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Resumen

Desde 1950 las investigaciones sobre aislamiento y la elucidacién estructural de
compuestos marinos han tomado gran importancia a tal punto que en la actualidad
se conocen mas de 18,000 sustancias bioactivas aisladas de organismos marinos,
principalmente holoturias, esponjas, octocorales y tunicados, siendo las esponjas
las fuentes mas estudiadas y prometedoras de nuevas sustancias potenciales para
el desarrollo de farmacos.

Los metabolitos secundarios de las esponjas marinas del orden Verongiida han
mostrado gran interés debido a que son fuente de productos naturales bioactivos.
Las esponjas del género Aplysina se caracterizan por presentar una gran variedad
de compuestos derivados de la dibromotirosina.

Los ejemplares se recolectaron en Punta Arena de la Ventana, B.C.S., México. (23°
59'N 'y 109°49'0). La identificacién taxondmica se realizd por la Biol. Patricia Gomez
del ICMyL-UNAM.

Se recolectaron 1.44 kg de esponja, peso humedo, que se secaron por medio de
liofilizacién, obteniéndo 322 g de material seco liofilizado. Una muestra de 250 g se
realizd la extracciéon por percolacion con disolventes de polaridad ascendente
(hexano, diclorometano, acetona y metanol).

Para la separaciéon de los componentes se usaron técnicas cromatograficas
convencionales [cromatografia en columna (CC) y cromatografia en capa fina

preparativa (CCFp)] y para la identificacibn de los componentes: técnicas

espectroscopicas principalmente RMN 'H y '3C, y espectrometria de masas (EM).

Se aislaron e identificaron espectroscopicamente nueve acidos grasos (acido
tetradecanoico, acido pentadecanoico, acido 11-hexadecenoico, acido
hexadecanoico, acido heptadecanoico, acido 13-heptadecenoico, acido 9-
octadecenoico, acido nonedecanoico y acido 13-nonedecenoico); cinco esteroles
(colest-5-en-3-0l (colesterol), ergosta-5,22-dien-3-ol, ergosta-5-en-3-ol, 25-
dehydroaplysterol y aplysterol); nueve compuestos derivados de la bromotirosina
(aerothionina, fistularina-3, aplysindlida, las lactonas 18, 20 y 21, el acido 19,
aeroplysinina-2 y subereafenol B) y tres derivados de bases nitrogenadas (timina,

uracilo y timidina).
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Abreviatura
°C
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CCFa
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l. Introduccion

En los ultimos afos, el desarrollo de nuevas técnicas de aislamiento e identificacidon
de compuestos quimicos organicos y el nivel de las investigaciones mundiales han
ido en crecimiento, lo que ha ocasionado que los trabajos en el area de los productos
naturales se hayan incrementado considerablemente dentro del campo de la

quimica (Brizuela et al., 1998).

En un inicio los estudios de metabolitos secundarios se centraron en los
bisintetizados por plantas y microorganismos y aunque han resultado una excelente
fuente de metabolitos bioactivos (Cragg, 2008) desde 1950 las investigaciones
sobre aislamiento y la elucidacion estructural de compuestos marinos han tomado
gran importancia a tal punto que en la actualidad hay mas de 18,000 sustancias

bioactivas aisladas de organismos marinos (Cragg, 2008; Patifio, 2013).

Los invertebrados marinos constituyen un grupo de organismos en los que se ha
encontrado una fuente muy importante de sustancias bioactivas, las cuales en
muchos casos se producen como mecanismos de defensa (Pifeiro, 2000).
Actualmente, diversos compuestos quimicos han sido aislados de holoturias,
esponjas, octocorales y tunicados (Hatakeyama et al., 1999, Clark 2000, EI-Gamal
et al., 2004, Wang et al., 2004). Muchos de estos organismos son de cuerpos
blandos y relativamente vulnerables ante depredadores, por lo que las defensas
especialmente quimicas pueden ser muy importantes para ellos (Paul, 1992).
Siendo las esponjas las fuentes mas prometedoras de nuevas sustancias para el

desarrollo de farmacos (Munro, 1999).




Introduccion

En México, el estudio de los productos naturales derivados de esponjas se inicio
entre las décadas de los 70 y 80 del siglo pasado, por el Dr. Gerardo Green del
Instituto de Ciencias del Mar y Limnologia (Green y Bakus, 1975; Green, 1977a;
Green et al., 1990) y los Drs. Tirso Rios Castillo y Leovigildo Quijano del Instituto de
Quimica de la UNAM (Quijano et al., 1994). Posteriormente, otros investigadores
realizaron algunos trabajos sobre el mismo tema (Cruz-Sosa et al., 1990; Carballo
et al., 2006; Hernandez-Guerrero et al., 2006 y 2007; Hernandez-Guerrero, 2007;
Zubia et al., 2008).

Diversos estudios indican que esponjas del género Aplysina tienen una gran
importancia farmacoldgica (Kazanjian y Farifias, 2006), debido a que contienen
altas concentraciones de metabolitos bromados (hasta el 13% del peso seco) con

actividad antimicrobiana, actividad citotdxica y con caracteristicas antidepredadoras

(Hentschel et al., 2001). Aplysina clathrata es una esponja de reciente descripcidon

(Cruz-Barraza et al., 2012), por lo que en el presente trabajo se describe, por

primera vez, el perfil quimico de dicha esponja.




Aplysina clathrata

Il. Generalidades

[I.L1 Phylum Porifera

Las esponjas son animales relativamente simples y se les considera uno de los
grupos mas primitivos, evolutivamente hablando, de todos los metazoarios (Gomez,
2002). Se les ubica en el subreino Parazoa ya que son animales que carecen de
verdaderas capas embrionarias (Brusca y Brusca, 2005) y presentan células
totipotenciales. Ademas se distinguen de los protozoos por presentar estructuras
pluricelulares, y de los eumetazoos por la ausencia de verdaderos tejidos y por
poseer un sistema alimentario acuifero muy bien desarrollado y unico en los
animales (Marshall y Williams, 1985). Este sistema de filtracion es una caracteristica
que los distingue de los demas animales y esta constituido por un amplio sistema
de poros y canales a través de todo su cuerpo, por donde circula una corriente
continua de agua, potenciada por la accién de células flageladas peculiares,
llamadas coanocitos. De ahi proviene su nombre cientifico derivado del latin porus,

que significa poro, y ferre, llevar (CONABIO, S.F.).

Particularmente el Phylum Porifera constituye uno de los grupos de invertebrados
con mayor biodiversidad y mas abundantes del planeta, con aproximadamente
8,350 especies (van Soest et al., 2012) aunque se ha estimado que el numero puede
superar las 15,000 (van Soest, 2007). Es uno de los grupos mas abundantes y
diversos entre las comunidades litorales, se presentan en cualquier profundidad,
desde la zona intermareal hasta la zona hadal (8000m), y desde los polos hasta los
tropicos (Laubenfels, 1950). Una caracteristica comun de las esponjas es la de

exhibir una gran variedad de formas que incluyen toda la gama de colores, son muy
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exitosas compitiendo por el espacio, participan en la produccion primaria y en la
nitrificacion mediante asociaciones simbidticas (con cianobacterias, zooxantelas,
diatomeas, zooclorelas, algas y bacterias); intervienen en los procesos de
bioerosion y calcificacion, también participan en la filtracion de particulas
suspendidas en la columna de agua por lo cual algunas especies se consideran
como indicadoras de contaminacién (Alcolado y Herrera, 1987). Asi mismo, algunas
esponjas sintetizan sustancias bioactivas que han atraido el interés en el area de la
farmacologia y productos naturales (Wilkinson, 1987). También confieren proteccion
a sus simbiontes contra la depredacion por medio de las estructuras esqueléticas y
la sintesis de sustancias toxicas (Westinga y Hoetjes, 1981; Hendler, 1984). S

actividad filtradora de plancton y particulas organicas es una fuente constante de

alimento para algunos de sus hospederos (Westinga y Hoetjes, 1981).

Por otra parte la comercializacién de las esponjas se basa principalmente en
aplicaciones como: embalaje, en farmacologia y como elementos de limpieza. En el
embalaje han tenido una gran demanda debido a su alta resistencia, durabilidad,

comprensibilidad, elasticidad y absorcidon. En farmacologia son motivo de

investigacién de sus compuestos para la elaboracién de antivirales, antitumorales y

antibioticos destinados al tratamiento de diversas enfermedades (Galeano-Garcia

et al, 2007).

En México no existe una explotacion de las esponjas como tal, si bien, algunos
pescadores las recolectan o explotan clandestinamente, en diferentes estados se
prohibe su extraccion (Torruco-Gémez y Gonzalez-Solis, 2010). Sin embargo, por

falta de estudios se desconoce su abundancia y estado de conservacion en costas
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mexicanas. En la NOM-059 (categoria de riesgo) no existe ninguna especie de este
grupo taxondémico bajo proteccion (Torruco-Goémez y Gonzalez-Solis, 2010;

SEMARNAT, 2010).

En la actualidad, la taxonomia de los Porifera esta basada principalmente en la
morfologia de sus elementos esqueléticos (espiculas) y en su disposicion en el
cuerpo de la esponja. Sin embargo, el poco conocimiento que se tiene sobre los
procesos de formacion de espiculas y la verdadera funcion de estas en el esqueleto,
dificulta el uso de estos caracteres (Uriz et al.,, 2003). Ademas las esponjas
presentan una escasa diferenciacion celular que les confiere una gran plasticidad,
con capacidad para adaptarse a distintos ambientes llevando implicita una gran
variabilidad entre individuos de una misma especie, lo cual afecta los caracteres

morfoldgicos utilizados en su clasificacion (Erpenbeck y Wérheide, 2007).

[I.2 Morfologia general

Los poriferos o esponjas son metazoos, con simetria radial primaria que en la
mayoria de los casos llega a desaparecer. Todos los adultos son sésiles, aunque a
veces se pueden apreciar ligeros desplazamientos y contracciones de la superficie
del cuerpo. Presentan formas muy diferentes (globosas, incrustantes, ramificadas,
en copa, etc.) (Figura 1l-1) segun el sustrato en el que viven, profundidad, espacio,
tipos de agua, etc. Asi mismo, muestran coloraciones muy variadas, y su tamafno

puede oscilar entre 1-2 cm y 2 m de longitud (Garcia-Moreno et al., 2011).
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Flabelada Vasiforme

Incrustante

Esférica

Lobulada

Figura II-1. Ejemplo de formas de crecimiento en poriferos. (Modificado de Gémez, 2002).

Las esponjas pueden ser de tres tipos (Figura II-2), dependiendo de la morfologia

del coanodermo (superficie interna de una esponja):

Ascon o asconoide: Es el tipo mas simple de organizacion con el coanodermo en
una sola capa de células. Son pequenas y de aspecto tubuloso. El agua ingresa a
través de los poros dermales microscépicos hacia el interior de la cavidad llamada

espongocele o atrio, la cual esta tapizada por células flageladas llamadas
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coanocitos (forman el coanodermo). Los coanocitos flagelados empujan agua hacia
el interior a través de los poros y la expulsan a través de un unico ésculo grande.

Forman colonias muy ramificadas.

Sycon o siconoide: Con coanodermo plegado. Tienen un cuerpo tubuloso y un
Osculo unico pero la pared del cuerpo comprende un sistema de canales radiales
tapizados por camaras coanociticas. Las camaras coanociticas estan formadas por
coanocitos con los flagelos dirigidos en la misma direccién. El agua ingresa a través
de un gran numero de poros hacia los canales incurrentes y a través de ellos pasa
por prosopilos (orificios finos) a las camaras coanociticas, que con los flagelos de

los coanocitos la llevan al canal escurrente. El resto esta tapizado por pinacocitos.

No forman colonias demasiado ramificadas. Durante su desarrollo pasan por una

fase asconoide y los canales flagelados se forman por invaginacion de la pared del

cuerpo.

Leucon o leouconoide: Es la organizacibn mas compleja, con el coanodermo
dividido formando camaras coanociticas independientes. Constituyen masas
coloniales grandes en las que cada elemento tiene su propio ésculo aunque los
individuos no estan bien definidos. Poseen plegamientos mayores. En este tipo, las
camaras se cierran y se transforman en un entramado de canales que comunican
las camaras coanociticas entre si y confluyen todos en un canal principal que va al

osculo.
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Osculo

Canal incurrente

Camara coanocitic

A

Canal escurrente

anal incurrente

Camara coanocitica

Figura II-2. Tipos morfoldgicos de esponjas (epidermis y mesohilo en blanco, coanodermo en
negro). A Asnconoide. B Siconoide. C Leuconoide. (Modificado de Barnes, 1969).

Una parte importante de la morfologia de las esponjas son sus elementos

esqueléticos., caracterizados por: A) numerosas fibras elasticas de colageno que

constituyen la parte proteica del esqueleto, y B) espiculas que son la parte mineral

del esqueleto y lo que le da la dureza. Estas pueden ser siliceas formadas por
diéxido de silicio hidratado (Figura 11-3) o calcareas de carbonato de calcio (Figura

II-4), dependiendo de la clase a la que pertenezca la esponja.
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MONAXONAS

Diactinas Monactinas

Oxea Acantostilo h’
L TR ARG

Trilote  ~—1 Estilo ¢ —as

Tilostilo
Tomote sy =

Estrongilo Subtilostilo
—_—— —§—

TETRAXONAS
Caltropas Treinas

Ortotriena
Anatriena

—>
Protriena

=)

w

Plagiotriena

Mesotriena

Figura II-3. Algunas espiculas siliceas (macroscleras) de demosponjas. (Modificado de Garcia-
Moreno et al., 2011)

—

Triactinas Tetractinas

Figura llI-4. Algunas espiculas de esponjas calcdreas. (Modificado de Garcia-Moreno et al., 2011).
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La rigidez de la pared corporal varia segun la proporcién en la que encuentren la

parte proteica y mineral, a mayor parte proteica mas flexible y, contrariamente, a

mayor parte mineral, mas dura y rigida. Con frecuencia, espiculas y fibras no estan

dispuestas al azar sino que forman estructuras ordenadas y variadas, que

responden a su informacion genética y al medio.
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[1l. Antecedentes

Las esponjas marinas son una fuente prolifica de una gran variedad de metabolitos
secundarios. A menudo son una fuente abundante de esteroles comunes y de
esteroles que poseen cadenas laterales novedosas y/o nucleos esteroidales no
convencionales (Duque et al., 1983). El primero en reportar esta gran variedad de
esteroles producidos por esponjas fue Dorée en 1909. Sin embargo, el primer
esterol aislado de esponjas fue obtenido por Henze (1904,1908) quien aislé por
primera vez el espongesterol de Suberites domuncula. Desde entonces y hasta
1970 las investigaciones en el campo de esteroles en esponjas se encuentran
dentro de los trabajos de Bergmann y Brooks (1962 y 1970). Con respecto a los
esteroles, estos se distinguen de los aislados de fuentes terrestres por tres
caracteristicas uUnicas: a) los patrones de bioalquilacién en la cadena lateral; b) la
existencia de anillos de tres miembros en la cadena lateral; c) y las variaciones del

nucleo en el anillo A (Bakus et al., 1986).

También se han aislado compuestos del tipo de los nucledsidos como la

espongotimidina y espongouridina que llevaron a la sintesis del Ara-C, un agente

anticancerigeno y a la vidarabina o Ara-A el primer farmaco antiviral (Bergmann y

Feeney, 1951). Ademas de los anteriores, se han aislado otros metabolitos que se
han utilizado como base para la produccion de nuevos farmacos como: la
isohomohalicondrina B, dictistatina, topsentina, discordemolida, bengamida,
hemiasterlinas A y B, y el girolline (ver Tabla IlI-1) (Board, 2002; De la Calle, 2007;

Somavarapu, 2017)
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Tabla IlI-1. Compuestos aislados de esponjas con posible uso farmacéutico.

Estatus

Metabolito Esponja Estructura . .
pon) (Actividad)

Precursor de Ara-
. C; aprobado.
Espongouridina (Anticancerigeno)
Tectitethya
crypta
(Demospongiae;
Tethyida)

Precursor de Ara-
A; aprobado.

Espongotimidina (Antiviral)

Lyssodendorix
Sp. . .
(Demospongiae; &10.. MC,JOMO\ 0 om ;Eenuai/? pC;r
/O o .
Isohomohalicondrina  Poecilosclerida) HO/\)]\""(O"” “ arma viar

A,;
B y Halichondria \«Oi e en pru ebas
. | preclinicas.
okadai -

(Anticancerigeno)

(Demospongiae;
Suberitida)

Citotoxicidad
similar al taxol.
(antitumoral y
tratamiento del

Alzheimer)

Esponja no

Dictiostatina 1 . ope
identificada

Desarrollo
preclinico.
(Antiinflamatorio
OH VY tratamiento del
Alzheimer)

Spongosorites
ruetzeri
(Demospongiae;
Suberitida)

Topsentina
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Estatus

M i E : E -,
etabolito sponja structura (Actividad)

Discodermia Licenciado por
dissoluta Novartis; en fase
(Demospongiae; l.
Tetractinellida) (Anticancerigeno)

Discordemolida

Licenciado por
Wyeth-Ayerst; en
fase l.
(Anticancerigeno)

Cymbastela sp.
Hemiasterlinas Ay B (Demospongiae;
Axinellida)

Cymbastela Licenciado por

cantharella Rhone Poulence;
(Demospongiae; N en fase I.

Axinellida) (Antitumoral)

Girollina

Derivado
sintético,
licenciado por
Novartis; en
pruebas
preclinicas.
(Antitumoral)

Jaspis sp.

Bengamida (Demospongiae;

Board, 2002; De la Calle, 2007; Somavarapu, 2017

Dentro de las esponjas, la clase Demospongiae es la que mas atencion ha recibido

en estudios quimicos y bioquimicos. Hasta el 2001 se habian reportado 2,578

metabolitos provenientes de esta clase (Harper et al., 2001), de los cuales los

terpenos representan los metabolitos no esteroidales mas abundantes
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(pallescensina-1, axisonitrilo-1, anhidrofurospongina-1, escalarina, ircinina-1, etc.),

estos contienen multiples unidades de grupos prenilo y anillos de furano.

Un grupo en particular de demosponjas que se ha estudiado como una fuente de
productos naturales bioactivos, son las esponjas marinas del orden Verongiida
(Silva et al., 2010). Actualmente se ha reportado el aislamiento de mas de 300
metabolitos a partir de esponjas pertenecientes a este orden (Blunt y Munro, 2005;

Silva et al., 2010).

Las esponjas del género Aplysina (Demospongiae, Verongiida), se caracterizan por
presentar una gran variedad de compuestos derivados de la dibromotirosina, siendo
los mas comunes, los conformados por cuatro atomos de bromo, seguidos de los
que contienen tres atomos y en menor cantidad se encuentran los que presentan

dos o un atomo de bromo (Silva et al, 2010; Silva-Lira, et al., 2011).

Los metabolitos secundarios que se encuentran en las esponjas marinas del género

Aplysina pueden clasificarse, segun su nucleo principal, como: (A) Bromotiraminas,

(B) Cavernicolinas, (C) Hidroverongiaquinoles, (D) Bromotirosinacetales, (E)
derivados de Bromotirosina lactona, (F) Oxazolidonas, (G) Espiroisoxazolinas, (H)
Verongiabencenoides, (I) Verongiaquinoles y (J) Dibromociclohexadienos (ver

Tabla IlI-2) (Silva-Lira et al., 2011).
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Tabla IlI-2. Clasificacion de los compuestos bromados segun Silva-Lira et al., 2011.

Bromotiraminas

Cavernicolinas

aplysinona

aeroplysinina-2

Hidroverongiaquinoles

Bromotirosinacetales

NH,

OH
2-(2,4 dibromo- 3,6 dihidroxifenil) acetamida

o o~

Br

aplysincetal A

derivados de Bromotirosina lactona

Oxazolidonas

7~

o

/

Aplysinolida

%o

(o)

Espiroisoxazolinas

Verongiabencenoides
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aerothionina

OH
3,5 dibromo metoxifenol

Verongiaquinoles Dibromociclohexadienos

(0)

~

(o)

o,
(/
70H

N— OH
(o] NH, aeroplysinina-1

dibromoverongiaquinol

Los metabolitos de Aplysinas que se han aislado con mayor frecuencia son:
aerothionina, homoaerothionina, fistularina-3, aplysinamisina-1, aplysinamisina-2,
aeroplysinina-1, aeroplysinina-2, aerophobina-1 y aerophobina-2 (ver Tabla IlI-3)
(Fattorusso et al., 1970; Fattorusso et al.,1972; Gopichand y Smith, 1979;
Makarieva et al, 1981; Cimino et al., 1983; Walker et al., 1985; Rodriguez et al.,
1987; Gunasekera y Gunasekera, 1989; Cruz et al., 1990; Acosta y Rodriguez,
1992; Rodriguez y Pifia, 1993; Ciminiello et al., 1994; Carney et al., 1995; Ciminiello

et al., 1996; Ciminiello et al., 1997; Ciminiello et al., 1999; Compagnone et al., 1999;
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Fendert et al., 1999; Encarnacién-Dimayuga et al., 2003; Thoms et al., 2004; Pereira

et al.,

2006; Hernandez-Guerrero et al.,

2007; Kléppel et al.,

2008; Gandolfi et al., 2010; Silva et al., 2010.).

2008; Nunez et al.,

Tabla IlI-3. Compuestos aislados de diferentes especies de Aplysina

A. aerophoba

A. archeri
A. caissara
A. cauliformis
A. cavernicola
A. cunulosa
A. fistularis

A. gerardogreeni
A. insularis
A. lactuca
A. solangeae
A. thiona
A. lacunosa

Br

aerothionina
HO Br

N-©.

o-N
OH

homoaerothionina
Br

o
0 Jd
A~N"N \
N H N-Q

7| H s Br
o-N HO

OH

poee

fistularina-3

e

aplysinamisina-1
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A. aerophoba
A. archeri
A. caissara

A. cauliformis

A. cavernicola
A. cunulosa
A. fistularis

A. gerardogreeni
A. insularis
A. lactuca
A. solangeae
A. thiona
A. lacunosa

aplysinamisina-2
H,N

o) )\
B /\/\/\N/ NH,
\ N
o | H
o-N
Br OH

aeroplysinina-1

o

e,
0
“OH

N=——= OH
aeroplysinina-2

Fattorusso et al., 1970; Fattorusso et al.,1972; Gopichandy Smith, 1979; Makarieva et al, 1981; Cimino et al., 1983; Walker
etal., 1985; Rodriguez et al., 1987; Gunasekera y Gunasekera, 1989; Cruz et al., 1990; Acosta y Rodriguez, 1992, Rodriguez
y Pifia, 1993; Ciminiello et al., 1994; Carney et al., 1995; Ciminiello et al., 1996; Ciminiello et al., 1997; Ciminiello et al.,
1999; Compagnone et al., 1999; Fendert et al., 1999, Encarnacion-Dimayuga et al., 2003; Toms et al., 2004, Pereira et al.,
2006; Herndndez-Guerrero et al., 2007; Képpel et al., 2008; Nufiez et al., 2008; Gandolfi et al., 2010; Silva et al., 2010.
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Los estudios de la variacion de estos metabolitos en el género Aplysina son mas
escasos, pero han dejado ver que las esponjas de este género presentan una
amplia variabilidad quimica dentro de la especie a nivel espacial (a mediana y gran
escala) y temporal, entre especimenes y tejidos (Putz et al., 2009; Sacristan-Soriano

etal., 2011; 2012).

Los compuestos aislados del género Aplysina tienen gran importancia en el area
de productos naturales ya que han presentado diferentes tipos de actividad bioldgica
(ver Tabla 1ll-4), desde inhibidores enzimaticos (Koulman et al., 1996), actividad
antiprotozoaria (Gutiérrez et al., 2005), antiviral (Gunasekera y Cross, 1992),
antibacteriana (Encarnacion-Dimayuga et al., 2000; Encarnacion-Dimayuga et al.,
2003; Ledn-Deniz, 2003), antiangiogénica (Rodriguez-Nieto et al.,, 2002),
inmunosupresora (Gunasekera et al., 1991) y antitumoral (Gopichand y Schmitz,

1979; Cimino et al., 1983; Acosta y Rodriguez, 1992; Rodriguez y Pifia, 1993;

Ciminiello et al., 1999; Compagnone et al., 1999; Hernandez-Guerrero et al., 2007)

Tabla IlI-4. Metabolitos derivados de bromotirosina con actividad bioldgica.
Metabolito Actividad Referencia

Aeroplysinina-1 Fattorusso et al.,

antiinflamatoria, 1972; Koulman
antiangiogénica, et al. 1996;
antitumoral, Garcia-Vilas et
antiprotozoaria y al.,2013, 2015,
antibacterial 2018; Kang et al.,
2016.

Minale et al.,
antibacterial y 1972 y Abou-
antioxidante Shoer et al.,

2008.
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Metabolito

Actividad

Referencia

Aplysinamisina-1

antibacterial,
antiinflamatorio y
antitumoral

Acostay
Rodriguez, 1992
y Rodriguez y
Pifa, 1993;

antibacterial

Avila-Nufies,
2000;
Gotsbachery
Karuso, 2015

11-oxoaereothionina

i
Br, Q H
\ N/\(\/
bo} |N H OH (o]
o/
Br OH

antibacterial,
antiinflamatorio y
antitumoral

Acostay
Rodriguez. 1992;

Ivo de Medeiros
etal., 2012

Aerothionina

HO Br
/0
Br

N
® ] /\/\/H\‘(‘\Qi()\
\ | N
N

o o

I
o/
Br OH

antibacterial

Encarnacio-
Dimayuga et al.,
2003

11-desoxifistularina-3

Br, O

Br
OH
H
. O OH
Br. N N
N0 o
H Br

antibacterial y
anticancerigeno

Compagnone et
al., 1999; De Lira
etal., 2006

Fistularina-3

antibacterial, antiviral y

anticancerigeno

Gunasekera et
al., 1992; Avila-
Nufies, 2000;
Mijares et al.,
2013
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En cuanto a la importancia ecolégica de los metabolitos bromados se ha

comprobado que las esponjas del género Aplysina tienen una fuerte defensa

quimica contra depredadores (Thoms 1985; Walker et al., 1985; Proksch, 1994;

Pawlik et al., 1995; Ebel et al., 1997; Thoms et al., 2004, 2006; Ruzicka y Gleason,
2009; Loh y Pawlik, 2014 y Puyana et al., 2015), también se han evidenciado que
los metabolitos secundarios de estas esponjas tienen una potente actividad
antimicrobiana que evita la colonizacion de bacterias patdgenas marinas después
de una lesién (Weiss et al., 1996; Kelly et al., 2005; Thoms et al., 2006, 2007 y
Reverter et al., 2016), ademas de efectos alelopaticos contra corales, algas y otras

esponjas (Weiss et al., 1996; Pawlik et al., 2007 y Puyana et al., 2015).
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V. Justificacion

Los invertebrados marinos constituyen un grupo de organismos a partir de
los cuales se han aislado una gran cantidad de compuestos de diversos tipos
estructurales y que presentan interesantes actividades biolégicas por las que
podrian ser utilizados en la industria farmacéutica, cosmética y naviera. Es asi
como en las ultimas décadas, las grandes compafias farmacéuticas han
considerado los productos naturales, principalmente los marinos, como una

alternativa para la busqueda de nuevos medicamentos.

En las costas de Baja California Sur, existe una alta diversidad de
invertebrados y son pocos los estudios que se han realizado desde un punto
de vista quimico enfocados en la busqueda de productos naturales marinos,
por lo que resulta importante ampliar el conocimiento sobre sustancias

bioactivas de origen marino.

Por lo tanto debido a que las investigaciones en el ambito de la quimica, biologia y
biotecnologia han demostrado la importancia de la investigacion en esponjas, se
tiene la necesidad de continuar e impulsar los estudios sobre la quimica de la gran

variedad de esponjas que habitan el inmenso mar territorial de nuestro pais.
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V. Objetivos

V.1 General

Contribuir al conocimiento de los recursos marinos de México mediante el estudio
quimico de la esponja marina Aplysina clathrata, proveniente de las costas del

estado de Baja California Sur.

V.2 Particulares

Separar los componentes poco polares y polares, por extraccion con disolventes de
diferente polaridad.

Separar y purificar los componentes de las fracciones polares y poco polares

mediante técnicas cromatograficas.

Identificar los componentes aislados y determinar las estructuras moleculares de los

posibles nuevos componentes.
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VI. Metodologia

VI.1 Zona de estudio

La colecta de los ejemplares se realizo en el Golfo de Baja California, en el arrecife
rocoso de Punta Arena de la Ventana. El cual se ubica en Bahia de la Ventana, en
la costa sur-oriental de Baja California Sur, frente a la isla Cerralvo, a los 23°59' de
latitud N y 109°49' de longitud O (Mateo-Cid et al., 2000). El area esta formada por
un macizo batolitico llamado Bloque de Los Cabos, constituido principalmente de

rocas graniticas metamorficas y clasticas originadas en el cretacico (Suarez, 2002).

Punta Arena
de la Ventana

.
kilometers

Figura VI-1. Zona de recolecta de los organismos en Punta Arena de la Ventana, B.C.S.,
México.
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En Punta Arena de la Ventana se observa una plataforma rocosa submarina
paralela a la costa, que tiene por su parte mas ancha 70 m y una profundidad
maxima de 3 m; al término de la plataforma se advierte un borde vertical que

desciende a una profundidad no mayor a 7 m (Suarez, 2002).

V1.2 Muestreo
Las esponjas fueron recolectadas con la ayuda de la Dra. Claudia Judith Hernandez

Guerrero y el Dr. José Borges del Centro Interdisciplinario de Ciencias Marinas del

IPN (CICIMAR-IPN).

El material se recolect6 manualmente mediante buceo auténomo, el 21 de agosto
de 2012. Las esponjas se trasladaron en hielo al CICIMAR donde se mantuvieron
congeladas. Posteriormente fueron transportadas via aérea a la Ciudad de México

y posteriormente al Instituto de Quimica de la Universidad Nacional Auténoma de

México (UNAM). Una muestra de la esponja se fijé en etanol al 90% para la

corroboracién taxonémica de la especie.

V1.3 Identificacion taxondmica

La identificacion de género y especie del material biolégico se realizé con base en
la nueva clasificacion sistematica propuesta por Morrow y Cardenas (2015), con la

asesoria de la Bidloga experta en sistematica de esponjas Patricia Gémez Lopez
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del Instituto de Ciencias del Mar y Limnologia (ICMyL) de la Universidad Autbnoma

de México (UNAM), unidad Ciudad Universitaria.

VI.4 Obtencidn de extractos

El total de la esponja liofilizada (322g) se cortd en pequefios trozos y se molié con
ayuda de un molino de cuchillas. La esponja molida se extrajo por percolacion
exhaustiva con diferentes disolventes en polaridad ascendente (hexano, acetato de
etilo, acetona y metanol); posteriormente se concentré cada uno de los extractos, a
presion reducida en un evaporador rotatorio a un 20% del volumen

aproximadamente.

Los extractos, fracciones y muestras se concentraron en un evaporador rotatorio

BUCHI R-11.

VI.5 Separacion y purificacion de los componentes de los extractos
La separacion y purificacion de los componentes de los extractos se realizd
mediante técnicas cromatograficas convencionales, que incluyen cromatografia en
columna (CC) y en placa fina (CCF) y en caso necesario cromatografia de liquidos

de alta eficiencia (HPLC, por sus siglas en inglés).

Cromatografias en columna abierta (CC): Se realizarén en columnas de vidrio
empacadas con gel de silice para cromatografia en capa fina (malla 230 - 400), o

sephadex LH-20, segun el caso.

Cromatografia en capa fina (CCF): Para cromatografia en capa fina analitica
(CCFa), se utilizaron cromatofolios de silica gel de 0.20 mm de espesor, con

indicador fluorescente. Para cromatografia en capa fina preparativa (CCFp), se

‘ BR )
| 2 )



Metodologia

utilizaron placas, de 20 x 20 cm y 0.25, 0.5, 1.0, 2.0 mm de espesor, segun el caso,
con indicador fluorescente. La visualizacién de las placas se llevo a cabo mediante
exposicion a luz UV a longitudes de onda de 254 nm y 336 nm y/o utilizando como
revelador una solucion de sulfato cérico al 3% en &cido sulfurico 2N seguido del

calentamiento en parrilla durante 1 minuto a 100°C aproximadamente.

VI.6 ldentificacion quimica

Para la identificacion de los componentes aislados se hizo uso de técnicas
espectroscopicas modernas en el infrarrojo (IR), de resonancia magnética nuclear

(RMN), espectrometria de masas (EM).

Resonancia Magnética Nuclear (RMN): Los espectros de RMN se determinaron
en espectrometros Bruker (Avance Il 400 MHz) y Bruker (Ascend 500 MHz),
utilizando disolventes deuterados como: cloroformo (CDCls), dimetilsulféxido
(DMSO-db), acetona ((CD3)2CO) y metanol (CD30OD). Se determinaron espectros de
hidrégeno (RMN-'H) y carbono-13 (RMN-'3C), incluidos experimentos homo- y
heteronucleares, en una (1D) y dos (2D) dimensiones (DEPT, COSY, HSQC y
HMBC). El procesado de los espectros se realizé utilizando el software
MestReNova® v.12.0.2, utilizando las sefiales del disolvente residual no deuterado

como referencia.

Espectrometria de Masas (EM): Los espectros de masas por Impacto Electrénico
(IE) se determinaron en un espectrometro de masas, Joel, MStation JMS-700. Los
espectros por DART (Direct Analysis in Real Time — Analisis Directo en Tiempo

Real) se realizaron en un espectrometro de masas Jeol, The AccuTOF JMS-
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T100LC. Las determinaciones por CG / EM en un cromatégrafo de gases acoplado

a un espectrémetro de masas, Jeol GCMate IlI.

Espectroscopia en el Infrarrojo: Los espectros en el infrarrojo se realizaron en un
espectrofotometro IR Brucker Tensor 27. Las muestras se realizaron en disolucion

y pelicula, de acuerdo a su solubilidad.
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VII. Parte experimental
VII.1 Taxonomia

Clase Demospongiae Sollas, 1885

Las Demosponjas (Porifera) tienen elementos celulares discretos, larvas de
parenquimula o blastula, con estrategias reproductivas viviparas u oviparas. El
esqueleto esta compuesto de espiculas siliceas monaxiaicas o tetraxdnicas (nunca
triaxdnicas) unidas con fibras de espongina o filamentos pegajosos y filamentos
colagenos que forman la sustancia fundamental de la matriz intercelular. Las

espiculas y/o fibras, o ambos, pueden estar ausentes.

Subclase Verongimorpha Erpenbeck, Sutcliffe, De Cook, Dietzel, Maldonado,
van Soest, Hooper y Warheide, 2012

Las Verongimorpha comprenden taxones de morfologias heterogéneas ya que
pueden poseer espiculas, solamente esqueleto de espongina o ningun esqueleto

en absoluto.

Orden Verongiida (Bergquist, 1978)

El orden Verongiida se caracteriza por presentar un esqueleto anastomoso de
mallas poligonales que no tienen tendencia a organizarse. Las fibras tienen
elementos normales de la corteza y de la médula, no contienen ninguna particula
foranea y son de dimensiones uniformes a través de la esponja. Las camaras
coanociticas son diplodales, pequefas y esféricas, y se encuentran en una matriz
de colageno densa. Todas las especies muestran un cambio oxidativo en el color
cuando mueren o con la exposicion al aire, cambiando rapidamente de amarillo o

amarillo verdoso a azul, marrén oscuro o purpura. Los metabolitos secundarios
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incluyen una gama de derivados bromados de tirosina con una fuerte actividad

antimicrobiana.

Familia Aplysinidae Carter, 1875

La familia Aplysinidae se caracteriza por la posesion de fibras de un solo tipo sin
detritus extrafios y con de médula gruesa. Las fibras forman un reticulo regular con

grandes mallas poligonales y ninguna disposicién superficial especializada

Género Aplysina Nardo, 1834

El género se caracteriza por tener un esqueleto de fibras en una sola categoria,
formando un reticulo regular de mallas poligonales sin una estructura especial
ectosémica. En contraste con otras esponjas queratosas, el esqueleto de Aplysina
€en su mayoria no es espongina, sino de a-quitina. Especies de Aplysina también se
reconocen por la posesion de compuestos alcaloides bromados con actividades
citotoxicas y simbiontes microbianos que producen compuestos con actividad
antibidtica.

Especie Aplysina clathrata Cruz-Barraza, Carballo, Rocha-Olivares, Ehrlich y
Hog, 2012

Es una esponja incrustante masiva con protuberancias redondeadas de 5 a 10 mm
de diametro, los Osculos visibles se abren en la cima de estas protuberancias. Al
preservarla en alcohol se colapsa la dermis quedando cierto enrejado o un cuerpo
clatrado. Su color en vivo es guinda oscuro a rojizo o amarillo en el exterior y siempre

amarillo en su interior, preservada en alcohol o al extraerla del agua se torna negro

violaceo. Presenta un esqueleto anastomosado de fibras meduladas y estratificadas

tipicas del género, sin distincion de primarias o secundarias. Estas miden 30 a 60
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pm de diametro. Su distribucion comprende casi toda la costa del Pacifico mexicano,

desde Oaxaca, Guerrero, Nayarit y Sinaloa hasta el interior del Golfo de California

(Comm. Personal de Patricia Gémez).

Figura VII-1. Fotografia de Aplysina clathrata.




Parte experimental

VIl.2 Extractos de A. clathrata

Se colectaron 1.44 kg de esponja que posteriormente se corté en pequefos trozos,
se liofilizé y se molié, obteniendose 322 g de esponja seca y molida. Parte del
material (250 g) se extrajo por percolacion con disolventes en polaridad ascendente
(hexano, diclorometano, acetona y metanol). El disolvente de los extractos

obtenidos se elimind por evaporacion a presion reducida en un rotavapor,

obteniendo al final cuatro extractos crudos: hexano (H; 5.31 g), diclorometano (D;

5.57 g), acetona (A; 6.04 g) y metanol (M; 26.83) (Figura VII-1).

Aplysina clathrata
(Ac)
Peso humedo ( 1.44 kg)

Liofilizado
Molido

Percolacion
exhaustiva

(250 g)

Concentracion
al 20% y
finalmente a
sequedad

| | | |
Hexano DCM Acetona MeOH
(6.31g) (5.57 g) (6.04 g) (26.83 g)

Figura VII-2. Diagrama de flujo de la metodologia general para la obtencion de extractos.
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VIl.2.1 Extracto hexanico

El extracto hexanico se sometié a una cromatografia en columna utilizando silica
gel como adsorbente. Como eluyente se utilizaron mezclas de hexano / AcOEt de
polaridad ascendente (9:1, 8:2, 6:4 y 4:6), AcOEt y finalmente metanol. Se
obtuvieron 96 fracciones que se reunieron de acuerdo a su similitud en
cromatografia en capa fina en nueve fracciones primarias: HAc-A, HAc-B, HAc-C,
HAc-D, HAc-F, HAc-G y HAc-H (Figura VII-2). De acuerdo a datos
espectroscopicos, cromatograficos y rendimientos de las diferentes fracciones, se

seleccionaron las fracciones HAc-C y HAc-E para continuar con su estudio quimico.

Extracto hexanico
(6.31g)

— CC

HAc-A HAc-B HAc-C HAc-D HAc-E HAc-F HAc-G
186 mg 1.316¢g 623 mg 108 mg 2.09¢g 115 mg 53 mg

Figura VII-3. Diagrama de flujo de la separacidn del extracto hexdnico.

VII.2.2 Extracto de DCM

En el extracto de DCM se obtuvo un precipitado color amarillo (DAc-pp). El cual se
separd por cromatografia en placa fina preparativa (CCFp) en silica gel de 20x20
cm y 1mm de espesor, utilizando como eluyente hexano / acetona (6:4).
Obteniendose en las fracciones DAc-ppb y DAc-ppc, aerothionina (15, 5 mg) y

fistularina-3 (16, 5 mg) respectivamente.
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VII.2.3 Extracto de acetona

El extracto de acetona se separo por una cromatografia en columna (CC) utilizando
como adsorbente silica gel, y como eluyente mezclas de hexano/acetona (7:3, 6:4,
1:1, 4:6, 3:7, 2.8 y 1:9), acetona, mezclas de acetona / MeOH (9:2, 8:2, 7:3, 64 y
1:1) y finalmente metanol. Se obtuvieron 132 fracciones que se agruparon de

acuerdo con su similitud en CCFa en 33 fracciones.

Extracto Acetona
(AAC)

— CC
| l ] | I

AAc-A AAc-G AAc-) AAc-Q AAc-S
18.8 mg 71.3 mg 15 mg
AAc-E AAc-H AAc-P AAc-R AAc-T
9mg 15 mg

Figura VII-4. Diagrama de flujo de la separacion del extracto de acetona. Se muestran solo las
fracciones que se continuaron trabajando.

De acuerdo con sus datos preliminares, se continué trabajando con las fracciones

A, E, G, H, JyP-T (ver Figura VII-4).

Fraccion AAc-A. Se separé y purificd por CCFp en una placa de silica gel, de
20x20 y 0.5 mm de espesor. Como fase movil se utiliz6 hexano/acetona en
proporcion 9:1 obteniéndose en la fraccion AAc-Aa el compuesto conocido cono

aplysindlida (17, 9.4 mg).

Fraccion AAc-E. El analisis espectroscépico por RMN de la fracciéon indico la

presencia de la lactona 18 (9 mg).
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Fraccion AAc-G. Se separd mediante CCFp en silica gel, de 20x20 y 1 mm de
espesor. Como eluyente se utilizd hexano/acetona en proporcion 9:1. La fraccion
AAc-Gc se identificd espectroscopicamente como una mezcla de los compuestos

19,20y 21 (29 mg).

Fraccion AAc-H. El analisis espectroscépico de la fraccién indicé la presencia de

aeroplysinina 2 (22, 15 mg).

Fraccion AAc-J. El analisis espectroscopico de la fraccion indicé la presencia del

subereafenol B (23, 15 mg).

Fraccion AAc-P. De la fraccion AAc-P se obtuvieron cantidades adicionales de

aerothionina (15, 110 mg).

Fraccion AAc-Q y R. El andlisis en CCFa indico la presencia de aerothionina (15)

y fistularina-3 (16).

Fraccion AAc-S. Se obtuvo por cristalizacion cantidades adicionales de
aerothionina (15). De la misma fraccién, se obtuvo un precipitado el cual fue
identificado por técnicas espectroscopicas como una mezcla de uracilo (24) y timina

(25).

Fraccion AAc-T. Se purificé mediante CCFp en una placa de silica gel, de 20x20

cm y 1 mm de espesor. Como fase movil se utilizé DCM/MeOH en proporcion 9:1,

obteniéndose un sélido que se identificé como la timidina (26, 4.9 mg).
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VIl.2.4 Extracto metandlico

El extracto metandlico de la esponja se fracciono mediante cromatografia en

columna por exclusion molecular utilizando Sephadex LH-20 como soporte y como

eluyente MeOH. Se obtuvieron 75 fracciones que se reunieron de acuerdo con su
similitud por CCFa se reunieron en 12 fracciones primarias que se nombraron MAc-

A a MAc-L.
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VIIl. Resultados y Discusiones

De los extractos de la esponja Aplysina clathrata, se aislaron e identificaron
espectroscopicamente nueve acidos grasos (acido tetradecanoico, acido
pentadecanoico, acido 11-hexadecenoico, acido hexadecanoico, acido
heptadecanoico, acido 13-heptadecenoico, acido 9-octadecenoico, acido
nonedecanoico y acido 13-nonedecenoico); cinco esteroles (colest-5-en-3-ol
(colesterol), ergosta-5,22-dien-3-ol, ergosta-5-en-3-ol, 25-dehydroaplysterol vy
aplysterol); nueve compuestos derivados de la bromotirosina (aerothionina,
fistularina-3, aplysindlida, las lactonas 18, 20 y 21, el acido 19, aeroplysinina-2 y
subereafenol B) y tres derivados de bases nitrogenadas (timina, uracilo y timidina).
La identificacion de los metabolitos aislados se llevo a cabo mediante técnicas de

RMN, EM y CG-EM, principalmente.

VIIl.1 Compuestos aislados

VIIl.1.1 Acidos grasos

La fraccién HAc-C, se identific6 como una mezcla de acidos grasos, de acuerdo con
su espectro de RMN-'H. El analisis de la mezcla por CG-EM, condujo a la
identificacion de nueve acidos grasos (C14 - C19), cinco de ellos saturados y cuatro
monoinsaturados que se describen a continuacién (Tabla VIII-1). La identificacién
de los acidos graos se llevd a cabo mediante la comparacién de los espectros de
masas y patrones de fragmentacion con los de la base de datos del NIST (National
Institute of Standards and Technology) y datos reportados en la literatura, los cuales

concordaron satisfactoriamente (ver anexos 1-9).
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Tabla VIII-1. Acidos grasos identificados en la fraccion HAc-C.

Nombre .R. Estructura

acido
tetradecanoico
(C 14:0)

acido
pentadecanoico
(C15:0)

acido 11-
hexadecenoico
(C16:1)

acido
hexadecanoico
(C16:0)

acido
heptadecanoico
(C17:0)
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Nombre

Estructura

acido 13-
heptadecenoico
(C17:1)

acido 9-
octadecenoico
(C18:1)

acido
nonedecanoico
(C19:0)

acido 13-
nonedecenoico
(C19:1)
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Los acidos grasos 6 y 9, con tiempos de retencion (T.R.) de 26.12 y 28.81 min, no
mostraron sus correspondientes iones moleculares. En sus espectros se
observaron pseudo iones moleculares de m/z 258 y 278, respectivamente, que
deben corresponder a la pérdida de una molécula de agua del ion molecular, i.e.

(M-H20)" (ver Anexo 9). Los datos anteriores concuerdan con los patrones de

fragmentacién de los acidos 13-heptadecenoico y 13-nonadecenoico de formula

molecular C17H3202 (P.M. 268) y C19H3602 (P.M. 296), respectivamente, reportados

por Walkup et al. (1981) y Lawson et al. (1988).
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VIII.1.2 Esteroles

De la fraccion E del extracto hexanico de A. clathrata (HAc-E), se obtuvo una mezcla

de cinco esteroles que se identificaron mediante CG-EM como: colest-5-en-3-ol
(colesterol) (10), ergosta-5,22-dien-3-ol (11), ergosta-5-en-3-ol (12), 25-

dehydroaplysterol (13) y aplysterol (14).
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Figura VIlII-2.Cromatograma de Gases-Masas de la fraccion HAc-E

Los componentes con tiempos de retencion (T.R.): 33.71, 34.09 y 34.64 min, en el
cromatograma de Gases (CG-EM), se identificaron como los esteroles 10, 11y 12,
por comparacién con sus espectros y patrones de fragmentacion de la base de
datos del NIST, mientras que el componente mayoritario (T.R. 35.54), fue
identificado por RMN como el aplysterol (14), y por comparacion con los datos de
EM reportados en la literatura (Carballeira y Bou, 1989), asi como su dehidro

derivado (13) con T.R. 35.39 min. (ver Figura VIII-2).

# |dentificacion de 25-dehydroaplysterol (13):

En el cromatograma se observa un pico con T.R. 35.39 min y un ion molecular [M]*
de m/z 412 (ver Anexo 13) que corresponde con una formula molecular C29H4s0 y
un patrén de fragmentacion similar al compuesto 14. En el espectro de masas se

observaron picos de m/z 299, 314 y 328; [M-113]", [M-98]" y [M-84]*

( @& )
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respectivamente que corresponden a fragmentos de esteroles con cadena lateral
insaturada. La comparacion con la base de datos del NIST no arrojé ninguna
coincidencia, sin embargo, el patron de fragmentacion esta de acuerdo con lo

reportado para el 25-dehydroaplysterol (13) por Carballeira y Bou (1989).

# ldentificacion del aplysterol (14):

El componente mayoritario de la mezcla de esteroles mostrd un pico con TR 35.54
min en el cromatograma. El espectro de masas mostré un ion molecular [M]* de m/z
414 (ver Anexo 14) que corresponde con la formula molecular C29Hs00. Ademas, se
observan picos caracteristicos de un esterol con nucleo A®-3-hidroxiandrosteno,
como son: [M-CHs]*, [M-H20]*, [M-Me+H20]*, [M-CeH13]*, [M-CsH15]* de m/z 399,
396, 381, 329 y 303 respectivamente, asi como otros picos caracteristicos de m/z

273, 255, 231.

El espectro de RMN-'H (400 MHz / CDCI3) (ver Figura VIII-3) mostré dos seiales

simples agudas en & 0.68 y 1.01 correspondientes a los protones de los metilos 18
y 19 respectivamente, tres sefiales dobles en 6 0.80 (J = 6.6 Hz), 0.81 (J = 6.6 Hz)
y 0.91 (J = 6.5 Hz) correspondientes a los protones de los metilos 27, 28 y 21 y una
senal triple en  0.86 (J = 7.33 Hz) que corresponde al metilo 29. Una sefal multiple

en © 3.5 es asignable al protén (H-3) del metino unido al grupo OH.

Los datos anteriores concuerdan con las sefales en RMN del aplysterol, ademas
del patron de fragmentacion correspondiente reportado por Carballeira y Bou

(1989). Sin embargo, la comparacion con la base de datos del NIST indicé que se
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trataba del 3-sitosterol, debido a que tienen el mismo PM y patrén de fragmentacion
ya que la unica diferencia con este ultimo se encuentra en la posicion del metilo-29
en la cadena lateral, que en el caso del B-sitosterol se encuentra en C-28 y en el
aplysterol sobre C-26, lo que origina diferencias en los desplazamientos quimicos

de RMN que los pueden diferenciar.

3.2 2.6 2.4 2.2

30 28
f1 (ppm)

Figura VIII-3. Espectro de RMN-H (400 MHz / CDCls) de aplysterol (14)

Los cinco esteroles han sido reportados con anterioridad en especies del género

Aplysina por De Luca et al. (1972), Lawson et al. (1988) y Carballeira y Bou (1989).
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VIII.1.3 Derivados de bromo tirosina
De los extractos de DCM y de acetona, se aislaron nueve compuestos derivados de

la bromotirosina, que se identificaron espectroscépicamente como: aerothionina

(15), fistularina-3 (16), aplysindlida (17), las lactonas 18, 20 y 21, el acido 19,

aeroplysinina-2 (22) y subereafenol B (23).
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A continuacion se discuten los aspectos mas importantes para la elucidacion

estructural de los compuestos aislados.
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W Caracterizacion de la aerothionina (15):

El compuesto 15, fue aislado del extracto de DCM como un sélido con punto de

fusién de 130 °C, cuyo espectro de masas por ionizacion quimica a presion reducida

(EM-APCI), mostro iones moleculares [M]*, [ M]*2, [ M]**, [ M]*® y [M]*8: de m/z 814,

816, 818, 820 y 822 con intensidades relativas 1:4:6:4:1, indicando la presencia de

cuatro atomos de bromo en la molécula.

El espectro de RMN-'H (400 MHz / acetona-ds) mostro sefiales que son asignables
a un grupo metoxilo en & 3.72 (d, J = 0.8 Hz); un metino olefinico a & 6.52 (s); un
sistema AB debido a un metileno diasterotdpico, con sefiales en 6 3.83 (d, J = 18.2
Hz)y 6 3.17 (d, J = 18.2 Hz), asi como una sefal doble asignable al proton de un
hidroxilo en & 5.41 (d, J = 8.1 Hz) el cual muestra acoplamiento con la sefial de un
oximetino en & 4.18 (dd, J = 7.8, 0.8 Hz), se observan ademas las sefiales de los
protones del grupo amino en & 7.65 (t, J = 5.7 Hz) y dos metilenos en 6 3.34 y 1.62

como sefiales multiples (ver Anexo 15).
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En el espectro de RMN-'3C (125 MHz / acetona-ds) muestra doce sefiales

asignables a un metilo (8¢ 60.3 / dH 3.72), tres metilenos (8¢ 40.3 /®13.83y 8 3.173,

0c 39.6/ 61 3.34 y ¢ 27.5/ d1 1.62), dos metinos (d¢c 132.5/ 61 6.52 y &¢c 75.2 / &H
4.18) que se asignaron a un CH olefinico y un oximetino, asi como seis carbonos
totalmente sustituidos (8¢ 160.1, 155.4, 148.8 122.1, 113.9 y 91.6), de acuerdo con

los experimentos DEPT, COSY y HSQC (ver Anexo 16).

Los datos anteriores, asi como las correlaciones observadas en el experimento
HMBC son consistentes con los reportados en la literatura para la aerothionina
(15), uno de los metabolitos derivados de la dibromotirosina mas comunes

encontrados en especies del género Aplysina, (Fattorusso et al., 1970).




Resultados y discusiones

W Caracterizacion de la fistularina-3 (16):

El segundo compuesto aislado fue identificado como fistularina-3 (16), otro
derivado de dibromotirosina aislado de especies del género Aplysina. Su espectro

de masas (EM-APCI) mostré iones moleculares [M]*, [M]*2, [M]*4, [M]*8, [M]*8, [M]*'°

y [M]*'? de m/z 1108,1110, 1112, 1114, 1116, 1118 y 1120 con intensidades

relativas 1:6:15:20:15:6:1 indicando la presencia de seis atomos de bromo en la
molécula.

En los espectros de RMN, presentd sefales asignables a dos unidades
cilcohexadieno-dihidroisoxazol, de manera similar a la aerothionina (15) (ver Anexo
17 y Anexo 18) [dos metoxilos en &¢c 60.2 / 81 3.73 (s); dos metinos olefinicos a &c
132.3y132.2/616.53 (d, J =0.8 Hz) y 6.51 (d, J = 0.8 Hz); dos oximetinos en &c¢
75.3y752/814.19 (dd, J=8.1,0.8 Hz) y 4.18 (dd, J = 8.1, 0.8 Hz): dos hidroxilos
en 547 (d,J=8.1Hz)y 5.47 (dd, J = 8.18, 1.48 Hz); y dos sistema AB debidos a
dos metilenos diasterotépicos en &c 40.1y 40.0 / &1 3.85 (d, J = 18.3 Hz) y 3.20 (d,

J=18.3Hz);y3.83(d,J=18.3)y53.16 (d, J = 18.3 Hz).

Ademas se observa una sefial simple correspondiente a dos protones aromaticos
equivalentes de un anillo aromatico tetra-sustituido; otras sefiales son asignables a
dos hidroxilos en 6 4.49 (d, J=5.2 Hz) y 6 5.06 (d, J = 4.3 Hz), dos oximetinos en &
4.24 (m)y4.90 (dt, J = 8, 4.4 Hz) y tres metilenos con sefiales en 6 3.57 (m)/ 3.77
(m), 4.02 (dd, J=9.0y 5.4 Hz)/ 4.06 (dd, J=9.0y 5.9 Hz) y & 3.59 (m)/ 3.47 (m)

correspondientes al resto de la estructura.
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Los acoplamientos 'H-13C a dos y tres enlaces observados en el espectro HMBC

confirman la presencia de los sistemas cilcohexadieno-dihidroisoxazol y estan de
acuerdo con los datos reportados para fistularina-3 (Gopichand y Schmitz, 1979; y

Rogers et al., 2005)
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W Caracterizacion de la aplysindlida (17):

El compuesto 17, se obtuvo de la fraccion AAc-A por CCFp como un sélido color

café, cuyo espectro de masas por impacto electronico (EM-IE), mostro iones

moleculares [M]*, [M]*? y [M]**: de m/z 360, 362 y 364 con intensidades relativas

1:2:1 (ver Anexo 21), caracteristicos de compuestos di-bromados, y que estan de

acuerdo para un compuesto de formula molecular C12H1003Br>.

El espectro de RMN-'H (500 MHz / CDCls) mostré solamente cuatro sefiales
simples, que se asignaron a un metoxilo en ® 3.92, dos metilos en 6 2.39y 2.59 y
un metino olefinico en & 7.66 (ver Anexo 19). Mientras que en el espectro de RMN-
13C (125 MHz / CDCIl3) se observaron 12 sefiales (ver Anexo 20) que estan de

acuerdo con el peso y la formula molecular obtenidos por espectrometria de masas.

Los datos anteriores permitieron identificar el compuesto 17, como la aplysindlida,

la cual fue aislada con anterioridad de la especie A. thiona por Cruz et al. (1990).
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# Caracterizacion de la lactona 18:

La lactona 18, se aisl6 del extracto de acetona en la fracciéon AAc-E como un soélido

de color café.

En el espectro de masas por impacto electrénico (EM-IE) presento el ion molecular

[M]* y sus contribuciones isotopicas [M]*2 y [M]**: de m/z 306, 308 y 310 con

intensidades relativas 1:2:1 (ver Anexo 25), caracteristicos de compuestos di-
bromados. Su espectro de masas de alta resolucién obtenido por la técnica DART
(HR-DART-MS), indic6 una masa molecular exacta de 306.86142 uma, que
corresponde a la formula molecular CgHs°Br20s [M+H]* (calculada para

CsHs"°Br203, 306.86054).

Su espectro de RMN-'H (500 MHz / acetona-ds) mostrd, como en el caso anterior,
solo tres sefales simples en  3.83, 7.37 y 8.55, que se asignaron a un metileno, un
metino olefinico y un hidroxilo respectivamente (ver Anexo 22), mientras que en el
espectro de RMN-"3C (125 MHz / acetona-ds) (ver Anexo 23) se observan 8 sefales
que estan de acuerdo con la formula molecular propuesta por EM. Las sefiales de
13C se asignaron a un metileno en & 35.5 y un metino olefinico en & 114.4 asi como
seis carbonos totalmente sustituidos & 148.3, 108.5, 148.6, 110.2, 127.6 y 172.8
(Tabla VIII-2). Las correlaciones observada por HMBC se muestran en la Figura

VIII-4.

Los datos anteriores permitieron proponer la estructura de la 2,4-dibromo-3-
hidroxi-1-benzofuranona, para el compuesto 18. La revisién de la literatura indicé

que la lactona 18, no ha sido aislada como producto natural, pero si como producto
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intermediario en la sintesis de un compuesto derivado de la bromotirosina llamado

aplysinadiena por Norte et al. (1987, 1988).

OH

Wi

18 ©

Figura VIII-4. Correlaciones observadas en el espectro HMBC.

Tabla VIII-2. Datos de RMIN-3C (125 MHz) y RMN-H (500 MHz) del compuesto 18 en acetona-ds.
#C 6 13C 6 H (multi., J en Hz) HMBC

148.3 - -
108.5 - -
148.6 - -
110.2 - -
114.4
127.6
355
172.8

0 N O U D W N R

o
I
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W Caracterizacion de los compuestos 19, 20 y 21:

De la fraccion AAc-Gc se obtuvo una mezcla inseparable de los compuestos 19,
20 y 21, los cuales se identificaron principalmente por RMN y espectrometria de
masas. El espectro de masas por |E mostré iones moleculares [M]*, [M]*2y [M]** de
m/z 324, 326 y 328 con intensidades relativas 1:2:1, lo que indicé como en los casos
anteriores la presencia de dos atomos de bromo en la molécula, de acuerdo con la

formula molecular CsHeBr204 para los tres compuestos.

Sin embargo, los espectros de RMN mostraron mas sefales de las esperadas para
un compuesto CsHs, especialmente el espectro de RMN '3C, el cual mostré 22
senales; cinco de ellas asignables a grupos metino (6 152.5, 148.7, 147 .4, 88.8 y
85.0), otras tres a grupos metileno (6 43.8, 43.5 y 41.3) y las restantes a carbonos
cuaternarios, de acuerdo con los experimentos DEPT y HSQC. Lo que sugiere que

se trata de una mezcla de tres compuestos de similar naturaleza (isémeros).

El espectro de RMN-'H (400 MHz / acetona-ds) muestra dos sefiales prominentes
de intensidades similares en &1 7.66 (s)/ dc 152.5, y 61 2.95 (s) / 6¢c 43.8, asignables
a dos metinos olefinicos y un metileno, asi como un grupos hidroxilo en & 5.53. En
el experimento HMBC la sefal en 7.66 ppm mostrd correlaciones con las senales
de los carbonos del metileno en 43.8 ppm, con el carbono olefinico en 152.5 ppm,
asi como con los carbonos cuaternarios en 121.4 y 172.8 ppm. Las senales
descritas anteriormente sugieren la presencia del acido dibromado 19 (de formula

molecular CsHeBr204, de acuerdo con el espectro de masas) como componente

mayoritario (ver Anexo 26 y Anexo 27). Los datos de RMN-'H concuerdan con los
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del acido 19, obtenido por hidrolisis de la amida, obtenida de Verongia (Aplysina)
fistularis (Sharma et al. 1970) y a partir de la aeroplysinina-2 (22), aislada de

Verongia (Aplysina) aerophoba (Minale et al. 1972)

Recientemente, durante la identificacién del acido 19 por RMN, se encontré que
este se encuentra en equilibrio tautomérico y conformacional con las y-lactonas 20
y 21 (Santalova et al. 2011). En nuestro caso, un cuidadoso analisis, de los
acoplamientos a larga distancia en el espectro HMBC de las sefales en la region
de los protones olefinicos, mostroé que el protéon en &4 7.56 (H-2,d, J=1.1 Hz/ &c
148.7), esta acoplado con los carbonos, 6c: 41.3(C-7), 53.2(C-6), 76.4(C-1), 88.8(C-
3), 121.4(C-5) y 182.3(C-4). Mientras que el proton en dn 7.42 (H-2,t,J = 1.2 Hz
/6c 147.4), lo esta con los carbonos, 6c: 43.5(C-7), 50.2(C-6), 75.9(C-1), 85.0(C-3),

121.5(C-5) y 182.1(C-4). Los datos anteriores y correlaciones en los experimentos

COSY, HSQC y HMBC permitieron identificar la presencia del acido (3,5-dibromo-

1-hidroxi-4-oxociclohexa-2,5-dien-1-il)-acético (19) y las 3,5-dibromo-1-hidroxi-

tetrahidro-benzofuran-4,8-dionas (20 y 21).
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Los compuestos 20 y 21 son y-lactonas epiméricas en C-5 (1S, 5S, 6R) y (1S, 5R,

6R), respectivamente. La comparacion de los datos de RMN con los publicados por

Santalova et al. (2011), estan de acuerdo con los obtenidos en este trabajo.
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W Caracterizacion de la aeroplysinina-2 (22):

La aeroplysinina-2 (22), se aislo de la fraccion AAc-H como un sélido color café

cuyo espectro de masas (EM-IE) mostro los iones [M]*, [M]*? y [M]**: de m/z 338,

340 y 342 con una intensidades isotopicas 1:2:1 (ver Anexo 33), lo que confirmo la
presencia de dos atomos de bromo en la molécula y de acuerdo con la formula

molecular CoHsgBr204.

El espectro de RMN-'H (500 MHz / acetona-ds) mostro seiales que se asignaron a
un metoxilo en © 3.75, un hidroxilo en & 7.67, un metino olefinico en ® 6.60, un
oximetino en & 5.21 y un metileno diasterotépico en  2.96 (d, J =17.04) y 3.01 (d,

J=17.04) (ver Anexo 31).

El espectro de RMN-"3C (125 MHz / acetona-ds) muestra nueve sefiales, las cuales
corresponden con la formula molecular propuesta de acuerdo con el espectro de

masas (ver Anexo 32).
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Los datos anteriores permitieron establecer la estructura del compuesto 22 como la

aeroplysinina-2, los cuales coinciden con los datos reportados para el compuesto

aislado de Alysina aerophoba (Minale y Sodano en 1972).
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W Caracterizacion de subereafenol B (23):

El espectro de masas (EM-IE) del compuesto 23, muestra iones moleculares [M]*
[M]*2, y [M]**: m/z 338, 340 y 342 con una relacion 1:2:1, respectivamente, que como
en los casos anteriores indicé la presencia de dos atomos de bromo en la molécula,
de acuerdo con la formula molecular CoHsBr2O4. Se observan ademas picos
correspondientes a los fragmentos [M-MeOH]*: m/z 304, 306, 308 y [M-AcOH]*: 278,

280, 282 con la misma relacion 1:2:1.

El espectro de RMN-'H (500 MHz / acetona-ds) muestra sefiales para un metoxilo

en 6 3.63, dos hidroxilos en  8.89y 7.93, un metino olefinicoen & 7.11 y un metileno

en O 3.82 (ver Anexo 22). En el espectro de RMN-3C (125 MHz / acetona-ds) se

observan nueve sefales lo que corresponde con la formula molecular de acuerdo

con el EM.

Los datos anteriores y la comparacion con datos reportados en la literatura,
permitieron la identificacion del compuesto 23 como el subereafenol B, aislado de

Subera sp. (Shaker et al. 2010) y Aplysina lacunosa (Goéthel et al. 2015).
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VIIl.1.4 Derivado de bases nitrogenadas

# Caracterizacion de timina (24) y uracilo (25):

De la fraccion AAc-S se separd un precipitado color negro, que se identificé como
una mezcla de las bases pirimidicas, timina (24) y uracilo (25). El espectro de masas
(IE) muestra el ion molecular m/z 112 [M]* para el compuesto mayoritario (24), y el

ion molecular m/z 126 [M]* para el compuesto minoritario (25) (ver Anexo 39).

El espectro de RMN-'H (500 MHz / DMSO-ds) para el compuesto mayoritario (24)
muestra dos sefales simples anchas para los grupos -NH en 6 11.01 y 10.81, este
ultimo como la parte X de un sistema ABX acoplado con los metinos olefinico en &

7.38 (dd, J=7.6,5.7)y 8 5.44 (dd, J = 7.6, 1.3).

En el espectro de RMN-13C (125 MHz / DMSO-ds) se observan cuatro sefiales, dos
carbonos cuaternarios en el area de carbonilos (0 1644 y 151.5) y dos

correspondientes a los carbonos olefinicos (6 142.2 y 100.2).

Para el compuesto minoritario (25) en el espectro de RMN-'H (500 MHz / DMSO-d®)

se observan las sefiales para dos -NH en & 11.01 (sa) y 10.58 (sa) y un proton

olefinico en & 7.24 (dd, J = 5.7, 1.2) acoplado con un metilo 6 1.72 (d, J = 1.2).
o) 0]

NH NH

l /‘K ' | /K

N o) N 0]

H H

24 25
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Los datos anteriores estan de acuerdo con los reportados por Zhang-Gui et al.

(2008) para latimina (24) y el uracilo (25).
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W Caracterizacion de timidina (26):

El espectro de masas de ata resolucion (HR-DARt-MS)* del compuesto 26 indicé
una masa exacta de 243.09732 uma [M+H]* (ver Anexo 42) que esta de acuerdo

con la formula molecular C10H15N20s5 con cinco grados de instauracion.

El espectro de RMN-'H (500 MHz / MeOD) (ver Anexo 40) muestra sefiales para un

metino olefinico en & 7.82 (d, J = 1.1), un metilo en 8 1.88 (d, J = 1.1), un metino en
0 6.28 (t, J = 7), un metileno de & 2.18-2.27 (m), un oximetino en 4.40 (dt, J = 6.5,
3.4) y un sistema ABX conformado por un metino en & 3.91 (dd, J = 3.4, 3.3)
acoplado con un metileno diasterotopico en 6 3.73 (dd, J =12, 3.7) y 3.80 (dd, J =12,

3.2).

El espectro de RMN-C'3 (125 MHz / MeOD) muestra diez sefales que corresponden
con la formula molecular C10H1sN20s propuesta de acuerdo con el espectro de

masas (ver Anexo 41).

Con los datos anteriores se identifico el compuesto 26 como la timidina, los cuales

concuerdan con los reportados por Moyroud et al. (2000).

o)
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IX. Conclusiones

El estudio quimico de la esponja de mar Aplysina clathrata, recolectada en el Golfo
de California, llevé al aislamiento e identificacion de veintiséis compuestos

detallandolos a continuacion:

@ En una de las fracciones menos polares (HAc-C) del extracto de hexano de la

esponja A. clathrata se identificaron nueve acidos grasos: acido tetradecanoico
(1), acido pentadecanoico (2), acido 11-hexadecenoico (3), acido
hexadecanoico (4), acido heptadecanoico (5), acido 13-heptadecenoico (6),

acido 9-octadecenoico (7), acido nonedecanoico (8), acido 13-nonadecenoico

9).

En la fraccion HAc-E (fraccion de polaridad baja) del extracto de hexano, se
identificaron cinco esteroles: colest-5-en-3-ol “colesterol” (10), ergosta-5,22-
dien-3-ol (11), ergosta-5-en-3-ol (12), 25-dehydroaplysterol (13) y aplysterol

(14).

Del extracto de acetona (fracciones polares) se aislaron nueve compuestos
derivados de la bromotirosina: aerothionina (15), fistularina-3 (16), aplysindlida
(17), lactona (18), acido (19), lactona (20), lactona (21), aeroplysinina-2 (22),

subereafenol B (23).

De las fracciones mas polares se aislaron tres compuestos derivados de bases

nitrogenadas en el extracto de acetona: timina (24), uracilo (25) y timidina (26).




Conclusiones

@ L a lactona 18 se reporta por primera vez como compuesto de origen natural,

anteriormente fue reportado como producto de sintesis..

@ Este trabajo constituye el primer estudio quimico de la esponja de mar A.

clathrata, por lo que contribuye al conocimiento del género.
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X. Perspectivas

Continuar con el estudio de los extractos mas polares como el extracto de
acetona y metanol.

Evaluar las actividades biolégicas que pudieran presentar los compuestos
aislados de la esponja A. clathrata mediante la realizacion de diferentes

bioensayos (antibacterial, antiparasitario, anticancerigeno, etc.).
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File: 960 Rm-Hx-C= Date Run: 04-05-2017 (Time Run: 12:38:15)
Sample: Dr Quijano Leovigildo operador Javier Perez

Instrument: JEOL GCmate

Inlet: GC Tonization mode: ET+

Eﬂm: 314 R.T.: 2480
ase: m'z 55, TA1%FS TIC: 7373520 #lons: 209

58

100+

HO)J\/\/\/\/\/M

acido 11-hexadecenoico

11
113

,L‘"n, g

T — T T T — T
50 100 150 2 2% 300

Anexo 3. Espectro de masas del dcido 11-hexadecenoico (3).
Institnto de Quimica (UNAM)

File: 960 Rm-Hx-C= Date Run: 04-05-2017 (Time Run: 12:38:15)
Sample: Dr Quijano Leovigilde operador Javier Perez

Instrument: JEOL GCmate

Imletr: GC Ionization mode: ET+

[Seam: 3151 R.T.: 25.08
[Base: m'z 73; 163.4%FS TIC: 20232224 #lons: 238

100 T

O

HOJ\/\/\/\/\/\/\/\

acido hexadecanoico

157 17

el

T T
1 150 200 250 300

Anexo 4. Espectro de masas del dcido hexadecanoico (4).




Aplysina clathrata

Instituto de Quimica (UNAM)

File: 960 Rm-Hx-C= Date Run: 4-05-2017 (Time Run: 12:38:15)
Sample: Dr Quijano Leovigildo operader Javier Perez

Instrument: JEOL GCmate

Inlet: GC Ionization mode: EI+

[Seam: 3278 R.T.: 1592
[Base: m/z 43; 64.6%F5 TIC: 8028376 #lons: 212

100 4

0

HOJ\/\/\/\/\/\/\/\/

acido heptadecanoico

1 198

139
ll |||§| il x,‘ |
&0 100 150

Anexo 5.Espectro de masas del dcido heptadecanoico (5).

Instituto de Quimica (UNAM)

File: 960 Rm-Hx-C= Date Run: 04-05-2017 (Time Run: 12:33:15)
Sample: Dr Quijano Leovigildo operador Javier Perez

Instrument: JEOL GCmate

Imlet: GC Tonization mode: EI+

Lﬁacnn: 3308 RT.: 2612
aze: m'z 18; 54.29%FS TIC: 5881904 #loms: 179

w1

HJK/\/\/\/\/\/-W/\

acido 13-heptadecenoico

1 150 2

Anexo 6. Espectro de masas del dcido 13-heptadecenoico (6).
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Institute de Quimica (UNAM)

File: 960 Rm-Hx-C= Date Run: 04-05-2017 (Time Run: 12:38:15)
Sample: Dr Quijano Leovigildo operador Javier Perez

Instrument: JEOL GCmarte

Inlet: GC Ionization mode: EI+

Et:m: 3509 R.T.: 2747
ase: m'z 55; 1211%FS TIC: 16508480 #lons: 249

55

100

HOJ\/\/\/\/:\/\/\/\/

acido 9-octadecenoico

n ."hl". Y - [ |
50 5 200 250

Anexo 7. Espectro de masas del dcido 9-octadecenoico (7).
Institute de Quimica (UNAM)

File: 960 Rm-Hx-C= Date Run: 04-03-2017 (Time Run: 12:33:15)
Sample: Dr Quijano Leovigildo operador Javier Perez

Instrument: JEOL GCmate

Inlet: GC Ionization mode: ET+

Etnn: 3622 R.T.:28.23
aze: m'z 43; 72.7%FS TIC: 9538208 #lomns: 204

100 a

HOJ\/\/\/\/\/\/\/\/\/

acido nonadecanoico

167
149

9 180
LUl B
pL0]

T
1N 150

Anexo 8. Espectro de masas del dcido nonadecanoico (8).
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Aplysina clathrata

Institnto de Quimica (UNAM)

File: 960 Rm-Hx-C= Date Run: 04-05-2017 (Time Run: 12:38:15)
Sample: Dr Quijano Leovigildo operador Javier Perez

Instrument: JEOL GCmate

Imlet: GC Ionization mode: EI+

[Sean: 3709 R.T.: 28.81
[Base: m/z 55; 69%FS TIC: 7909038 #Tons: 198§

100 =

HOJJ\/\/\/\/\/\/W

acido 13-nonadecenoico

50 100 150

Anexo 9. Espectro de masas del dcido 13-nonadecenoico (9).

Instituto de Quimica (UNAM)

File: 336 Hx -E Date Ran: 09.02.2017 (Time Run: 13:45:24)
Sample: Dr Quijano Leovigilde operador Javier Peree

Twstrwment: JEOL GCumate

Inler: GC lonizatlon mode: El+

Lran: 4442 RT.:3371
Base: mz 43; 6,2%FS T1C: 6477856 #loms: 230

Lo 8 5%

colesterol

I mu I

Anexo 10. Espectro de masas del colesterol (10).

m




Instituto de Quimica (UNAM)

File: 336 Hx-E Dhate Run: 09-02-2017 (Time Ron: 13:45:24)
Sample: Dy Quijano Leovigildo operador Javier Perex

Instrament: JEOL GCmate

Inlets GC Tonization mode: EI+

|
Scani 4498 R.T.: 34.09
Bave: m'z 69; 6.1%FS TIC: 5102832 Wlons: 187

19 ®
“

HO

Yae
1%
w?
‘ ‘.
i L) !
“% 1w 15 bl

Anexo 11. Espectro de masas del ergosta-5,22-dien-3-ol (11).

ergosta-5,22-dien-3-ol

Tnstitnto de Quimica (UNAM)

File: 336 Hx -} Date Ron: 09022017 (Time Run: 13:48:24)
Sample: Dr Quijnoe Leovigildo operador Javier Peter

[ustrument: JEOL GCmarte

Inlets GC Tonizathon wode: E1+

Scan: 4580 R.T.: 34.64
Baseim r 43; S6%FS TIC: 4649520 lows: 199

1
140 X

ergosta-5-en-3-ol

e

1% 238

l\[ﬂ I|"!J.1L 1 ‘ ‘

100 15 10 %0 Vi 14

|
(

(IO
’ |

Anexo 12. Espectro de masas del ergosta-5-en-3-ol (12).




Aplysina clathrata

Instituto de Quimica (UNAM)

File: 330 Hx-E- Date Run: 09.02-2017 (Thmse Run: 13:48:24)
Sample: Dr Quijano Leovigildo operador Javier Perez

Instrument: JEOL GCmare

Inlet: GC lonization mode: EI+

Scan: 4692 R.T.r 3530
Base: m'z 55; 12.7%FS TIC: 11140480 #loms: 29X

4
108+ 4

25-dehidroaplysterol

88
m m

.;il L ] lI bl MJMELJ&JM k"]'l"mw]' [ ‘l]:L”J —

180 12 = -

Anexo 13. Espectro de masas del 25-dehidroaplysterol (13).
Instituto de Quimica (UNAM)

Flle: 336 Hx-E- Date Run: 09-02-2017 (Thine Ruan: 13:48:24)
Sample: Dr Quijano Leovigilde operador Javier Peres

Instrument: JEOL GCmate

Inlet: GC lonization mode: E1+

Eﬂm 4715 R.T.: 2554
ave: m/z 414: 30.6%FS TIC: 54168416 #lons: 434

190

I

WALkl kS LT L

100 15 AN

Anexo 14. Espectro de masas del aplysterol (14).
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Anexo 15. Espectro de RMN-H (400 MHz / acetona-ds) de aerothionina (15).

7,7'

10,10’

T T T T T T T T T T
160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40
f1 (ppm)

Anexo 16. Espectro de RMN-'3C (125 MHz / acetona-ds) de aerothionina (15).
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Anexo 17. Espectro de RMN-H (500 MHz / acetona-ds) de fistularina-3 (16).

10H,1'0H 19 1
1

N
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f1 (ppm)

Anexo 18. Espectro de RMIN-3C (125 MHz / acetona-ds) de fistularina-3 (16).
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Anexo 19. Espectro de RMN-'H (500 MHz /CDCls) de aplysindlida (17).
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Anexo 20. Espectro de RMN-13C (125 MHz / CDCls) de aplysindlida (17).




[ Mass Spectrum 1
Data : Dr—Qui jano-Leovigi 1do—0886 Date : @3-Nov—2@17 14:48
Sample: 2399 AAc-Aa Jeol SX1@2R
Note : Operadores Carmen Garcia Javier Perez
Inlet 1 Direct Ion Mode 1 EI+
Spectrum Type t Normal Ion [MF-Linearl
RT : 8.25 min Scan# : (6,7)
BP : m/z 362.0200 Int, : 449.48
Output m7z range : 9.8008 to 415.43@3 Cut Level : 9.20 %
4742440
1e2—+

p3DAYID]D DUISA]dY

99

8@ H

70

Q

Formula Quimica: Cq2H4Br;0O5
Peso Molecular: 362.02

Anexo 21. Espectro de masas (EM-IE) de aplysindlida (17)
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Anexo 22. Espectro de RMN-H (500 MHz / acetona-ds) de la lactona 18.

———— T
80 175 170 165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100
1 (ppm)

Anexo 23. Espectro de RMN-3C (125 MHz / acetona-ds) de la lactona 18.
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Anexo 24- Espectro HMBC de la lactona 18.

[ Mass Spectrum J
Data : Dr-Out jano-Le=ovigtldo=185 Date : @7-Nov-2017 18:18
Sample: 2371 AAc-E Jeol SX182AR
Note 1 Operadores javier perez Carmen garcla
Inlet 1 Direct Ion Mode 1 EI+
Spectrum Type : Normal Ion [(MF-Linearl
RT : 8.45 min Scan® : (9,12)
BP : ms/z 280,0000 Int. : 249.28
Output m/z range : ©.8002 to 424.8258
2605284

(o}
Formula Quimica: CgH4Br,03
Peso Molecular: 307.93

a2 ce 89 122 142 168 8@ 2@ 222 242 2e@ 288 3@e¢ 320

Anexo 25. Espectro de masas (EM-IE) de la lactona 18.
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Anexo 26. Espectro de RMN-H de la mezcla de compuestos 19, 20 y 21 (azul; 400 MHz / acetona-
ds) y espectros separados con el programa MestreNova.

TR
| 0 |
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Anexo 27. Espectro de RMN-13C de la mezcla de compuestos 19, 20 y 21 (azul; 125 MHz / acetona-

ds) y espectros separados con el programa MestreNova.
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Anexo 28. Espectro COSY de la mezcla de compuestos 19, 20 y 21.

H
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Anexo 29. Espectro HMBC de la mezcla de compuestos 19, 20 y 21.




%[ Mass Spectrum 1

Data : Dr—Qui jano-Leovigi 1do—@87 Date : 22-Mar—2018 10:04

Sample: 6@6 RRc—Ge  Jeol SX1@2A

;Nota i Operadores Carmen Garcia Javier Perez

Inlet 1 Direct Ion Mode 1 EI+

\Spectrum Type t Normal Ion [MF-Linearl

RT : B.31 min Scan# : (9,12

\BP : msz 267.0008 Int, : 187.48

Output msz range : 299.1898 to 344.2136 Cut Level : 9.00 %
528418 210

HO
HOOC

(8] 0

Formula Quimica: CgHgBr.0,
Peso Molecular: 325,94

’
| 1 | 1 I
!

y ' f
3ia 320

Anexo 30. Espectro de masas (EM-IE) de la mezcla de compuestos 19, 20 y 21.

DID.1Y3ID] DUISA]dY
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Anexo 31. Espectro de RMN-'H (500 MHz / acetona-ds) de aeroplysinina-2 (22).

» N
©
N

<

T T T T T T T
180 175 170 165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100
1 (ppm)

Anexo 32. Espectro de RMN-H (500 MHz / acetona-ds) de aeroplysinina-2 (22).
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[ Mass Spectrum 1

Data : Dr—Qui jano—Leovigi 1do—186 Date : B7-Nov—2817 1B8:23

Sample: 2372 AFc—H Jeo] SX182A

Note : Operadores Javier perez Carmen garcia

Inlet 1 Direct Ion Mode 1 EI+

Spectrum Type @ Normal Ion CMF-Linearl

RT 1 8.15 min Scan# 1 4,5

BP : msz 43.8828 Int. 1 153.37

Output m<z range : B.8008 to 356.4392 Cut Level : B.88 X
16eg 15e 43

DIDAYID]D bUISA]dY

98 —

0
Formula Quimica: CoHgBr»Qy
Peso Molecular: 339.97

' T ™1
a8 1868 126 148 168 1 2 24 348 3e@

Anexo 33. Espectro de masas (EM-IE) de aeroplysinina-2 (22).
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Anexo 34. Espectro de RMN-'H (500 MHz / acetona-ds) de subereafenol B (23).
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Anexo 35. Espectro de RMN-3C (125 MHz / acetona-ds) de subereafenol B (23).
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[ Mass Spectrum J
Data : Pr=Qui jano-Leocviglldo—187 Pate : @7=-hNov=2817 1B:2E
Sample: 2373 AFc—J Jeol SX182AR
Note : Operadores Javier perez Carme=h garcila
Inlet : Direct Ion Mode : EI+
Spectrum Typ= ¢ Mormal Ion [MF-Line=ar]
RT & 8.55 min Scant 1 (11,14)
BF : m-z ZB0.2288 Int. 1 699.208
Dutput m-z range @ B.89808 to 3681.8889 Cut Level 1 8.28 X
4352841
188 — OH

38 H

DIDAYID]D bUISA]dY

3K

OH

Formula Quimica: CoHgBr.Oy

Peso Molecular: 339.97

199 281

88 : 16@ 18 (G ]

Anexo 36. Espectro de masas (EM-IE) de subereafenol B (23).
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Anexo 37. Espectro de RMN-H (500 MHz / DMSO-ds) de uracilo (24) y timina (25).

.
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Anexo 38. Espectro de RMN-*3C (125 MHz / DMSO-ds) de uracilo (24) y timina (25).
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[ Mass Spectrum 1

Data : Dr—Qui jano-Leovigl 1do—8E 1 Date : 2@-Feb—2818 19:28

Sample: 343 ARc-S2pp Je=ol SX1B2A

Note : Operadores Carmen Garcia Javier Perez

Inlet 1 Direct Ion Mode 1 EI+

Spectrum Type © Mormal Ion CMF-Linearl . e O \j

= A P Scark ¢ (5.6 Formula Quimica: CsHgN,0,
BP : msz 112,2000 Int, 1t 614,45 Peso Molecular: 126.12
Output m~z range : B.80008 to 178.8415 Cut Level : B.88 %

B4E1638 112
1B8— o) 1 o)

p3DAYID]D DUISA]dY

9@

N O
H

Formula Quimica: C;HyN,
Peso Molecular : 112.09

T I
ae Laa L1a 128

Anexo 39. Espectro de masas (EM-IE) de uracilo (24) y timina (25).
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Anexo 40. Espectro de RMN-H (500 MHz / MeOD) de timidina (26).
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Anexo 41. Espectro de RMN-13C (125 MHz / MeOD) de timidina (26).
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Data:lJ 952

Sample Name:Ricardo mtz
Description:

lonization Mode:ESI+

Acquired:5/92018 11:14:55 AM
Operator:AccuTOF

Mass Calibration data:Cal Peg 600
Created:5/9/2018 11:49:04 AM

History:Determine m/z[Peak Detect{Centroid, 30, Area];Comrect Base[1.0%]];,Correc...  Created by

Charge number:1

Element:12C:10 .. 33, H:14 .

Relative Intensity

23408410 239.15164

Tolerance:1.00{mmu)

S60, N0 LT, B0cs 10

24309732

o 233:12998 260.12493 26714732

Unsaturation Mumber:1.0 . 20.0 (Frach.

263.17747 29514863
v e e ees

I
2400 2600
mi'z

n I T I I
2800 300.0

Mass Intensity

Mass Difference

Calc. Mass (mmu)

Mass Difference

(ppm) Possible Formula

Unsaturation Number

243.09732]  76314.25

243.09810] 0.77]

-3.18 12C10'H151¥N2190s

4.5

Anexo 42. Espectro de masas de alta resolucion (HR-DART-MS) de timidina (26).
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