Constituida mayoritariamente por
caespitano (177).

Estudio de la fracciéon D (5%, 5.4 g). El fraccionamiento del residuo D se
realizd con una columna de sephadex LH-20 de 5.0 cm de didmetro y 36.0 cm de
altura. Se obtuvieron las siguientes fracciones:
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Ds: 557.0 mg
De: 394.7 mg
D;: 9.7 mg

Dg: 105.5 mg
Do: 229.6 mg
Dio: 410.4 mg
D;;: 6.6 mg

De D, se aislé acetato de isoobtusol (83)% (27.2 mg).

De D, se aislaron los siguientes productos: laucapiranoide A (176)'°° (3.2 mg);
caespitano (177)'°%'%° (17.8 mg); acetildescloroelatol (A1) (14.7 mg) y acetilelatol
(A2) (5.0 mg). Dichos productos fueron separados por cromatografia liquida de gel de
silice (@ne= 3.0 cm y hge= 29.5 cm, 5% acetato de etilo-hexano).

La fracciéon D3 estaba formada por acetato de isoobtusol (83).%!

D; se compone de: caespitano (177)°%!*° (77.3 mg), 8-acetilcaespitol
(174)'°® (452.6 mg) y acetilelatol (A2) (4.9 mg), [columna himeda de gel de silice
(@nt= 3.0 cm y hge= 24.0 cm), hexano-acetato de etilo al 5%].

De la fraccion Ds, utilizando las condiones de cromatografia antes indicada, se
obtuvieron 7.0 mg de acetildescloroelatol (A1), 93.6 mg de 8-acetilcaespitol (174),'*®
14.9 mg de acetilelatol (A2) y 3.8 mg de A9.

D¢ es, mayoritariamente, 8-acetilcaespitol (174).>°

Cada una de las fracciones D;-Djo contiene un producto mayoritario, con un
grado de pureza suficiente para identificarlo como sigue:

D,: descloroelatol (108).%8
Ds: elatol (87).%°

Do: producto 114.%?

D,o: caespitol (173).*%’

D;1: se aisldo 0.5 mg del producto A10, [CLAR (Jaigel Sil-S-043-10 (20 x 250
mm), hexano-EtOAc 7:3, 3.5 mL/min, t.= 32.6 min, UV)].

221



Tesis doctoral, M@ Inmaculada Brito Garcia.

Estudio de la fraccion E (10%, 3.1 g). Por cromatografia de exclusion
molecular [sephadex LH-20 (@n= 5.0 cm y hge= 36.0 cm)], y en base a los analisis
de ccf y de RMN de 'H, el residuo E se fraccion6 como sigue:

E;: 223.9 mg
E>: 99.1 mg
Es: 65.3 mg
E4: 91.7 mg
Es: 130.4 mg
Es: 407.0 mg
E;: 594.2 mg
Es: 731.5 mg
Eo: 11.7 mg

Ei0: 7.1 mg

De E; se aislé 50.8 mg de acetato de isoobtusol (83),%' [columna himeda de
gel de silice (@nt= 3.0 cm y hge= 21.0 cm), hexano/acetato de etilo, 8:2].

E, rindi6 8-acetilcaespitol (174)**® (10.7 mg), [columna himeda de gel de
silice (@ne= 2.5 cm y hge= 15.8 cm), hexano/acetato de etilo, 8:2].

De Es; se obtuvo 8-acetilcaespitol (174)'°® (15.5 mg) y caespitenona
(175)1°%1%° (4.7 mg), [columna himeda de gel de silice (@n= 2.5 cm y hge= 18 cm),
hexano/acetato de etilo, 8:2].

De E,4 se separd 6.2 mg de 8-acetilcaespitol (174),*® 35.7 mg de caespitenona
(175)"%'*°y 3.3 mg de A9, [columna himeda de gel de silice (@n= 2.5 cm y hge=
20 cm), hexano/acetato de etilo, 8:2].

La fraccién Es corresponde a caespitenona (175).1°%1°
La fraccién Eg contenia elatol (87)% como producto mayoritario.

De E; se aislaron: caespitol (173)!°? (6.6 mg), elatol (87)% (95.2 mg) e
isoobtusol (82)% (152.5 mg), [columna humeda de gel de silice (@n= 4.0 cm y hge=
21.5 cm), hexano/acetato de etilo, 8:2].

Es se compone basicamente de caespitol (173).%2
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De Eo se obtuvo 1 mg (t.= 17.3 min) de caespitol (173)!°* y 2.8 mg (t.= 36.5
min) de aplysiadactydiol (A5), [CLAR (Jaigel Sil-S-043-10 (20 x 250 mm), 3.5
mL/min, hexano/acetato de etilo 7:3, UV)].

De la fraccién Eyp se aislo el producto A10.
Estudio de la fraccion G (20-30%, 653.2 mg). De la fraccion G, por

cromatografia de exclusién molecular [sephadex LH-20 (@n= 5.0 cm y hge= 36.0
cm)] se obtuvo:

G;: 8.6 mg
G;: 41.5 mg
Gs: 302.1 mg

La fracciéon G, estaba constituida principalmente por el producto 5.*2

G, se fraccion6 en una pequefia columna de gel de silice (@n= 0.5 cm y hge=
4.0 cm) eluida con acetato de etilo, de la que se obtuvo 22.9 mg de un residuo que,
purificado por CLAR, [Jaigel Sil-S-043-10 (20 x 250 mm), hexano:acetato de etilo 1:1,
3.5 mL/min], dio aplysianotriol (A8) (2.7 mg, t,= 36.1 min).

En G3 el producto mayoritario fue furocaepsitanolactol (A6).
Estudio de la fraccion H (30%, 608.1 mg). El residuo H se cromatografié

[sephadex LH-20 (@n= 5.0 cm y hge= 36.0 cm)], para dar las siguientes fracciones de
interés:

H;: 11.5 mg
H,: 37.6 mg
Hs: 39.4 mg

H, se filtrd en una pipeta pasteur de 0.5 cm de didmetro, compactada con gel
de silice hasta 3.0 cm. El filtrado dio un residuo de 9.6 mg, que se purifico por CLAR
para dar 1.2 mg de A10, [Jaigel Sil-S-043-10 (20 x 250 mm), hexano/AcOEt 1:1, 3.5
mL/min, UV, t.= 23.0 min].

En H, el producto principal fue furocaespitanolactol (A6) y en Hs el producto
nuevo Al1l.
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Estudio de la fracciéon I (40-50%, 803.5 mg). Por cromatografia de
exclusion molecular [sephadex LH-20 (@n= 5.0 cm y hge= 36.0 cm)], y en base a los
analisis de ccf y de RMN de 'H, el residuo I se fracciond como sigue:

I,: 92.7 mg
I,: 7.8 mg
I3: 12.5mg

La fraccidn I, estaba constituida mayoritariamente por A10.
I, es furocaespitanolactol (A6).

De I3 se obtuvo A12 (1.9 mg), [CLAR (Jaigel Sil-S-043-10 (20 x 250 mm), 3.5
mL/min, hexano-acetato de etilo, 1:1, isocratico, t,.= 38.6 min, UV)].

A continuacién se relacionan los productos con nuevas estructuras quimicas
caracterizadas en este estudio, con detalle de sus respectivas constantes fisicas,
espectrometria de masas y datos espectroscépicos de RMN *H (500 MHz, CDCls) y de
RMN !3C (125.7 MHz, CDCls).

3.4.7. Datos experimentales obtenidos de los compuestos aislados de
Aplysia dactylomela (La Gomera).

Aplysianotriol, A8

Aceite incoloro.
OH,, OH

[a]1*°p -22.2 (c 0.14, CHCI5).
IR (pelicula) vmax 3688, 3680, 3504 cm™.

EM (IE, 70eV) m/z (%) 332/334 [M]* (1, 1),
314/316 [M-H,0]" (6, 6), 204/205 (87, 85), 129 (100).

EMAR m/z [M]* 316.1050 (calculado para C;sH,s0,”°Br, 316.1037), [M-H,0]*
298.0900 (calculado para CysH,507°Br, 298.0932), [M-HBr]* 236.1751 (calculado para
CisH240,, 236.1776).

RMN 'H (500 MHz, C¢D) 3 0.62 (H, m, H-1a), 0.87 (3H, s, H-13), 0.94 (1H, d, J =
14.4 Hz, H-14q), 1.00 (3H, s, H-15), 1.09 (1H, m, H-2), 1.09 (1H, m, H-5), 1.20 (1H,
dd, J = 1.9, 14.4 Hz, H-14p), 1.26 (1H, dd, J = 3.5, 14.9 Hz, H-8a), 1.36 (1H, m, H-
1B), 1.36 (1H, m, H-2), 1.43 (3H, s, H-12), 1.66 (1H, dd, J = 3.0, 14.9 Hz, H-8p),
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1.83 (1H, m, H-4), 2.44 (1H, d, J = 10.2 Hz, H-5), 2.93 (OH-9, d, J = 4.7 Hz), 3.02
(OH-3, s), 3.72 (1H, d, J = 2.7 Hz, H-10), 3.86 (1H, m, H-9), 4.34 (OH-7, s).

RMN 3C (125.7 MHz, C¢D¢) 5 23.9 (CH;, C-12), 27.4 (CH,, C-2), 27.4 (CHs5, C-15),
27.7 (CH,, C-1), 28.3 (CH;, C-13), 31.1 (CH,, C-5), 39.1 (CH,, C-8), 40.6 (C, C-11),
46.2 (CH,, C-14), 46.9 (CH, C-4), 54.6 (C, C-6), 71.6 (CH, C-10), 73.0 (C, C-3), 73.6
(CH, C-9), 77.5 (C, C-7).

A9

Aceite incoloro.

[a]?*®b +85.7 (c 0.07, CHCI5).

IR (disolucién) vmsx 3054, 1740 cm™

EM (IE, 70eV) m/z (%) 473/475/477/479
[M+1]* (7, 14, 10, 3), 429/431/433/435 [M-C,H;0]" (8, 15, 12, 3),
413/415/417/419 [M-C,H,0,]1* (23, 52, 42, 7), 173 (100).

EMAR m/z [M+1]" 477.0033 (calculado para Ci;H,505%'CI”°Br®'Br, 477.0044,
calculado para  Ci;H,s05*°CI®'Br,, 477.0053), 475.0063 (calculado para
Ci7H,505%’CI”°Br,, 475.0064, calculado para Ci;H,505°°CI”°Br®'Br, 475.0073), [M-
C,H3;0]" 432.9787 (calculado para C;sH.40,°°CI®'Br,, 432.9791, calculado para
CisH240,°’CI7°Br®Br, 432.9782), 430.9823 (calculado para CisH»40,5°°CI”°Br8!Br,
430.9811), 428.9853 (calculado para C;sH.40,°°CI”°Br,, 428.9832), [M-C,H40,]*
416.9843  (calculado para  CisH»,O°°CI®'Br,, 416.9841, calculado para
C15H,40%’CI”°Br®'Br, 416.9832), 414.9853 (calculado para Ci5H,40%°Cl”°Br,, 414.9853,
calculado para C;sH»4O°°CI”°Br®'Br, 414.9862), 412.9863 (calculado para
C15H»40%°CI”°Br,, 412.9882).

RMN 'H (500 MHz, CDCl;) 5 1.12 (3H, s, H-14), 1.33 (1H, m, H-5), 1.35 (3H, s, H-
12), 1.43 (3H, s, H-13), 1.63 (1H, m, H-1a), 1.69 (3H, s, H-15), 2.00 (1H, m, H-5),
2.05 (1H, m, H-4a), 2.10 (3H, s, CH;COO), 2.12 (1H, m, H-6), 2.37 (1H, m, H-1p),
2.39 (1H, m, H-9q), 2.43 (1H, ddd, J = 3.2, 3.2, 13.4 Hz, H-4p), 2.52 (1H, ddd, J =
4.4, 4.4, 14.6 Hz, H-9p), 4.08 (1H, dd, J = 4.6, 8.8 Hz, H-10), 4.32 (1H, dd, J = 4.3,
12.4 Hz, H-2), 4.70 (1H, dd, J = 4.2, 7.5 Hz, H-8).

RMN '3C (125.7 MHz, CDCl;) 5 21.2 (CH3COO), 22.4 (CHs, C-14), 23.9 (CH,, C-5),
24.2 (CHs, C-15), 27.0 (CHs, C-13), 30.2 (CH;, C-12), 32.0 (CH,, C-9), 37.5 (CH,, C-
1), 42.7 (CH,, C-4), 44.6 (CH, C-6), 52.3 (CH, C-10), 63.2 (CH, C-2), 71.4 (C, C-3),
73.5 (CH, C-8), 75.0 (C, C-11), 75.4 (C, C-7), 169.9 (CH5CQO).
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Al10

Aceite incoloro.
|

Y’ 8
7 [a]*°p +36.7 (c 0.55, CHCI5).
HOOC

2 Br
H IR (disolucién) v.,ax 3682, 3599, 3489,

2955, 1710 cm™.

1o

EM (IE, 70eV) m/z (%) 254/256/258 [M]* (17, 20, 8), 219/221 [M-HBr]* (38, 37),
139 (100), 93 (100).

EMAR m/z [M]* 257.9665 (calculado para CgH:,0,*’CI®!Br, 257.9659), 255.9675
(calculado para CgH;,0,%’CI”°Br, 255.9680), 253.9709 (calculado para CgH1,0,%°CI”°Br,
253.9709), [M-CI]* 220.9994 (calculado para CgH;,0-%'Br, 221.0000), 219.0011
(calculado para CgH1,0,7°Br, 219.0021).

RMN H (500 MHz, CDCl5) 5 1.70 (1H, m, H-5q), 1.72 (3H, s, H-8), 1.98 (1H, m, H-
58), 2.03 (1H, m, H-4p), 2.15 (1H, ddd, J = 12.2, 12.6, 12.6 Hz, H-1B), 2.44 (1H,
ddd, J = 4.0, 4.0, 13.9 Hz, H-4a), 2.53 (1H, dddd, J = 4.2, 4.2, 11.2, 11.2 Hz, H-6),
2.60 (1H, dddd, J = 1.8, 4.2, 4.2, 14.8 Hz, H-1a), 4.31 (1H, dd, J = 4.2, 11.7 Hz, H-
2).

RMN !3C (125.7 MHz, CDCl;) 5 25.0 (CH5, C-8), 25.1 (CH,, C-5), 36.3 (CH,, C-1),
40.5 (CH,, C-4), 42.2 (CH, C-6), 60.2 (CH, C-2), 70.6 (C, C-3), 178.6 (C, C-7).

Esterificacion de A10. En un balén de 5 mL de capacidad se disolvié 10.9 mg
de A10 en 2 mL de metanol. A la mezcla se le anadié 0.2 ml de acido clorhidrico y se
calentd a 110°C durante 6 horas. Después de enfriar, a la mezcla se afiadié agua
destilada se extrajo con acetato de etilo. La fase organica se secé con CaCl, y, una vez
eliminado el disolvente, se obtuvo un residuo de 9.8 mg del derivado metil ester del
acido A10.

Al1l

Aceite incoloro.

[a]*®p +18.1 (c 0.99, CHCI5).

IR (disolucidén) vnix 3563, 2946, 2866,
1770, 1710 cm™.
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EM (IE, 70eV) m/z (%) 308/310/312 [M]* (1, 2, <1), 290/292/294 [M-H,0]" (3, 4,
1), 255/257 [M-H,O-CI]* (5, 4), 229/231 [M-Br]* (15, 5), 211/213 [M-H,0-Br]* (14,
4), 193 [M'HBr'C|]+ (100), 175 [C11H1102]+ (91)

EMAR m/z [M]* 309.9796 (calculado para Ci;H:405>*CI®!Br, 309.9794, calculado para
C11H1405%°CI”°Br, 309.9785), [M-H,0]* 293.9659 (calculado para C;;H:,0,>’CI®'Br,
293.9659), 291.9688 (calculado para Ci;H:,0,°°CI®'Br, 291.9689, calculado para
C11H1,05°’CI”°Br, 291.9680), 289.9703 (calculado para C;;H;,0,%°CI”°Br, 289.9709),
[M-HBr-ClI]* 193.0863 (calculado para C;1H1303, 193.0865), 175.0752 (calculado para
Ci11H1105, 175.0759).

RMN 'H (500 MHz, CDCIl3) 5 1.50 (1H, m, H-5a), 1.72 (3H, s, H-11), 1.95 (1H, m,
H-5B), 1.98 (1H, m, H-1B), 2.14 (1H, ddd, J = 4.0, 13.7, 13.7 Hz, H-4q), 2.45 (1H,
ddd, J = 3.4, 3.4, 13.8 Hz, H-4p), 2.50 (1H, m, H-1a), 2.59 (1H, dddd, J = 3.7, 3.7,
12.2, 12.2 Hz, H-6), 3.38 (s, OH-9), 4.37 (1H, dd, J = 4.4, 12.4 Hz, H-2), 6.10 (1H, s,
H-9), 6.84 (1H, s, H-8).

RMN *3C (125.7 MHz, CDCls) 5 24.1 (CHs, C-11), 27.6 (CH,, C-5), 35.4 (CH, C-6),
38.9 (CH,, C-1), 42.0 (CH,, C-4), 61.0 (CH, C-2), 70.5 (C, C-3), 96.6 (CH, C-9),
139.7 (C, C-7), 143.0 (CH, C-8), 170.3 (C, C-10).

Al12

Aceite incoloro.

[a]*°b -63.2 (c 0.10, CHCI5).

IR (disolucidon) vnax 3054, 2985, 2925,
2852, 1769, 1605 cm™.

3 OH

EM (IE, 70eV) m/z (%) 366/368/370 [M]*
(1, 3, <1), 348/350/352 [M-H,0]* (12, 15, 6), 290/292/294 [M-C5Hs0-H.0]* (28, 36,
10), 183/185 [C1oH1,0CI]* (74, 24), 59 (100).

EMAR m/z [M-CsH¢O-H,O0]* 293.9658 (calculado para C;;H;,0,°’CI®Br,
293.9659),291.9689 (calculado para C;;H;,0,°°CI®'Br, 291.9689), 289.9707 (calculado
para C11H120235C|798r, 2899709)

RMN H (500 MHz, CDCl5) 5 1.24 (3H, s, H-12), 1.30 (3H, d, J = 3.9 Hz, H-13), 1.50
(1H, m, H-5B), 1.73 (3H, d, J = 1.8 Hz, H-14), 1.95 (1H, m, H-1p), 2.00 (1H, m, H-
50), 2.15 (1H, ddd, J = 3.5, 3.5, 13.8 Hz, H-4q), 2.48 (1H, ddd, J = 3.3, 5.7, 13.9 Hz,
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H-4p), 2.51 (1H, m, H-1a), 2.60 (1H, m, H-6), 4.23 (s, OH-9), 4.27 (s, OH-11), 4.38
(1H, dd, J = 4.4, 12.4 Hz, H-2), 6.80 (1H, dd, J = 1.2, 5.1 Hz, H-8).

RMN !3C (125.7 MHz, CDCl;) & 24.2 (CHs;, C-12), 24.2 (CH;, C-13), 24.2 (CHs, C-
14), 27.7 (CH,, C-5), 35.7 (CH, C-6), 39.0 (CH,, C-1), 42.1 (CH,, C-4), 60.9 (CH, C-
2), 70.5 (C, C-3), 74.5 (C, C-11), 107.7 (C, C-9), 140.1 (C, C-7), 142.9 (CH, C-8),
170.4 (C, C-10).
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3.5. ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LOS COMPUESTOS
AISLADOS DE LAURENCIA MAJUSCULA (HARVEY) LUCAS Y DE
APLYSIA DACTYLOMELA.

3.5.1. Determinacion de la actividad citotodxica.

La actividad citotéoxica se determind usando el método colorimétrico de
Mossman.?!® Este ensayo tiene como principal ventaja la velocidad con que las
muestras pueden ser procesadas, ya que el sustrato no interfiere con la medicién del
producto y la lectura puede ser hecha sin necesidad de lavar. Los resultados son
detectados visualmente, lo que puede ser muy Util si se precisan resultados
cualitativos rapidos.

Los ensayos se realizaron empleando lineas celulares de carcinoma epitelial de
cuello de utero humano (células HelLa), de carcinoma de laringe humano (Hep-2) y de
rifdn de mono africano Verde (Vero). Las células fueron cultivadas en medio minimo
de Eagle (MEM) modificado por Dubelco (DMEM) suplementado con una mezcla de
antimicéticos, antibidticos (estreptomicina-penicilina) y con glutamina 4 mM y suero
fetal al 5%.

En placas de cultivo de 96 pocillos las células (2x10* células/pocillo) fueron
incubadas a 37°C en una atmosfera de CO, al 5%, con humedad relativa de 98%,
junto con los productos a ensayar predisueltos en dimetilsulféxido (DMSQO), a una
concentracién inicial de 20 pg/ml y diluciones sucesivas hasta 0,02 pg/ml. La
concentracién final de DMSO empleada fue siempre menor que el 1%.

Se testaron los productos empleando células no proliferantes y proliferantes.
Estas ultimas son colocadas 24 h antes de manera que, en el momento del ensayo, las
células ya estan fijadas a la placa y en proceso de divisién.

Tras 48 horas de incubacién, se afadié MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-
difenil-tetrazolio) predisuelto en tampdn fosfato salino. El MTT es un sustrato incoloro
que, en presencia de la enzima succinato deshidrogenasa, se transforma en un
producto coloreado llamado formazan (Figura 3.5.1.1.). La cantidad de formazan
generada es relativamente constante, y proporcional a la enzima presente en la célula,
lo que nos da informacién sobre el nimero aproximado de células vivas existentes en
el medio. Después de 4 horas de incubaciéon, se succiond el medio y se afadié DMSO

215 T, Mossman, Journal of Immunological Methods, 1983, 65, 55-63.
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para disolver los cristales de formazan producidos por las células vivas. La densidad
optica del color desarrollado se leyé en un espectrofotometro ELISA a una longitud de
onda de 550 nm vy los resultados fueron expresados como ICsg en pg/ml.

_— —

\\\
Enzima \

Succinato
Sales de deshidrogenasa

Tetrazolium [ > Formazan
(sustrato incoloro) (producto coloreado)

—_—

Figura 3.5.1.1. Esquema del ensayo.

Para la obtencidon de las curvas dosis-respuesta se calculé el porcentaje de
supervivencia (%T/C), que resulté de dividir la absorbancia media de las células
testadas (T) por la absorbancia media de las células control (C) y multiplicando por
100. A partir de las curvas dosis-respuesta se determind la concentracidon que inhibia
el crecimiento celular al 50%, para cada linea celular y para cada tipo de ensayo.

Los resultados obtenidos en estudios anteriores demuestran que la absorbancia
es directamente proporcional al nimero de células. Esta linealidad se extiende en todo
el rango testado desde 50.000 a 200 células por pocillo. Estos resultados indican que
el ensayo es capaz de detectar nUmeros pequefos de células vivas.

3.5.2. Determinacion de agentes estabilizadores/desestabilizadores
de microtibulos. Agentes antimitoéticos.

Los erizos de mar adultos de Paracentrotus lividus se recolectaron en la costa
del Mar Mediterrdneo de Chipre y se mantuvieron en un tanque con agua de mar y
aireacion. Los gametos se obtuvieron por inyeccién de 0.5 a 1.0 mL de KCI 0.5 M. Los
huevos se lavaron con agua de mar, previamente filtrada, y se fertilizaron por adicién
de unas gotas de una dilucién de esperma. Los embriones se cultivaron a temperatura
ambiente en agua de mar filtrada con agitacion suave (60 rpm) usando una espatula
pldstica hasta la fase pluteus media. El seguimiento de las distintas etapas
embrionarias se realizd por observacién al microscopio 6ptico Biolam LOMO (LOMO
PLC, St. Petersburg, Russia).

Los productos evaluados fueron aislados de Laurencia majuscula (Harvey)
Lucas y de Aplysia dactylomela (La Gomera y La Palma). Las disoluciones stock se
prepararon del siguiente modo: 2.5 mM de obtusol (81), isoobtusol (82), caespitol
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(173), 8-acetilcaespitol (174) y caespitano (177) en EtOH 95%; 10 mM de L7, LS8,
majusculona (69), furocaespitanolactol (A6), L14, desclorobromocaespitol (A3), A10
y furanocaespitano (178) en EtOH 95%; y 10 mM de elatol (87), Al11, acetato de
isoobtusol (83), acetilelatol (A2), laurencenona B (8), 5, laurencenona B (6), L16,
acetoxiintrincatol (25) y caespitenona (175) en DMSO.

Los ensayos se llevaron a cabo en placas de 6 pocillos donde se afiadié un
volumen de 5 mL de la suspensién de embriones (concentracidon aproximada de 3000
embriones/mL) y se incubaron en presencia de los productos. La influencia de los
compuestos se evaludé en las siguientes etapas embrionarias: huevos fertilizados,
blastula temprana, blastula eclosionada, gastrula, y pluteus temprana. La adicién de
los compuestos se efectud: a) tras la fertilizacion de los huevos (1°" tratamiento) y b)
compuestos tras la eclosion de la blastula (2° tratamiento). Los efectos se
cuantificaron como el promedio de la minima concentracion causante de alteracién en
la divisién y de muerte de los embriones antes de la eclosion o de la interrupcion de la

mitosis.
2.5 horas 4 horas 7 horas
Animal pole 4 cell Boell 16 cell 32 cell B84 -cell blastula
Q
5 O ( 3
i= L LM LN LM LM
©
- o i\ ¢ U I\
=
o
WVegetal pole MICIoMm eres macro meres vegetal plate
Blastula Gastrula secondary mesenchyme
o Animal pole
2
c oLy
8 & ),
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Vegetal pole primary mesenchyme primary mesenchyme
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Figura 3.5.2.1. Etapas del desarrollo embrionario del erizo de mar Paracentrotus lividus.

Como control negativo se utilizé la

HN Q suspension de embriones sin tratar. Como

Q 4> control positivo se utilizé el compuesto
. 5 sintético A4035/0172015 (Chemical

Block ID number). A4035/0172015
\ causa alteracion en la division a 2 nM e
N A4035/0172015 interrupcién de la divisién a 5 nM.*®’
H
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3.6. EsTuDIO DEL OCTOCORAL Pterogorgia sp.

El octocoral Pterogorgia sp. pertenece a la clase Anthozoa, orden Alcyonacea,
familia Gorgoniidae y género Pterogorgia. Son corales blandos, ramificados, y sus
ramas suelen ser planas y anchas, con pdlipos que se extienden a lo largo de los
bordes. Su clasificacién taxondmica suele ser compleja y laboriosa.*®

Pterogorgia sp.

3.6.1. Recoleccidn y extraccion.

El octocoral Pterogorgia sp., se recolecté por buceo con escafandra auténoma
en Cayo Tigre, Panama, a 10 m de profundidad. Una vez seco y molido se obtuvo 2.5
kg, que fueron macerados en acetona a temperatura ambiente. El disolvente se
renové periddicamente, y los extractos resultantes, una vez reunidos y filtrados, se
concentraron hasta obtener un residuo de 83.0 g de color verde oscuro.

3.6.2. Estudio cromatografico del extracto de Pterogorgia sp.

El extracto crudo de Pterogorgia sp. se fracciond mediante particion sucesiva
en Hexano:H,0, CH,Cl,:H,0 y EtOAc:H,0. Se separaron tres fracciones organicas:

P-H, 16.4 g, fraccién de hexano.
P-D, 61.2 g, fraccion de diclorometano.
P-Ac, 5.7 g, fraccién de acetato de etilo.

En base a sus espectros de RMN de H, las fracciones de diclorometano y
acetato de etilo (66.9 g) se combinaron y se purificaron por cromatografia Flash, en
una columna de 9.5 cm de didametro interno, compactada con gel de silice (Merck, art.
107741) hasta una altura de 19 cm. El extracto se aplicé adsorbido en gel de silice
(Merck, art. 107734), y se eluyé con mezclas de hexano y acetato de etilo con
polaridad creciente. El seguimiento de la separacién se realizdé tanto ccf, empleando
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oleum como revelador, como por RMN de 'H, lo que permitié agrupar el conjunto de
las fracciones como se indica en el esquema siguiente:

Pterogorgia spp.
(2.5 kg coral seco)
Extracto Crudo
(83.09)

Particién en
Diclorometanoy Ac. etilo

P-D + P-Ac
66.99

Cromatografia Flash en
gradiente de polaridad

Fracciéon A (| Fraccion B Fraccién D Fracciéon E Fracciéon F Fraccién G Fraccion I Fraccion J
Hex-15% 15-20% 30% 30% 30% 30% 50 % AcOEt-MetOH
701.4 mg 97.1 mg 262.0 mg 376.9 mg 3.2g 4249 53¢ 18.0g

Fracciéon C l Fraccion H
20% ‘ Homoancepsenolido, 146 (57.0 mg) J 40-50%
559 12,69
P4 (24.5 mg) J | P3 (22.7 mg) J P1 (15.2mg)
P2 (3.7 mg)
P5 (3.6 mg)

153 (19.9 mg)
Hidroxiancepsenolido, 143 (10.5 mg))|

Los productos en azul han sido aislados por primera vez en este estudio

Figura 3.6.1. Esquema del estudio cromatografico del octocoral Pterogorgia sp.

Estudio de la fraccion B (15-20%, 97.1 mg). El residuo B, por
cromatografia de exclusion molecular [sephadex LH-20 (@n= 2.5 cm y hgy= 30.0
cm)], dio una fraccidon que fue purificada por CLAR [Jaigel Sil-S-043-10 (20 x 250
mm), hexano-acetato de etilo al 15%, 3.5 mL/min, UV], para obtener el nuevo
producto P4 (24.5 mg, t.= 28.9 min).

Estudio de la fraccion D (30%, 262.0 mg). El residuo D, por cromatografia
de exclusién molecular [sephadex LH-20 (@n= 2.5 cm y hgeg= 30.0 cm)], dio una
fraccion que fue purificada por CLAR [Jaigel Sil-S-043-10 (20 x 250 mm), hexano-
acetato de etilo al 25%, 3.5 mL/min, UV, t.= 36.4 min], para obtener 22.7 mg del
nuevo producto P3.

Estudio de la fraccion E (30%, 376.9 mg). Se obtuvo el producto
homoancepsendlido (146),'3® por cromatografia de exclusién molecular [sephadex LH-
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20 (@ne= 2.5 cm y hgg= 30.0 cm)], seqguido de CLAR [Jaigel Sil-S-043-10 (20 x 250
mm), hexano/acetato de etilo al 25%, 3.5 mL/min, UV, 57.0 mg, t.= 31.5 min].

Estudio de la fraccion I (50%, 5.3 g). La mezcla I se fracciond por
cromatografia de exclusién molecular [sephadex LH-20 en una columna de @.= 5.0
cm y hge= 60.0 cm], para obtener un residuo de 246.0 mg que se purificd por CLAR,
lo que permitid aislar los productos siguientes: 153'°° (19.9 mg, t.= 30.7 mg);
hidroxiancepsenolido (143)** (10.5 mg, t.= 48.6 min); P1 (15.2 mg, t.= 37.2 min);
P2 (3.7 mg, t.= 41.5 min) y P5 (3.6 mg, t.= 26.3 min), [Jaigel Sil-S-043-10 (20 x
250 mm), hexano-acetato de etilo 6:4, 3.5 mL/min, UV].

A continuacion se relacionan los productos con nuevas estructuras quimicas
caracterizadas en este estudio, con detalle de sus respectivas constantes fisicas,
espectrometria de masas y datos espectroscdpicos de RMN *H (500 MHz, CDCls) y de
RMN 3C (125.7 MHz, CDCls).

3.6.3. Datos experimentales obtenidos de los compuestos aislados de
Pterogorgia sp.

P1

Solido blanco amorfo.

[a]®° -24 (c 0.63, CHCls).

IR (pelicula) vmax 3373, 1766, 1729 cm™.

EM (IE, 70eV) m/z (%) 380 [M]* (11), 362 [M-H,0]* (5), 265 [M-CsH,05]" (61).
EMAR m/z [M]* 380.2565 (calculado para C,,H3505, 380.2563), [M-H,0]" 362.2440
(calculado para Cy;H3404, 362.2457), [M-CsH,05]" 265.2169 (calculado para Ci7H»505,
265.2168).

RMN 'H (500 MHz, CDCl;) 5 1.25 (2H, m, H-17), 1.39 (3H, d, J = 6.8 Hz, H-6), 1.42
(3H, d, J = 6.5 Hz, H-6"), 1.51 (2H, m, H-8), 1.65 (1H, m, H-18), 1.79 (1H, m, H-
18), 2.22 (2H, m, H-7), 2.51 (1H, dddd, J = 4.9, 4.9, 9.9, 9.9 Hz, H-3"), 4.31 (1H,
dd, J = 3.2, 4.7 Hz, H-4"), 4.43 (1H, dddd, J = 3.2, 6.5, 6.5, 6.5 Hz, H-5"), 4.99 (1H,
dddd, 7 = 1.7, 6.8, 6.8, 6.8 Hz, H-5), 6.99 (1H, dd, J = 1.6, 3.1 Hz, H-4).

RMN '3C (125.7 MHz, CDCl3) 5 13.7 (CH;, C-6"), 19.1 (CH3, C-6), 23.3 (CH,, C-18),
25.1 (CH,, C-7), 27.3 (CH,, C-8), 27.5 (CH,, C-17), 47.6 (CH, C-3"), 71.2 (CH, C-4"),
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77.4 (CH, C-5), 78.7 (CH, C-5"), 134.4 (C, C-3), 148.9 (CH, C-4), 174.1 (C, C-2),
177.4 (C, C-2").

Conversion de 153 en P1. En un balén de 5 mL de capacidad se disolvié 19.4
mg del producto 153 en 3.0 mL de CH3;0H. A la mezcla se le afadié unas gotas de HCI
concentrado, se mantuvo 8 horas a reflujo y luego a temperatura ambiente durante 5
dias. La mezcla de reaccién se diluyd con agua destilada y se extrajo con éter etilico.
La fase organica se lavé con una disolucion saturada de bicarbonato sédico, se secd
con sulfato sédico anhidro y una vez evaporado el disolvente se obtuvo 16.1 mg de la
lactona P1.

Transformacion de P1 en ancepsenolido (142). Al producto P1 (5.4 mg),
en un balén de 2 mL, se afadid piridina (0.5 mL) y POCl; (10 pL). La mezcla, después
de 12 h de agitacién a 25°C, se diluy6 con agua y se extrajo con éter etilico. La fase
organica se lavd con acido clorhidrico diluido, agua desilada y se secé (MgSQ,). Una
vez evaporado el disolvente, el residuo obtenido se purificé en columna de gel de silice
para obtener ancepsenolido (142) (3.8 mg).

P2

Solido blanco amorfo.

[a1*®p -22 (c 0.32, CHCI5).

IR (pelicula) vmax 3419, 1734 cm™.

EM (IE, 70eV) m/z (%) 380 [M]* (20), 362 [M-H,0]" (98), 265 [M-CsH,03]" (100).

EMAR m/z [M]* 380.2575 (calculado para C,,H360s5, 380.2563), [M-H,O]" 362.2469
(calculado para C,,H3404, 362.2457), [M-CsH,03]* 265.2175 (calculado para Ci7H»505,
265.2168).

RMN 'H (500 MHz, CDCIl;) 3 1.40 (3H, d, J = 6.7 Hz, H-6), 1.40 (3H, d, J = 6.7 Hz,
H-6"), 1.57 (2H, m, H-8), 1.57 (2H, m, H-17), 1.57 (1H, m, H-18), 1.79 (1H, m, H-
18), 2.26 (2H, m, H-7), 2.54 (1H, ddd, J = 3.6, 6.2, 8.3 Hz, H-3"), 4.21 (1H, dd, J =
4.3,4.3 Hz, H-4"), 4.62 (1H, dddd, J = 4.6, 6.7, 6.7, 6.7 Hz, H-5"), 4.99 (1H, dddd, J
= 1.6, 6.7, 6.7, 6.7 Hz, H-5), 6.99 (1H, dd, J = 1.5, 3.0 Hz, H-4).

RMN 3C (125.7 MHz, CDCls) 5 13.7 (CH5, C-6"), 19.2 (CH3, C-6), 25.2 (CH,, C-7),
27.2 (CH,, C-8), 27.4 (CH,, C-18), 28.4 (CH,, C-17), 49.1 (CH, C-3"), 74.1 (CH, C-
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4"y, 77.4 (CH, C-5), 78.1 (CH, C-5"), 134.3 (C, C-3), 148.9 (CH, C-4), 174.0 (C, C-
2), 177.5 (C, C-2").

Transformacion de P2 en ancespenolido (142). Siguiendo el mismo
proceso descrito para P1, 11.8 mg de P2 se transformaron en 11.0 mg del producto
deshidratado (143).

P3

Solido blanco amorfo.

Ci6H33,,
' o [a]?*°5 +7 (c 0.88, CHCI5).

HOS IR (pelicula) vmax 3420, 1732 cm™,

EM (IE, 70eV) m/z (%) 340 [M]* (2), 323
[M-OH]* (<1), 312 [M-CO]* (5).

EMAR m/z [M]* 340.2983 (calculado para C,1H4003, 340.2977).

RMN 'H (500 MHz, CDCl;) 5 0.87 (3H, dd, J = 6.6, 6.6 Hz, H-22), 1.25 (2H, m, H-
21), 1.29 (2H, m, H-20), 1.33 (3H, d, J = 6.8 Hz, H-6), 1.45 (2H, m, H-8), 1.69 (1H,
m, H-7), 1.79 (1H, m, H-7), 2.59 (1H, ddd, J = 5.4, 5.4, 10.6 Hz, H-4), 4.17 (1H, dd,
J =0.0, 5.5 Hz, H-4), 4.50 (1H, dddd, J = 0.0, 6.8, 6.8, 6.8 Hz, H-5).

RMN '3C (125.7 MHz, CDCI3) 5 14.1 (CH;, C-22), 18.0 (CH3, C-6), 22.6 (CH,, C-21),
23.3 (CH,, C-7), 27.6 (CH,, C-8), 31.9 (CH,, C-20), 43.7 (CH, C-3), 73.8 (CH, C-4),
82.5 (CH, C-5), 177.4 (C, C-2).

Acetilacion de P3. En un balén de 2 mL de capacidad, que contiene 4.9 mg de
P3, se afiadié 1.0 mL de CsHsN y 0.2 mL Ac,0. Después de 16 h a 25°C, la mezcla de
reaccion se hidrolizé y se extrajo con con EtOAc. La fase organica, después de lavada
con HCI al 5% y agua destilada se sec6 (Na,SQ,), para obtener, previa evaporacion
del disolvente, 5.5 mg de P3-a.

P4

Solido blanco amorfo.

Ci6H33
| o [a]?°p +22 (c 1.1, CHCI5).

IR (disolucién) vmax 1743 cm™.

EM (IE, 70eV) m/z (%) 322 [M]* (25), 294

(100).
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EMAR m/z [M]* 322.2866 (calculado para C,;H350,, 322.2872).

RMN 'H (500 MHz, CDCls) 5 0.86 (3H, dd, J = 6.8, 6.8 Hz, H-22), 1.25 (2H, m, H-
21), 1.29 (2H, m, H-20), 1.36 (3H, d, J = 6.8 Hz, H-6), 1.51 (2H, m, H-8), 2.24 (2H,
dd, J = 7.2, 7.2 Hz, H-7), 4.95 (1H, dddd, J = 1.6, 6.7, 6.7, 6.7 Hz, H-5), 6.97 (1H, s,
H-4).

RMN '3C (125.7 MHz, CDCl;) & 14.1 (CHs5, C-22), 19.2 (CH3, C-6), 22.6 (CH,, C-21),
25.2 (CH,, C-7), 27.5 (CH,, C-8), 31.9 (CH,, C-20), 76.8 (CH, C-5), 134.3 (CH, C-3),
148.9 (CH, C-4), 173.9 (C, C-2).

P5

Soélido blanco amorfo.

[a]1?*°5 -128 (c 0.18, CHCIs).

IR (disolucién) vmax 1743 cm™.

EM (IE, 70eV) m/z (%) 482 [M]* (<1),
422 [M-AcOH]* (48), 404 [M-AcOH-H,0]" (49), 362 [M-2AcOH]* (60), 335 (100).

EMAR m/z [M]* 482.2870 (calculado para Cy¢H4>0g, 482.2880), [M-AcOH]" 422.2652
(calculado para Cy4H3g06, 422.2668), [M-AcOH-H,0]* 404.2581 (calculado para
Cy4H3605, 404.2563), [M-2AcOH]* 362.2455 (calculado para Cy,H34,04, 362.2457).

RMN 'H (500 MHz, CDCl;) 5 1.18 (3H, d, J = 6.4 Hz, H-6"), 1.40 (3H, d, J = 6.8 Hz,
H-6), 1.51 (1H, m, H-18), 1.53 (2H, m, H-8), 1.61 (1H, m, H-18), 2.05* (3H, s, 4"-
OCOCHs), 2.10* (3H, s, 5'-OCOCH5;), 2.27 (2H, m, H-7), 2.72 (1H, ddd, J = 3.8, 8.6,
9.8 Hz, H-3"), 5.08 (1H, m, H-5), 5.10 (1H, dddd, J = 3.5, 6.4, 6.4, 6.4 Hz, H-5"),
5.19 (1H, dd, J = 3.4, 8.5 Hz, H-4"), 6.98 (1H, dd, J = 1.6, 3.1 Hz, H-4).

RMN ®3C (125.7 MHz, CDCl3) & 16.3 (CH;, C-6"), 19.2 (CH5;, C-6), 20.7* (5'-
OCOCH3), 20.9* (4°'-OCOCHs), 25.2 (CH,, C-7), 28.4 (CH,, C-8), 28.4 (CH,, C-18),
46.1 (CH,, C-37), 69.4 (CH, C-5"), 74.2 (CH, C-4"), 76.4 (CH, C-5), 134.4 (C, C-3),
148.9 (CH, C-4), 170.3 (4 -OCOCH3), 170.3 (5 -OCOCHs), 175.6 (C, C-2), 175.6 (C,
c-27).

*Intercambiables.

Conversion de P5 en P2. En un matraz de 5 mL de capacidad, que contiene
3.2 mg de P5 disuelto en 3.0 mL de metanol, se afadid6 unas gotas de acido
clorhidrico concentrado. Después de 8 h a reflujo y 12 h a 25°C, la mezcla se diluyd
con agua destilada y se extrajo con éter etilico. La fase orgdnica se lavé con agua
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destilada y se secé (MgS0,). Una vez evaporado el disolvente, el residuo obtenido se
purificé en columna de gel de silice para obtener 2.1 mg de P2.

Transformacion de hidroxiancepsenolido (143) en ancepsenolido
(142). A 3.8 mg de 143 se afiadid POCl; (10 pL) y piridina (0.5 mL) a temperatura
ambiente. La mezcla se mantuvo en agitacion durante 12 horas. Finalizada Ia
reaccion, y siguiendo el procedimiento de extraccién y purificacién antes indicado, se
obtuvo 3.5 mg de 142.

Preparacion de los complejos 2,2,2-trifluoro-1-(9-antril)etanol de P1.'*’

Se prepararon dos tubos de RMN de 5 mm con 1.0 mg de P1 disuelto en 0.5 mL de
CDCl3, a los que se le agregaron cantidades crecientes (6 y 12 equivalentes de (R)- o
(5)-2,2,2-trifluoro-1-(9-antril)etanol. Se tomaron espectros de RMN de 'H (500 MHz)
a 269C, -20°C y -33°C.

Preparacion de los complejos 2,2,2-trifluoro-1-(9-antril)etanol de P2,
P4 y homoancepsenolido (146). Se siguid el procedimiento experimental antes
descrito.
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Conclusiones

Se describe el estudio quimico de tres especies marinas: un alga roja y dos
invertebrados. Del conjunto de las tres especies se caracterizaron 68 productos
de los cuales 34 son nuevos metabolitos secundarios.

Como la mayoria son halogenados, en la Introduccién describimos las
estrategias de halogenacion que utiliza la Naturaleza, asi como una recopilacion
bibliografica de productos derivados de chamigreno, y de metabolitos y-
lacténicos derivados de acidos grasos aislados de octocorales.

Los productos nuevos caracterizados de L. majuscula derivan de cuatro
esqueletos: gomerano, rhodolaurano, a-chamigreno y esqueleto degradado
derivado de chamigreno. Los productos nuevos caracterizados A. dactylomela
derivan de seis esqueletos: aplysiano, a- y p-chamigreno, bisaboleno,
ciclobisaboleno, esqueleto irregular derivado de bisaboleno y esqueleto
degradado derivado de bisaboleno.

Las algas del género Laurencia, y determinados géneros de plantas terrestres,
tienen en comun la capacidad de biosintetizar sesquiterpenos policiclicos por
ciclacion interna de chamigreno. Sin embargo, dicho proceso transcurre por
mecanismos de reaccién diferenciados, por lo que hemos propuesto una ruta
biogenética que establece la Clase I, para englobar los productos de origen
marino, y la Clase II para los de origen terrestre.

La caracterizacion de aplysiadactydiol (A5), producto de biogénesis irregular de
Aplysia dactylomela, nos facilité la via para proponer una biogénesis coherente
para los productos de esqueletos reagrupados y degradados derivados de
bisaboleno.

La caracterizacion estructural de C-dilactonas diasteroisoméricas, obtenidas de
Pterogorgia sp., nos permitié establecer reglas empiricas, basadas en RMN de
13C, para determinar la estereoquimica relativa de 3-alquil-4-hidroxi-5-metil-2
(5H)-dihidrofuranonas, una unidad y-lactona presente en muchos productos
naturales y sintéticos bioactivos. Proponemos una ruta biogenética para los
sistema dilactdnicos via oxidacidon de acidos grasos de cadena larga (C16:0 y
C18:0).
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10.

Hemos extendido el método de Latypov, disefado para asignar la
configuracion absoluta de acetogeninas de Annonaceae, para aplicarlo a la
determinacién de la configuracién absoluta de butenolidas quirales, contenidas
en diversidad de productos naturales, tales como: sesquiterpenos, diterpenos y
di-y-lactonas derivados de &cidos grasos de cadena larga.

Las gomerolactonas, la chamigrenolactona y un reducido nimero de derivados
chamigrénicos, se caracterizan por ser los Unicos ejemplos de metabolitos
chamigrénicos desprovistos de halégenos, por lo que seria mas preciso
establecer el esqueleto chamigreno como marcador taxonémico de Laurencia,
mas que sus derivados halogenados.

La diversidad estructural de metabolitos de L. majuscula y A. dactylomela, nos
ha impulsado a explorar su posible actividad bioldgica en los bioensayos
siguientes:

Citotoxicidad frente a tres lineas celulares: He-La (carcinoma humano de
Utero), Hep-2 (carcinoma humano de laringe) y Vero (células de rifidn de mono
africano verde).

Busqueda de agentes estabilizadores y desestabilizadores de microtubulos.

Estudio de regeneracién de células beta-pancreaticas.

Los estudios de toxicidad apoyan la hipétesis de que las liebres de mar utilizan
la acetilacidn, la deshalogenacion y la degradacion de determinados productos,
como una estrategia de destoxificacion para almacenar determinados
metabolitos que proceden de la dieta, lo que sugiere una mejora evolutiva en
su capacidad de adaptacién al medio.
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Figura 5.1.1. Espectros de RMN de 'H y *C de Gomerona A, L1 (500 MHz, CgD).
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Figura 5.1.2. Espectros de RMN de HMBC y NOESY de Gomerona A, L1 (500 MHz,
CsDG).
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Figura 5.1.3. Espectros de RMN de 'H y *C de Gomerona B, L2 (500 MHz, CDCl;).
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Figura 5.1.4. Espectros de RMN de HMBC y NOESY de Gomerona B, L2 (500 MHz,
CDCls).
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Figura 5.1.5. Espectros de RMN de 'H y *C de Gomerona C, L3 (500 MHz, CDCls).
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Figura 5.1.6. Espectros de RMN de HMBC y NOESY de Gomerona C, L3 (500 MHz,
CDCls).
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Figura 5.1.7. Espectros de RMN de 'H y *C de L4 (500 MHz, CDCls).
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Figura 5.1.8. Espectros de RMN de HMBC y NOESY de L4 (500 MHz, CDCIs).

%

T
S N
o o

D
o

o
‘mqm

©
o

,_.
o
)
ppm

=
N
o

=1

=2
RRARRRARERARSN SRS
‘ H‘

IS

S

=
[<2]
o

=
2]
o

T TTTT
I\)‘ [

w

-
ppm

TTTT T TTT
CD‘ (53]

~

7 6 5 4 3 2 1 0
ppm

254



Apéndice

Figura 5.1.9. Espectros de RMN de 'H y *C de Gomerolactona A, L5 (500 MHz,
CDCly).
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Figura 5.1.10. Espectros de RMN de HMBC y NOESY de Gomerolactona A, L5 (500
MHz, CDCls).
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Figura 5.1.11. Espectros de RMN de 'H y *3C de Gomerolactona B, L6 (500 MHz,
CDCly).
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Figura 5.1.12. Espectros de RMN de HMBC y NOESY de Gomerolactona B, L6 (500
MHz, CDCls).
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Figura 5.1.13. Espectros de RMN de 'H y *3C de Gomerolactona C, L7 (500 MHz,

CDCls).
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Figura 5.1.14. Espectros de RMN de HMBC y NOESY Gomerolactona C, L7 (500 MHz,
CDCl3).
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Figura 5.1.15. Espectros de RMN de 'H y *3C de Gomerolactona D, L8 (500 MHz,
CDCly).
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Figura 5.1.16. Espectros de RMN de HMBC y NOESY de Gomerolactona D, L8 (500
MHz, CDCls).
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Figura 5.1.17. Espectros de

RMN de *H y *3C de L9 (500 MHz, CDCl5).

n —=o — < owmso N SN —HO0O00—Q [N}
N O — O S Vwlmwnwn Y MMM ON—A—O e Re)
N ©v © o IR A NN NN NN -
RS - NS e Y
|
|
Br
|
|
I
" J H‘ M
T T T T T T T T T T T T e
7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5 0
ppm
o] < o ] ™
o N ® © ™ —“O QWO © o nNMm-N O
a S S o Mme”RYY < a Mmoaa-
o)} n < ™M — NNOVOVOO — N - NWOO ©
— - — — NNNNN © n <+ mmNN —
[ e \ N0 N
|
[
|
|
| | | |
. I [ N " " n " " 4l | J\,L ‘ h
L e e
220 200 180 160 140 120 100 80 40 20
ppm

263



Tesis doctoral, M@ Inmaculada Brito Garcia

Figura 5.1.18. Espectros de RMN de HMBC y NOESY de L9 (500 MHz, CDCls;).
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Figura 5.1.19. Espectros de RMN de 'H y *C de L10 (500 MHz, CDCls).
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Tesis doctoral, M@ Inmaculada Brito Garcia

Figura 5.1.20. Espectros de RMN de HMBC y NOESY de L10 (500 MHz, CDCls;).
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Figura 5.1.21. Espectros de RMN de 'H y *3C de L11 (500 MHz, CDCls).
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Tesis doctoral, M@ Inmaculada Brito Garcia

Figura 5.1.22. Espectros de RMN de HMBC de L11 (500 MHz, CDCl3).
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Figura 5.1.23. Espectros de RMN de 'H y *3C de L12 (500 MHz, CDCls).
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Tesis doctoral, M@ Inmaculada Brito Garcia

Figura 5.1.24. Espectros de RMN de HMBC de L12 (500 MHz, CDCl3).
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Figura 5.1.25. Espectros de RMN de 'H y *C de L13 (500 MHz, CDCls).
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Tesis doctoral, M@ Inmaculada Brito Garcia

Figura 5.1.26. Espectros de RMN de 'H y *3C de L14 (500 MHz, CDCls).
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Figura 5.1.27. Espectros de RMN de HMBC de L14 (500 MHz, CDCls;).
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Tesis doctoral, M@ Inmaculada Brito Garcia

Figura 5.1.28. Espectros de RMN de 'H y *°C de L15 (500 MHz, CDCls).
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Figura 5.1.29. Espectros de RMN de 'H y *3C de L16 (500 MHz, CDCls).
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Tesis doctoral, M@ Inmaculada Brito Garcia

Figura 5.1.30. Espectros de RMN de HMBC y NOESY de L16 (500 MHz, CDCls;).

Ll LJ“

),

(==}

L=l

=
N
o

= =
o N
S s}

=
©
o

L

T [T I
Ny
o
o

=

mw\m‘\m‘m\‘mwm‘\uWm‘mwm‘\m“u
ppm

7

276

6

5

4
ppm

3

2

1

O —rrrrrrr

ppm



5.2. Espectros de RMN de los metabolitos
aislados de Aplysia dactylomela

(La Palma)



Apéndice

Figura 5.2.1. Espectros de RMN de 'H y *C de Ap-1 (500 MHz, CDCls).
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Tesis doctoral, M@ Inmaculada Brito Garcia

Figura 5.2.2. Espectros de RMN de HMBC y NOESY de Ap-1 (500 MHz, CDCls).
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Figura 5.2.3. Espectros de RMN de 'H y 3C de Acetildescloroelatol, A1 (500 MHz,
CDCly).

n AOMNOLNIN T LT OO OFTMOONLOVNOONN—-HONON
N NNNNANNNG G N LNLWN YowsEMMowoRhwVwOWInO O
~N DWW WDS S 5 5 3 NNNNNANNS A oA
g T A VR AR
I
|
|
[
I |
i I | B
T T T T T T T T T T T T T
0
ppm
© I%0) < M
— o N < © NOQW= O TO YOO TN
o — o o mowv<so o aY NN MmooH
N < ™ — NNOOY M OM VONINTM—HO
— — — — NININSIN S ©o tF MmN NNNANN
T I N T T NS e
|
h
‘ \
| |
|
|
|
L L e e e e . e e
180 160 140 120 100 80 60 40 20 0

ppm

281



Tesis doctoral, M@ Inmaculada Brito Garcia

Figura 5.2.4. Espectros de RMN de HMBC y NOESY de Acetildesclororelatol, A1 (500

MHz, CDCl3).
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Figura 5.2.5. Espectros de RMN de 'H y *C de Acetilelatol, A2 (500 MHz, CDCls).
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Tesis doctoral, M@ Inmaculada Brito Garcia

Figura 5.2.6. Espectros de RMN de 'H y **C de Desclorobromocaespitol, A3 (500
MHz, CDCl).
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Figura 5.2.7. Espectros de RMN de HMBC y NOESY de Desclorobromocaespitol, A3

(500 MHz, CDCls).
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Tesis doctoral, M@ Inmaculada Brito Garcia

Figura 5.2.8. Espectros de RMN de H y '3C de Desclorobromocaespitenona, A4 (500
MHz, CDCl).

LN — O N O ~N O DOV —HODONODTONON
N @R Q5 00 SoqahovoTmMmMN
~ \.‘D/\.D L‘n/m mnwn NN oA

- LT
|
|

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
ppm
© — © NN
© ~ oo} ~N W NANMONO - aNnNNNMNO
o < v} NS XM QRO noan~n—aov
[<)] n ™ NN HINNN OO A oIt m
— — — — COINTISNSINININTS StTMANNNNN
\ % teee Y L
|
| ‘\
|
|
| |
‘ !
— ok somsthllome
L |
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20

ppm

286



Apéndice

Figura 5.2.9. Espectros de RMN de 'H y *C de Aplysiadactydiol, A5 (500 MHz, CDCls)
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Tesis doctoral, M@ Inmaculada Brito Garcia

Figura 5.2.10. Espectros de RMN de HMBC y NOESY de Aplysiadactydiol, A5 (500
MHz, CDCl3).
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Figura 5.2.11. Espectros de RMN de 'H y *3C de Furocaespitanolactol, A6 (500 MHz,

CDCls).
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Tesis doctoral, M@ Inmaculada Brito Garcia

Figura 5.2.12. Espectros de RMN de HMBC de Furocaespitanolactol, A6 (500 MHz,
CDCl3).
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Figura 5.2.13. Espectros de RMN de 'H y '3C de A7 (500 MHz, CDCls).
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Tesis doctoral, M@ Inmaculada Brito Garcia

Figura 5.2.14. Espectros de RMN de HMBC de A7 (500 MHz, CDCI5).
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5.3. Espectros de RMN de los metabolitos
aislados de Aplysia dactylomela

(La Gomera)
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Figura 5.3.1.

Espectros de RMN de 'H y

13C de Aplysianotriol, A8 (500 MHz, C¢Ds).
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Tesis doctoral, M@ Inmaculada Brito Garcia

Figura 5.3.2. Espectros de RMN de HMBC y NOESY de Aplysianotriol, A8 (500 MHz,
CeDs).
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Figura 5.3.3. Espectros de RMN de 'H y *C de A9 (500 MHz, CDCls).
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Tesis doctoral, M@ Inmaculada Brito Garcia

Figura 5.3.4. Espectros de RMN de HMBC y NOESY de A9 (500 MHz, CDCls;).
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Figura 5.3.5. Espectros de RMN de 'H y *C de A10 (500 MHz, CDCls).
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Tesis doctoral, M@ Inmaculada Brito Garcia

Figura 5.3.6. Espectros de RMN de HMBC y NOESY de A10 (500 MHz, CDCl3).
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Figura 5.3.7. Espectros de RMN de 'H y *C de A11 (500 MHz, CDCls).
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Figura 5.3.8. Espectros de RMN de HMBC y NOESY de A11 (500 MHz, CDCl5).
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Figura 5.3.9. Espectros de RMN de 'H y *C de A12 (500 MHz, CDCls).
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Figura 5.3.10. Espectros de RMN de HMBC y NOESY de A12 (500 MHz, CDCIs).
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5.4. Espectros de RMN de los metabolitos

aislados de Pterogorgia sp.
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Figura 5.4.1. Espectros de RMN de 'H y *C de P1 (500 MHz, CDCls).
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Figura 5.4.2. Espectros de RMN de HMBC y NOESY de P1 (500 MHz, CDCls).
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Figura 5.4.3. Espectros de RMN de 'H y *C de P2 (500 MHz, CDCls).
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Figura 5.4.4. Espectros de RMN de HMBC y NOESY de P2 (500 MHz, CDCls).
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Figura 5.4.5. Espectros de RMN de 'H y *C de P3 (500 MHz, CDCls).
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Figura 5.4.6. Espectros de RMN de HMBC y NOESY de P3 (500 MHz, CDCls).
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Figura 5.4.7.

Espectros de RMN de 'H y *C de P4 (500 MHz, CDCls).
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Figura 5.4.8. Espectros de RMN de HMBC y NOESY de P4 (500 MHz, CDCls).
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Figura 5.4.9. Espectros de RMN de 'H y *C de P5 (500 MHz, CDCls).
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Figura 5.4.10. Espectros de RMN de HMBC y NOESY de P5 (500 MHz, CDCls;).
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