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GLOSARIO

Acido carboxilico: Compuesto que contiene el grupo funcional —-COOH.

Actividad biol6gica: Referente a la respuesta que se puede generar en algun sistema
bioldgico (antitumoral, hemolitico, antifingico, antiviral, etc.).

Alcaloide: Compuestos organicos que contienen nitrogeno, frecuentemente son de
caracter basico y poseen gran activdad bioldgica.

Arqueocito: Célula totipotencial, realizan la mayor parte de la funcidon digestiva asi
como la excretora entre otras actividades, ya que su citoplasma siempre esta
cargado de fagosomas, que corresponden al mayor macréfago de la esponja.
Se encuentra en el mesohilo.

Camara coanocitica: Cualquier cavidad rodeada por coanocitos ubicada entre los
canales inhalantes o exhalantes.

Cadena alifatica: Union de varios carbonos formando una cadena abierta.

Coanocitos: Células flageladas provistas de un collar de tentadculos citoplasméticos,
son las encargadas de producir la presién y la corriente de agua. Se
encuentran delineando las camaras coanociticas, las cuales varian de
tamafio y forma, asi como en el nimero de coanocitos.

Coanodermo: Superficie delineada por coanocitos.

Coanosoma: Regién interna de una esponja que incluye a las camaras coanociticas,
denominado también endosoma, este Gltimo en desuso.

Cromatografia: Técnica de separacion de una mezcla de solutos, entre dos fases
inmiscibles.

Dioico: Organismos que tienen los 6rganos reproductores del macho y de la hembra en
individuos separados.

Ectosoma: Region externa de la esponja, consiste en una membrana dérmica y
espacios.

Espectro: Distribucion de varias longitudes de onda de la energia radiante emitida o

absorbida por un objeto.

Vil
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Espiculas: Estructura constituida de silice o carbonato de calcio de formas variadas,
que conforman el esqueleto de las esponjas junto con las fibras de
espongina.

Espongina: Sustancia proteica hecha de colagena que se deposita y compacta para
formar filamentos, fibras y tractos, también se encuentra sementado o
uniendo a las espiculas.

Espongocele (atrio o cloaca): Cavidad preoscular o exhalante, en la region central del
cuerpo, que recibe agua de uno o mas apdlipos y la conduce a una o mas
Osculos. Comun en esponjas tubulares, cilindricas o huecas.

Estrongiloxeas: Espiculas con extremos agudos, ligeramente redondeados.

Fibra: Es cualquier columna cilindrica de espongina, laminada (estratificada),
medulada o empacada con particulas foraneas o de espiculas propias que
conforman un esqueleto reticular o dendritico.

Frecuencia: Numero de veces por segundo que una longitud de onda completa pasa
por un punto dado.

Grupo carbonilo: El doble enlace C=0O, un rasgo caracteristico de varios grupos
organicos, como cetonas y aldehidos.

Grupo carboxilato: Pérdida de un protén de un grupo carboxilo (COO)

Grupo éster: Son derivados de los acidos carboxilicos. Son compuestos en los cuales
el grupo OH de un acido carboxilico se reemplaza por un grupo —OR.

Grupo metileno: Grupo funcional bivalente CH,, derivado del metano.

Grupo metoxilo: Grupo metilo unido a un oxigeno.

Heterotréficas: Se denomina a todas aquellas bacterias que se alimentan de restos de
desechos.

Infrarrojo: Region del espectro electromagnético localizado aproximadamente entre
0.78 a 300 micrometros.

Megasclera: Espicula relativamente grande, principal componente del esqueleto de la
esponja tiene un tamano de > 100 pym.

Mesohilo: Es la region que se encuentra entre el pinacodermo y el coanodermo de una

esponja.
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Metabolismo: Conjunto de reacciones bioquimicas, tanto catabdlicas como anabdlicas,
que tiene lugar en una célula.

Metabolito: Sustancias que intervienen en los procesos metabolicos como
intermediarios en las vias de degradacion y biosintesis; en ocasiones
establecen nexos entre diversas vias.

Metabolito secundario: Producto excretado por un microorganismo al final de la fase
exponencial o durante la fase estacionaria.

Glicésidos: Compuesto formado por la sustitucion de un grupo hidroxilo (-OH) de un
azucar por otro grupo (si el compuesto es glucosa, el compuesto se conoce
como glucésido).

Nucleo del ciclopentanoperhidrofenantreno: Estructura basica de las hormonas
esteroides de 17 carbonos, que consiste en cuatro anillos indicados con las
letras A a D.

Protones vinilicos: Son aquellos hidrégenos que estan sustituidos sobre carbonos que

mantienen un doble enlace (olefinicos).
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RESUMEN.
Con el interés por contribuir al conocimiento de los recursos naturales marinos de
México y con la intencién de obtener nuevos metabolitos secundarios, se llevé a cabo el
estudio quimico de la esponja Tethya californiana, el cual condujo al aislamiento y la
identificacion de los compuestos mayoritarios de la especie.
T. californiana es una esponja perteneciente al phylum Demospongiae y a la familia
Tethyidae que habita en la parte este de las costas americanas desde el norte de
California, EUA, hasta el sur de la peninsula de Baja California, México, para la cual
solo existe un estudio quimico donde se reporta la presencia de esteroles y &cidos
grasos. La colecta del espécimen porifero se realizdé por buceo autbnomo en la bahia
de Todos Santos en las costas de Ensenada, B. C. Se preparé un extracto primario
usando metanol, de donde se obtuvieron mediante reparto liquido/liquido extractos de
hexano, acetato de etilo, butanol y el residuo acuoso.
Utilizando técnicas cromatograficas convencionales, se identificaron en el residuo
acuoso cinco compuestos no descritos en la literatura para este género de esponja:
taurina (1), el a-metil-D-glucopiranésido (2), asi como tres compuestos muy polares
pertenecientes al grupo de las betainas, los cuales se identificaron como homarina (4),
trigonelina (5) y sulcatina (6) y un nucleodsido identificado como uridina (7), cuyas
estructuras fueron establecidas de acuerdo con sus datos espectroscopicos,
principalmente de RMN*H y RMN*3C, incluidos experimentos 1D y 2D (DEPT, COSY,
HSQC y HMBC) y espectrometria de masas.
El analisis por CG-EM de extractos y fracciones poco polares, permitié la identificacion
de una mezcla de esteroles los cuales ya habian sido reportados previamente de la
misma especie, que fueron identificados como colesterol (8), ostreasterol (9), A%-
deshidrocolesterol (10), brassicasterol (11), clionasterol (12), ademas de sus
respectivos derivados 5,8-epidioxy (13-17). También se identificaron 16 ésteres
metilicos de acidos grasos (18-33). La mayoria de los compuestos identificados de los
extractos menos polares de T. californiana coinciden con estudios anteriores de otras
especies del mismo género, sin embargo se reportan por primera vez los compuestos

aislados de la fraccibn mas polar.
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1. INTRODUCCION.

El mar tiene una extension que abarca el 70 por ciento del globo terraqueo y su
diversidad biologica el 95 por ciento de la biosfera [1]. México cuenta con una
importante riqueza marina dentro de su Zona Econdmica Exclusiva (ZEE). En una
extension de 2’946,825 kilometros cuadrados de ZEE, se reconocen cinco ecosistemas
marinos que abarcan una enorme diversidad de especies de la flora y fauna, tales
como: Pacifico Norte, Golfo de California, Pacifico Centro-Sur, Golfo de México y Mar
Caribe [2]. En el ambiente marino, existen ecosistemas con una densidad de especies
mayor que la de una selva tropical; por ejemplo, los arrecifes de coral. En tales
ecosistemas la competitividad es muy intensa, lo que favorece la supervivencia de
quien mejora continuamente sus medios de defensa y de ataque [1].

Harper y colaboradores sugieren que debido a la intensa presion por
competencia de espacio, luz y especialmente de nutrientes, los organismos marinos
han desarrollado una variedad de mecanismos de defensa incluyendo comportamientos
y estrategias fisicas y quimicas para sobrevivir, los cuales han sido adquiridos durante
la evolucion como adaptaciones ecoldgicas [3].

Las especies sésiles generan toxinas que impiden la colonizacion de otras. Para
las especies que obtienen alimento mediante la filtracion del agua, las toxinas operan
como antibidticos frente a la multitud de organismos unicelulares con los que entran en
contacto constante.

El mecanismo de accién de estas moléculas se dirige principalmente hacia
motivos bioldgicos muy conservados en el curso de la evolucién, por lo que resultan
efectivas incluso contra especies terrestres. Estos compuestos pueden ser expulsados
al agua en respuesta a una amenaza o inyectados al atacante por medio de un aguijén
[1].

La evolucion ha definido y seleccionado las diversas estrategias de
supervivencia, defensa, ataque y comunicacion entre organismos marinos que
componen un verdadero arsenal de diversas moléculas (metabolitos secundarios) que
es posible emplear en salud humana. Aunque los océanos contienen una biodiversidad

muy superior a la de la tierra, su exploracion desde el punto de vista de busqueda de
2
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nuevos compuestos quimicos apenas se ha iniciado, y se conocen en la actualidad
«Onicamente» unos quince mil productos naturales de origen marino, que corresponden
a una décima parte de los terrestres [4].

En la busqueda de organismos marinos productores de moléculas de interés, la
atencién se centra en especies de cuerpo blando, sésiles o dotadas de un movimiento
lento. La supervivencia de los organismos marinos que las producen no se basa en la
velocidad de desplazamiento ni en defensas fisicas (conchas o espinas), sino en la
generacion de arsenales quimicos depurados, productos de un metabolismo secundario
de elevada complejidad, que utilizan para el ataque y la defensa frente a otras especies
[1].

Se ha sugerido ademas la posible implicacion de microrganismos asociados
(“endosimbiontes”) en la biosintesis de productos naturales marinos como pueden ser:
cianobacterias, bacterias, algas unicelulares y hongos; estos microrganismos pueden
residir en el espacio externo o intracelular de sus anfitriones y en ocasiones contribuyen
de manera importante a la biomasa del invertebrado [5]. Los brotes de intoxicacion por
mariscos suelen ser esporadicas e impredecibles debido a que los peces o mariscos
que las ocasionan no producen las toxinas por si mismos, sino que las concentran a
partir de los organismos de que se alimentan. La mayoria de las toxinas marinas son
producidas por microorganismos tales como dinoflagelados marinos o bacterias y
pueden pasar a través de varios niveles de la cadena alimentaria. La identificaciéon de
toxinas marinas ha sido una de las areas mas dificiles de la quimica de productos

naturales marinos [6].
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2. Generalidades.

Las esponjas (Phylum Porifera) son los metazoos méas antiguos sobre el planeta;
en esencia, una esponja es una agrupacion de células que funcionan juntas, pero con
poca integracion y control de sus actividades celulares. Poseen un tipo de células
llamadas arqueocitos, con una habilidad Unica en el reino animal, que es la capacidad
de transformarse en cualquier otro tipo celular que necesite la esponja, ademas de
servir como un sistema uUnico de reparacion celular. Este disefio estructural,
aparentemente tan simple, les ha permitido sobrevivir a muchas crisis y extinciones
durante los ultimos 600 millones de afios [7]. Las esponjas son un grupo de animales
multicelulares sésiles de los mas abundantes y diversos en los fondos marinos, cuya
caracteristica principal es poseer un sistema interno de canales, a través de los cuales
bombean activamente agua de la que filtran su alimento, extraen el oxigeno, y en la que
depositan sus excretas [8].

En el Phylum Porifera existe tanto reproduccion sexual como asexual [11, 12].
Dentro de la reproduccion sexual existen especies dioicas y monoicas, tanto sincronicas
como asincronicas; mientras que en la reproduccion asexual ocurren varios procesos
tales como la fragmentacion, regeneracion, gemacion y la presencia de cuerpos
reproductores asexuales llamados gémulas; estas Ultimas son mas comunes en las
especies de agua dulce [9].

La organizacion del cuerpo de los poriferos o esponjas se basa en un sistema
acuifero conformado por: ostios, Osculos, conductos acuiferos y diversas camaras
coanociticas que producen una corriente del agua que entra del medio exterior al
interior de la esponja. Este disefio corporal parece no haber cambiado
significativamente después de millones de afios, pues la similitud que tienen algunas de
las especies ancestrales es casi idéntica. De acuerdo a la estructura de este sistema,
se consideran cuatro grados de organizacion dentro de su sistema acuifero, segun sea
mayor o menor el grado de complicacion estructural:

A) Asconoide. Es el tipo de organizacidbn mas simple, presente, en las esponjas

mas primitivas pertenecientes a la clase calcarea, que estan constituidas por un tubo
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sencillo radialmente simétrico, con su pared delineada por una sola capa de coanocitos
(Fig. 1A).

B) Siconoide. En este tipo, los pliegues primarios del pinacodermo y coanodermo
de la pared sencilla de la organizacion ascon, producen el tipo de organizacion sicon,
en el cual cada pliegue incluye a los coanocitos formando una camara simple con una
sola abertura y un conducto inhalante correspondiente. Esta estructura aumenta la
superficie de captacion de agua (Fig. 1B).

C) Leuconoide. En este tipo, con mayor numero de pliegues del coanodermo se
forma la organizacion leucon, cuyo sistema acuifero es mas eficiente y complicado,
permitiendo a la esponja la posibilidad de alcanzar un tamafo mayor, en contraste con
las de los tipos ascon y sicon que no sobrepasan los 10 cm. En leucon se incrementa el
namero de camaras coanociticas que a su vez disminuyen en tamafo, el espongocele
se reduce surgiendo los conductos exhalantes y se engruesa el mesohilo (Fig. 1C).

Esta organizacion corporal basica de las esponjas es tipica de la mayoria
(Demospongiae) y ha sido la mas exitosa, ya que poco han variado evolutivamente,
pues existen desde el cambrico temprano (hace 520 millones de afos) hasta nuestros

dias.
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Figura 1). Tipos de grados de organizacion del sistema acuifero. A, asconoide. B, sinconoide. C, leuconoide.
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D) Sileibide. Es un sistema acuifero con las cAmaras coanociticas alargadas y
dispuestas alrededor de cavidades exhalantes de manera radial. Presente en las clases

Calcéarea y Hexactinellida [10] (fig. 2).

Fiaura 2). Grado de organizacion del sistema acuifero tipo sileibide.

Dentro de las esponjas se pueden distinguir otros sistemas: el sistema epitelial y
el sistema esquelético. El cuerpo puede dividirse en tres regiones: el ectosoma, que
corresponde a la regibn mas externa de la esponja (corteza-dermis); el coanosoma,
donde se localizan las camaras coanociticas y el endosoma, que corresponde a la
region interior de la esponja [9].

Aungue se cree que las esponjas son organismos filtradores no selectivos existe
una seleccion de acuerdo con el tamafio de particula ingerido, este tamafio oscila
alrededor de 50 um, en el que se pueden considerar bacterias, hongos, diatomeas,
dinoflagelados y detritos [11].

El sistema esquelético da el soporte fisico-mecénico al organismo y es utilizado
como una de las caracteristicas primarias para la identificacion de las esponjas; puede
estar constituido de materia organica y en muchos casos esta reforzado por
componentes inorganicos. EI componente organico esta constituido por una proteina
estructural caracterizada por un arreglo fibrilar llamada espongina, la cual suele

arreglarse en fibras.
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El material inorganico que compone al esqueleto de la esponja recibe el nombre
de espiculas, que pueden estar formadas de carbonato de calcio o de 6xido de silicio
(silice) y su tamafio y forma pueden ser muy variado [11, 12, 13].

Aunque hay otros datos importantes para la identificacion de las esponjas: el
tamafio, color, la forma, la consistencia y la textura; la mayoria de la sistemética porifera
se basa en la composicién quimica y estructural del esqueleto.

Se reconocen actualmente tres Clases dentro del Phylum: 1) Clase Calcarea o
Calcispongiae, 2) Clase Hexactinellida o Hyalospongiae y 3) Clase Demospongiae
[11,13].

En los mares actuales las esponjas dominan en la mayoria de los habitats
cripticos y poco iluminados como cuevas, tuneles, bajo rocas y corales, de donde no
son desplazadas por organismos fotosintéticos de crecimiento relativamente rapido; en
los arrecifes coralinos dominan en general debajo de los 20 m, mientras que en los
canales profundos de las formaciones de manglar, son el componente dominante de la
fauna de las raices adventicias [14]. Las esponjas juegan un papel importante en los
ecosistemas marinos, gracias a que por filtracion incorporan gran cantidad de material
particulado de la columna de agua al fondo, contribuyen a la produccion primaria [15],
pues muchas especies albergan simbiontes fotosintéticos (fundamentalmente
cianobacterias) y por albergar numerosas bacterias heterotroficas en sus tejidos
devuelven, al medio, nutrientes remineralizados [16].

Las esponjas han sido consideradas como una mina de oro para los quimicos
[17] y se han descubierto hasta el 2004 a partir de estas, mas de 6000 metabolitos
novedosos, muchos de ellos con enormes potencialidades biotecnoldgicas [18] y un alto
potencial en la busqueda de medicamentos [19,21], particularmente contra el cancer
[19,20,22].

Las esponjas actuan ademas como bio-indicadores de la calidad ambiental
debido a la gran sensibilidad que manifiestan ante algunos factores estresantes como la
contaminacion. De forma particular, las esponjas coralinas cuentan con un enorme
potencial para registrar cambios ambientales en el mar, por o que se consideran uno

de los mejores indicadores de cambios climaticos. Las esponjas desempefian una
7
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funciébn muy importante, ya que entrelazan las cadenas alimentarias entre los distintos
organismos de los ecosistemas marinos, y son capaces de retirar hasta el 90% de las
bacterias y entre el 23 y el 63% de los virus del agua. También regeneran los nutrientes
y algunas especies de esponjas pueden causar cambios significativos en el equilibrio
entre crecimiento y erosion de los arrecifes coralinos [7].
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3. Antecedentes.

Los Invertebrados marinos a menudo son una fuente abundante de esteroles
comunes y de esteroles que poseen cadenas laterales novedosas y/o nucleos
esteroidales no convencionales [23].

El aislamiento del primer esterol en esponjas fue hecho por Henze [24,25] quien
a principios del siglo pasado (1904, 1908) obtuvo el espongosterol de la esponja
Suberites domuncula. Sin embargo, quien primero reporto la gran variedad de esteroles
producidos por esponjas fue Dorée en un trabajo clasico publicado en 1909 [26]. Desde
entonces y aproximadamente hasta 1970 el progreso en el campo de investigacion de
esteroles en esponjas podria casi enmarcarse dentro de los trabajos de Bergmann
quien también publicé dos revisiones sobre esta materia en 1949 y 1962 [27,28] y a la
revision hecha por Brooks en 1970 [29].

Sin embargo todo este trabajo fue hecho cuando aun no habian sido
desarrollados métodos cromatogréficos eficientes y espectroscopicos de alta resolucion,
ademas, como el mismo Bergmann lo reconocio, puede que la mayoria de estos datos
aun se refieran a mezclas de esteroles y no a compuestos individuales [23].

El desarrollo del potencial de los productos naturales marinos como farmacos se
inici6 en la década de 1950, cuando Bergmann y colaboradores aislaron la
spongotimidina y spongouridina, los primeros compuestos aislados de una esponja
marina. Esto llevé ademas a la sintesis del Ara-C, un agente anticancerigeno y a la
vidarabina o Ara-A el primer farmaco antiviral [30] (Fig. 3). La actividad antiviral de este
arabinésido de la adenina (vidarabina o Ara-A) fue descrita por primera vez por Privat-
de-Garilhe y De Rudder en 1964 [31].

HO 2

HO

Figura 3) Estructura molecular del Ara-A (1) de Ara-C (2)
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Dentro del phylum Porifera, la clase Demospongiae abarca la mayoria de las
esponjas vivientes que mayor atencion ha recibido de quimicos y bioquimicos. Hasta el
afio 2001 se habian reportado 2578 compuestos provenientes de esta clase de
esponjas [3].

Dentro de esta clase (Demospongiae), se encuentra la familia Tethyidae de la
cual se han reportado estudios referentes al aislamiento de metabolitos secundarios de
varias especies del género Tethya.

De Tethya aurantium se ha aislado un caroteno denominado tethyateno (1) [32],
alantoina (2) y adenosina (3) [33], esteroles como Z-24-propiliden-colest-5-en-3(3-ol (4),
5a,8a-peroxido de colesta-5,7-dien-3B-ol, ergosterol (5), ergosta-5,7,24(28)-trien-3p-ol
(6) y 24¢- etil-colesta-5,7-dien-3B-ol (7) [34], asi como algunos fosfolipidos saturados e
insaturados poco comunes como: 1,2-di-(5,9,19-octacosatrienoil)-sn-glicero-3-
fosfoetanolamina (8), 1,2-di-(5,9,23-triacontatrienoil)-sn-glicero-3-fosfoetanolamina (9),
1,2-di-5,8,11,14-docosatetraenoil-sn-glicero-3-fosfocolina  (10) vy 1,2-di-3,7,11,15-
tetrametilhnexadecanoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina (11) [35], ademas de monoéteres
de alquil glicerol como: (2S)-1-hexadeciloxi-2,3-propanodiol (12), (2S)-1-(16-metil-
heptadeciloxi)-2,3-propanodiol (13) y (2S)-1-(15-metil-heptadeciloxi)-2-3-propanodiol
(14) (Fig. 4) [36].

También se han estudiado algunos compuestos producidos por hongos
asociados a esta especie de Tethya. Por ejemplo, de Scopulariopsis brevicaulis un
hongo asociado a esta esponja, se aislaron los macrolidos escopularidos A y B (15)
[37]. Mientras que de Penicillium chrysogenum se han aislado los metabolitos
secundarios denominados cilifuranona (16), sorbifuranonas A (17), B (18), y C (19),
entre otros [38,39], y del hongo Aspergillius spp, los metabolitos llamados austalidos M
(20), N (21), O (22), P (23), Q (24), ademas de 4-acetil-3,4-dihidro-6,8-dihidroxi-3-
metoxi-5-metil-isocumarina (25), 2,3,4-trimetil-5,7-dihidroxi-2,3-dihidrobenzofurano (26),
4-acetil-3,4-dihidro-6,8-dihidroxi-5-metil-isocumarina (27), el acido fenol A (28),
butirolactona 1l (29), metil-3,4,5-trimetoxi-2-[2-(nicotinamido)benzamido]benzoato (30),
citrinina (31) y dicitrinina (32) [40] (Fig. 5).

10
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Figura 4) Compuestos aislados de la esponja T. aurantium (continda).
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Figura 5) Compuestos aislados de hongos asociados a la esponja T. aurantium.

De una especie no identificada de Tethya, recolectada en aguas de las islas
Koemun, Corea del Sur, se aisloé un esterol que se identific6 como: el derivado 5a,8a-

epidioxi (33) [41] (Fig.6). Este tipo de compuesto también se ha aislado de la esponja
Tethya aurantium [42].

HO

////O
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Figura 6) 5a,8a epidioxi-esterol aislado de Tethya sp. 13
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De Tethya amamensis se han aislado los carotenoides denominados tethyanina
(34) [43], tethyateno (35) [44] y dos que poseen un doble enlace cis en la posicion 7,
denominados isorenieracisteno (36), y renieracisteno (37) [45], ademas de esteroles
como los (24E)-24-etilidencolesta-5,7-dien-33-ol (38), (24E)-24-propilidencolesta-
5,7dien-33-ol (39) y (242)-24-propilidencolesta-5,7-dien-33-ol (40) [46] (Fig.7).

Figura 7) Compuestos aislados de Tethya amanensis.

Tethya californiana.

Se ha reportado un estudio de Tethya aurantium var. californiana, sin embargo el
nombre de esta especie ha sido descartada y actualmente se describe
taxonomicamente como Tethya californiana [47,55]. Siendo este el Unico reporte para

esta especie, de la cual se identificaron 8 esteroles, (41-48) de los cuales el colesterol y
14
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el clionasterol fueron los componentes mayoritarios (Fig. 8) y 37 acidos grasos (49-88)
(Tabla 1) [48].

R
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HO
\
AN
41 42) 43)
24-norcolesta-5,22-dien-3B-ol A#-dehidrocolesterol 24-metilcolesta-5,24(28)-dien-3-ol
AN M/ AN
44) 45) 46)
24-metilcolesta-5,22-dien-33-ol Colesterol 24-etilcolesta-5,22-dien-33-ol
[VaVaV)
47) o 48)
24-metilcolesta-5-en-33-ol Clionasterol

Figura 8) Esteroles identificados en Tethya californiana
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Tabla 1. Acidos grasos identificados en Tethya californiana.

49) Acido tetradecanoico )W

o

50) Acido 4,8,12 trimetil-tridecanoico HOW

51) Acido iso pentadecanoico /U\/\/\/\/\/\)\
HO

o

52) Acido pentadecanoico W
HO

o

53) Acido iso 6-hexadecenoico "o F

o

54) Acido iso Hexadecanoico HOMW

[e}

55) Acido cis 9-hexadecenoico
) Acido ¢l X ! HO)J\/\/\/\/\/\/\/\

[e}

56) Acido hexadecanoico )k/\/\/\/\/\/\/\
HO

o}
57) Acido iso heptadecenoico )]\/\/\/\/\/\/\)\
HO

[¢] OH

58) Acido 3-hidroxi-pentadecanoico )k*/\/\/\/\/\/
HO'

59) Acido anteiso heptadecenoico HOWA

o
60) Acido iso heptadecanoico )]\/\/\/\/\/\/\)\
HO

61) Acido anteiso heptadecanoico o

62) Acido heptadecenoico
) Ad i | HO/H\/\/\/\/\/\/\/\/

63) Acido heptadecanoico WWVV
HO'

64) Acido 2-hidroxi-hexadecenoico HOJ\K\/\/\/\/\/\/\

65) Acido 2-hidroxi hexadecanoico Ho)‘\/\/\/\/\/\/\/\
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66) Acido 6,12,14-octadecatrienoico

HO

67) Acido iso octadecanoico

HO

68) Acido octadecadienoico

69) Acido 9-octadecenoico

70) Acido octadecanoico

71) Acido iso nonadecanoico

72) Acido anteiso nonadecanoico

HO'

73) Acido nonadecanoico

74) 5,8,11,14-eicosatetraenoico

75) 6,9,12,15- eicosatetraenoico

HO

76) Acido iso eicosanoico

HO

77) Acido eicosanoico

78) Acido heneicosanoico

79) Acido docosanoico

80) Acido tricosanoico

81) Acido tetracosanoico

82) Acido iso pentacosanoico
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83) Acido pentacosanoico

84) Acido 5,9-Hexacosadienoico

85) Acido 9-Hexacosenoico

86) Acido Hexacosanoico

87) Acido Heptacosanoico

88) Acido Octadecatrienoico

HO

18




“AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE METABOLITOS DE LA ESPONJA MARINA Tethya californiana (Laubenfels 1932), RECOLECTADA EN BAHIA DE TODOS LO SANTOS, BAJA CALIFORNIA NORTE”

4. Hipoétesis.

Tethya californiana, sintetiza compuestos estructuralmente similares a los

aislados de otras especies del mismo género.

5. Objetivo general.

Contribuir al conocimiento de los recursos marinos de México mediante el

estudio quimico de la esponja marina Tethya californiana, proveniente de las costas del

estado de Baja California.

Objetivos especificos:

Separar los componentes poco polares y polares, por extraccion con disolventes
de diferente polaridad o mediante procesos de reparto (particion) liquido-liquido.
Separar y purificar los componentes de las fracciones polares y poco polares
mediante técnicas cromatograficas convencionales como cromatografia en
columna, cromatografia en capa delgada y en caso necesario cromatografia de
alta resolucion (CLAR, HPLC en inglés).

Identificar los componentes aislados y determinar las estructuras moleculares de
los posibles nuevos componentes, haciendo uso de las técnicas
espectroscopicas modernas en el infrarrojo (IR), de resonancia magnética
nuclear (RMN) de hidrégeno (RMN-'H) y carbono-13 (RMN-23C), incluidos
experimentos homo- y heteronucleares, en una y dos dimensiones (DEPT,
COSY, NOESY/ROESY, TOCSY, HSQC, HMBC), espectrometria de masas
(EM) vy difraccién de rayos-X en el caso de compuestos cristalinos que no se
encuentren descritos en la literatura quimica.

Realizar, en cuanto sea posible, modificaciones quimicas de los compuestos
aislados para facilitar su separacion y purificacion.

Obtener informacion suficiente para la posible elaboracion de un articulo

publicable en revistas internacionales, indizadas con arbitraje.
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6. PARTE EXPERIMENTAL.
6.1 Material porifero.

6.1.1 Areade recolecta.
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Figura 9) Localizacion de la zona de recolecta (Google Earth 2012).

6.1.2 Recolecta e identificacion del material porifero.

La recolecta del material porifero se realiz6 en la bahia Todos los Santos situado
a 31° 47’ latitud norte y 116° 46’ longitud oeste, en agosto de 2008. Se recolectaron 26
especimenes obteniéndose un peso humedo de 3 kg.

Tabla 2. Datos de recolecta del material porifero a estudiar.
Recolecta Fecha Peso himedo total (Kg) Unidades

1 Agosto 2008 3 26
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El material fue recolectado mediante buceo autonomo por el M. en C. Daniel
Badillo Zapata y el Oceandlogo Cervando Rueda Lo6pez de la Facultad de Ciencias de
la Universidad Autébnoma de Baja California, a una profundidad de 12-13 metros
aproximadamente. Las esponjas de forma lobular se encontraron en forma dispersa
formando un tipo de tapete sobre roca, a una temperatura de 16°C. Fuera del agua el
material colectado fue lavado con abundante agua de mar y se limpiaron de aquellos
organismos adheridos a ella, se colocaron en bolsas de plastico y en hielo para su
preservacion. El material se empaco en una hielera con hielo seco para su envio via
aérea a la ciudad de México y al instituto de quimica (IQ) de la Universidad Nacional
Autonoma de México (UNAM). Una muestra del lote de la esponja de aproximadamente
de 3 cm? se fij6 en etanol al 90% en un frasco de vidrio, destinado para la identificacién
taxonOmica de la especie y su depdsito en el laboratorio 021 del Instituto de Ciencias
del Mar y Limnologia (ICMyL), UNAM.

La determinacion taxonomica fue realizada por la Bidloga Patricia Gémez,
encargada de la Coleccion Nacional de Phylum Porifera Gerardo Green del Instituto de
Ciencias del Mar y Limnologia de la UNAM [47]. De acuerdo con sus caracteristicas
morfolégicas externas e internas, la esponja se clasificé de la siguiente manera: como

perteneciente al género Tethya y a la especie californiana.

Reino Animalia
Phylum Porifera
Clase Demospongiae
Orden Hadromerida
Familia Tethyidae
Género Tethya
Especie T. californiana de Laubenfels, 1932

6.1.3 Distribucion y descripcién de un espécimen.

El género Tethya Lamarck 1814, representa un complejo de especies dentro de
la familia Tethyidae (clase: Demospongiae y orden: Hadromerida) que muestra una
distribucion casi cosmopolita y especialmente rica en especies [49,50]; de un total de
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102 especies descritas por lo menos 81 son vélidas [51,52,53]. Se puede encontrar de
0-805 m de profundidad, pero la mayoria de las especies se encuentran en aguas poco
profundas. A nivel mundial, la mayor diversidad del género Tethya se encuentra en
aguas tropicales, especialmente en los arrecifes de coral [54].

Tethya californiana de Laubenfels, 1932, se encuentra desde el norte del Estado
de California y al sur de la zona econémica exclusiva de Estados Unidos de América
[55], llegando a costas de la peninsula de Baja California en el territorio Mexicano (Fig.
10).

Figura 10) Ubicacién de T. californiana (fuente: world porifera data base).

La esponja Tethya californiana tiene forma semi-esférica y mide de 45-57 mm de
diametro con 30-35 mm de alto. Su color in vivo es naranja rojizo intenso, con superficie
tuberculada: los tubérculos son achatados, circulares y alargados con diametro de 2-5
mm. Los ésculos son visibles, agrupados de 4 a 5 y alcanzan un milimetro de abertura.
El esqueleto coanosomal tiene un arreglo radial (Fig. 11.2) formado por espiculas
estrongiloxeas (Fig. 11.3) empacadas en haces con un grosor de 400-500 pum. Estos
haces soportan a los tubérculos en el ectosoma en donde son compactados en dos o
tres de ellos y se diferencian del coanosoma por formar una corteza gruesa y densa de
3.5-4.0 mm de grosor [56,57,58].
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Las espiculas son:

e Megascleras del tipo estrongiloxeas de 782-2250 x 15-41 um, estiles delgados
de 470-1345 x 7.8-11.4 pm.

e Microescleras del tipo megaster oxiesferaster de 23.6-67.6 um de diametro,

estrogilaster y oxiaster de 10.6-16 um de diametro.

1 2 3
Figura 11) Tethya californiana (1), corte longitudinal (2) y estrongiloxias vistas en microscopio (3).
(Patricia Gomez 2011)

6.1.4 Analisis cromatograficos.

Para cromatografia en capa fina analitica (CCFa), se utilizaron cromatofolios de
silica gel de la marca ALUGRAM SIL G/UV2s4 de 0.20 mm de espesor.
Para cromatografia en capa fina preparativa (CCFp) se utilizaron placas MACHEREY -
NAGEL SIL G-100/UVgs4 Y G-50/UVzs4, de 20 x 20 cm y 0.25, 0.5, 1.0, 2.0 mm de
espesor segun el caso.

La visualizacién de las placas se llevd a cabo mediante exposicion a la luz UV
con una lampara Spectroline CX-20 a dos longitudes de onda (254 nm y 336 nm) y/o
utilizando como revelador una solucion de sulfato cérico al 3% en acido sulfarico 2N y/o
revelador de éleum [solucion de acido acético (80%), acido sulfarico (16%) y agua (4%)]
seguido de calentamiento en parrilla durante 1 minuto a 100°C aproximadamente.

Las cromatografias en columna abierta (CC) se realizaron en columnas de vidrio
empacadas con gel de silice para cromatografia en capa fina (malla 230 - 400).

La cromatografia en columna de intercambio i6nico, se realiz6 en una columna
de vidrio empacada con resina amberlita XAD-4.
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La cromatografia de fase reversa, se realizé en una columna abierta empacada
con octadecilsilano (ODC o C18).
Los disolventes (hexano, diclorometano, acetato de etilo, acetona, y metanol) se

destilaron en el laboratorio previo a su uso.

6.1.5 Determinacion de las constantes fisicas, espectroscopicas,

espectrométricas y equipo utilizado.

Los puntos de fusion se determinaron en un aparato de Fisher-Johns y no estan
corregidos.

Las rotaciones 6pticas se determinaron en un polarimetro Perkin-Elmer modelo
343.

Los espectros de masas se determinaron en un espectrometro de masas, Jeol,
SX 102Ay las determinaciones por CG/EM en un cromatografo de gases acoplado a un
espectrometro de masas, Jeol GCMate II.

Los espectros en el infrarrojo se realizaron en un espectrofotometro IR Brucker
Tensor 27.

Los extractos, fracciones y muestras se concentraron en un evaporador rotatorio
BUCHI R-II.

Los espectros de RMN se determinaron en espectrometros Varian (Gemini 200),

Jeol (Eclipse 300) y Bruker (Avance IIl 400), utilizando disolventes deuterados.

6.1.6 Obtencion de los extractos.

El total del lote recolectado de T. californiana se corté en pequefios trozos y se
extrajo por maceracion con metanol, por una semana aproximadamente; posteriormente
se filtr6 y se concentré a presion reducida en un evaporador rotatorio a un 20% del
volumen aproximadamente. El extracto metandlico-acuoso se sometio a un proceso de
reparto (particion) liquido-liquido con hexano, acetato de etilo y butanol, sucesivamente
(Esq. 1). Una vez preparados los extractos de diferentes polaridades, se procedio a la

separacion y purificacion de sus componentes mediante métodos cromatograficos.
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Tethya californiana
(Te)
3 kg (peso humedo)

— Seccionado de la muestra

Extracciéon exhaustiva en metanol

e Filtracion
= e Concentracion al 20%
e Particion liguido-liquido

Residuo de la fraccién acuosa final
629

Hexano Acetato de Etilo Butanol
49 159 29

Esquema. 1 Diagrama de flujo de la obtencion de los diferentes extractos de T. californiana

6.1.7 Extracto Hexanico.

El extracto hexanico de la particién liquido-liquido (4 g) se fraccion6 mediante
cromatografia en columna (CC) utilizando 80 g de silice, y como eluyentes se utilizaron
disolventes de polaridad creciente: hexano, diclorometano, acetato de etilo y acetona

(Tabla 3); de las fracciones obtenidas se analizé la mas abundante, (MHTcB 1.2 g).

Tabla 3. Fraccionamiento del extracto Hexanico de la particion.

Fraccion Eluyente-proporcién Clave
A Hexano 100 MHTCA
B DCM 100 MHTcB
C AcOEt 100 MHTcC
D Acetona 100 MHTcD

La fraccion MHTcB se recromatrografié en una columna con 28 g de gel de silice,

utilizando como eluyentes hexano, diclorometano y acetona y mezclas de polaridad
creciente de los mismos. Se obtuvieron 12 eluatos, de los cuales se reunieron, con
base en la semejanza de sus componentes, en 4 fracciones primarias (Tabla 4), de las

cuales se analizé la mas abundante (MHTcBA):
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Tabla 4. Recromatografia de la fraccion MHTcB.

Fraccion Eluyente-proporcién Fracciones reunidas Clave
1-4 MHTcBA
1-6 H-DCM 50:50
5-6 MHTcBB
7 MHTcBC
7-12 DCM-A 95:5
8-12 MHTcBD

La fraccion mas abundante MHTcHBB se analizO por resonancia magnética
nuclear proténica (RMN *H) y por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas (CG-EM) lo cual indicé la presencia de una mezcla de acidos grasos y de

ésteres de acidos grasos.

6.1.8 Reunidn y separacion de los extractos de baja polaridad.

Los extractos de hexano y acetato de etilo, obtenidos del reparto liquido-liquido
mostraron perfiles espectroscépicos de RMN *H y CCF muy similares, con respecto a la
fraccion de esteroles, por lo que se decidio reunirlos para obtener la mayor cantidad de
muestra a estudiar. Los extractos reunidos (3.49 gr), se cromatografiaron sobre silica-
gel (60 g), utilizando mezcla de hexano-DCM 1:1, DCM y mezclas de DCM-acetona,
como eluyentes (Tabla 5).

Tabla 5. Cromatografia en columna de gel de silice de las fracciones reunidas de baja polaridad.

Fraccion Eluyente-proporcién Clave
1 H - DCM 50:50 TcFMP1
2 H - DCM 50:50 TcFMP2
3 DCM 100 TcFMP3
4 DCM 100 TcFMP4
5 DCM-A91 TcFMP5
6 DCM-A9:1 TcFMP6
7 DCM—-A8:2 TcFMP7
8 DCM-A8:2 TcFMP8
9 DCM-A6:4 TcFMP9
10 DCM-A6:4 TcFMP10
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El andlisis de las fracciones TcFMP4 y TcFMP5 por RMN *H (300 MHz, CDCly)
indico la presencia de esteroles, epidioxi-esteroles y acidos grasos, los cuales fueron
separados por CCFp utilizando DCM/acetona 9:1 como eluyente. De la fraccion
TcFMP4 se obtuvieron tres fracciones TcFMP4 (a, b, c¢), mientras que de la fraccion
TcFMP5 se separaron seis fracciones TcFMP5 (a, b, ¢, d, e, f).

Las fracciones TcFMP4b y TcFMP5b se reunieron ya que tanto el analisis por
CCFa como el perfil de RMN'H a 300 MHz reveld que se trataba de la misma mezcla de

esteroles.

6.1.8.1 Acetilaciéon de la mezcla de esteroles.

Una muestra de 50 mg de la fraccién de la mezcla de esteroles (TcFMP4b5b), se
sometidi en condiciones de acetilacién, con una gota de piridina y 6 gotas de anhidrido
aceético, siguiendo el desarrollo de la reaccion mediante CCFa por aproximadamente 3
horas, obteniéndose los correspondientes acetatos, los cuales se analizaron por CG-
EM.

6.1.8.2 Acetilacién de la mezcla de epidioxi-esteroles y acidos grasos.

El analisis por CCFa de la fraccién TcFMP5c y su perfil de RMN'H a 300 MHz
evidencié la presencia de sefiales correspondientes a epidioxi-esteroles y acidos
grasos. Esta fraccion se separé por CCFp y se obtuvieron tres fracciones (a, b, c); en el
analisis por CCFa se determin6 que la fraccion “b” presentaba la fraccion de epidioxi-
esteroles en menor medida en mezcla con &cidos grasos por lo que se acetildé de la
manera descrita anteriormente, para separar los epidioxi-esteroles de los acidos grasos.
El producto de la reaccion se separd por CCFp, obteniéndose 5 fracciones (a, a’, a”, by

c), la fraccién a’ se analizé por RMN*H.

6.1.9 Fraccionamiento del residuo butandlico-acuoso.
A la fraccion acuosa-butandlica después la separacion por reparto en hexano,
acetato de etilo y butanol, se le eliminé el butanol a presién reducida y el residuo

acuoso se liofilizo. El producto liofilizado se re-suspendié en metanol, obteniéndose dos
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fracciones: una fraccion insoluble en metanol (TcRAqInsMeOH, 22.85 g), y una fraccion
soluble en metanol (TcRAqSolMeOH, 38.579) (Esq. 2).

Residuo de la fraccion acuosa final (liofilizado) (TcRAQ)

629
Metanol (lavados) —
TcRAgInsMeOH TcRAqSolMeOH
22.85¢g 38.57g
RMN-"H Separacién de 10 gr en

amberlita XAD-4

Esquema 2. Diagrama experimental. Tratamiento preliminar del residuo acuoso final de la esponja

6.1.9.1 Fraccién insoluble en metanol (TcRAqInsMeOH).
La fraccion insoluble en metanol, se analizé por RMN *H (200 MHz, D,0), cuyo

perfil mostré principalmente la presencia de las sefiales correspondientes a la taurina
(1) (Esq. 2).

6.1.9.2 Fraccién soluble en metanol (TcRAqSolMeOH).

Una muestra de la fraccion soluble en metanol (TcRAgSolMeOH) (9.7 g) se
disolvié en aproximadamente 15 ml de agua y se cromatografi6 sobre una columna
empacada con 300 gr de amberlita XAD-4 (5 cm de diametro x 32 cm de altura), para
separar la sal contenida en la muestra. La elucion de la columna se inici6 con agua
destilada 100% tomando eluatos de 200 ml, el flujo se mantuvo en 10 ml por minuto y
realizando pruebas de cloruros por precipitacién con una solucion de AgNO3; después
de cada eluato. Posteriormente al observarse la ausencia de precipitacién con AgNO3;

se continud la elucion con H,O-MeOH (50:50), y finalmente con metanol 100%
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obteniéndose 16 eluatos, los cuales se analizaron por cromatografia en capa fina
(CCFa) visualizandose bajo luz UV (254 nm) (Fig. 12), para ser reunidos con base a la

semejanza de sus componentes, obteniéndose finalmente 7 fracciones (Tabla 6).

Figura 12) Fraccionamiento de TcRAqSolMeOH en Amberlita XAD-4. Cromatografia en capa

fina de las fracciones (eluyente MeOH, visualizadas bajo luz UV, 254 nm).

Tabla 6. Fracciones finales obtenidas dependiendo del estudio por CCF.

Fraccién Eluyente-proporcién Fracciones reunidas Clave
1 TcRAgAM1
2 TcRAgQAM2
1-7 H,O 100 3 TcRAgAM3
4 TcRAgAM4
5-9 TcRAgAMS
8-12 H,0O-MeOH 50:50 10-11 TcRAQAM6
13-15 MeOH 100 12-15 TcRAgAM7
16 MeOH 100 16 Se desecho
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La fraccion mayoritaria TcRAQAmM3, mostr6 en CCFa, 4 componentes
principales, de naturaleza aromética visualizables a la luz ultravioleta de onda corta
(254 nm).

6.1.9.3 Separacion de la fraccion TcRAqQAmM3 en columna de octadecilsilano
(C-18).

La fraccion TcRAgAmM3 (1.05 g), se recromatografié sobre una columna de fase
reversa C-18 (octadecilsilano), utilizando como eluyentes H,O 100% y mezclas de
H,O:MeOH 90:10, 80:20, 50:50, metanol 100%, y finalmente acetona 100%,
obteniéndose 27 fracciones. Sin embargo, la mayor parte del material, se obtuvo en las
primeras dos fracciones: la fraccion 1 (TCRAqQAmM3C18-1) con un peso de 0.386 mg, y
la fraccion 2 (TcCRAgQAmM3C18-2) de 0.663 mg; el resto de las fracciones se reunieron
obteniéndose aproximadamente 5 mg, con un perfil en CCFa muy similar a las primeras
dos fracciones visualizada a la luz ultravioleta (Fig. 12), mientras que el revelado con
6leum [solucién de &cido acético (80%), acido sulfarico (16%) y agua (4%)], de estas
fracciones mostr6 solamente uno de los 4 componentes; el menos polar que reveld
como una mancha oscura.

La fraccion (TcRAQAmM3C18-1) se purificd por CCFp en una placa de gel de
silice de 20 x 20 cm y 2 mm de espesor; utilizando metanol 100%, como eluyente,
obteniéndose cuatro fracciones TcCRAgAmM3C18-1(a, b, ¢ y d), las cuales se extrajeron
con MeOH:acetona 50:50.

6.1.9.4 Acetilacion del componente Tc(RAQAmM3C18-1a.

Una muestra de 10 mg del componente TcRAgAM3C18-1a (2) se puso en

condiciones de acetilacion, obteniendose el correspondiente derivado acetilado (3).
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7. RESULTADOS Y DISCUSION.

De los diferentes extractos organicos obtenidos de la esponja marina Tethya
californiana De Laubenfels, 1932, se identificaron acidos grasos y esteroles, mientras
qgue del extracto acuoso-butanodlico se obtuvieron un acido sulfénico y un carbohidrato
que se identificaron como la taurina (1), el a-metil-D-glucopirandsido (2),
respectivamente; asi como tres compuestos muy polares pertenecientes al grupo de las
betainas (compuestos en forma de sales internas o “zwitterions”), los cuales se
identificaron como homarina (4), trigonelina (5) y sulcatina (6), asi como un nucledsido
identificado como uridina (7).

De los extractos de baja polaridad de la esponja, se obtuvo como componente
mayoritario una mezcla de 5 esteroles: colesterol (8), ostreasterol (9), A%-
dehidrocolesterol (10), brassicasterol (11), clionasterol (12) y sus respectivos derivados
5,8-Epidioxi (13-17), los cuales fueron identificados mediante CG/EM como sus
correspondientes acetatos obtenidos por acetilacion de la mezcla.

De igual manera mediante CG/EM se identificaron los ésteres metilicos de 16
acidos grasos (18-33).
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7.1 Taurina (1).

O\\S _OH

HZN/\/ \\O

De la fraccion 3 obtenida de la separacion en amberlita del residuo acuoso
(TcRAgAmM3) se obtuvo por cristalizacion espontanea de agua-metanol, un sodlido
cristalino con punto de fusién de 65-75°C. El espectro de RMN *H determinado a 400
MHz en D,O (Fig. 14), resulté ser muy similar al de la fraccion TcAginsMeOH, en el que
se observaron dos sefales triples correspondientes a dos metilenos contiguos: 6 3.15
(t, J = 6.8 Hz) y 3.31 (t, J = 6.4 Hz) (Fig. 14) similares a la beta-alanina (Fig. 13). Sin
embargo, el espectro de RMN **C, presentd Unicamente dos sefiales, con
desplazamientos de 36.8 y 48.9 ppm (Fig. 14), lo que difiere en el caso de la estructura
de la beta-alanina, ya que ésta debe presentar 3 sefales para 3 carbonos, uno de ellos
correspondiente al carbonilo del &cido carboxilico en la region de 170 ppm, el cual no se

observa.
O

H,N OH
Figura 13). Estructura de la B-alanina

La comparacion de las constantes de celda cristalina, obtenidas por difracciéon de
rayos-X, de la muestra con las de la base de datos CSD version 5.32, indicé que el
compuesto corresponde muy probablemente al 4cido sulfénico denominado taurina (1).

Lo anterior fue confirmado por comparacién de los datos de RMN *H con los
reportados para taurina (1) aislada de la esponja Agelas oroides [59], los cuales estan
de acuerdo para el compuesto obtenido de T. californiana (Tabla 7). El peso molecular
de la taurina es de 124 uma; sin embargo en el espectro de masas obtenido por
impacto electronico (EI-MS) se obtuvo un ion molecular de m/z 249 correspondiente al
dimero protonado [2M+H]", lo cual coincide con los datos reportados para el compuesto

aislado de la esponja Agelas oroides [59].
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Figura 14) Espectros de RMN *H (400 MHz) y **C (100 MHz) en CD;0D de la taurina (1)
obtenida de T. californiana.

Tabla 7. Datos de RMN "H (400 MHz) y *C (100 MHz) del compuesto 1. Determinados en CD;0D
(7.1), comparados con los reportados en la literatura (7.2).

1. Datos obtenidos en CD;0D 2. Datos reportados en CD3;0D
Posicion 5 RMN 'H 3 RMN *°C Posicion 5 RMN 'H 3 RMN *C
1 3.15(t, 6.8) 48.8 1 3.15(t, 6.8) 48.8
2 3.31(t, 6.8) 36.8 2 3.31(t, 6.8) 36.8

La taurina (acido 2-aminoetano sulfénico, 1), es un compuesto presente en la
mayoria de los animales; en los tejidos de los mamiferos existe en pequefas
cantidades, hasta los 38 mmol/kg en tejidos humedos, pero en algunos invertebrados
marinos este compuesto es bastante abundante, a veces excediendo los 100 mmol/kg
en tejidos humedos [60]. Este compuesto se describe como un importante
neurotransmisor en los vertebrados, y en repetidas ocasiones se ha encontrado en
muchos invertebrados marinos, por ejemplo, hidrozoos, estrellas de mar y esponjas

[59]. Es un compuesto que al parecer tiene muchas funciones en vertebrados e
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invertebrados, como neurotransmisor inhibidor o modulador en el sistema nervioso
central de los mamiferos. En invertebrados marinos la taurina se ha relacionado con los
cambios osmoticos y en los vertebrados marinos las funciones mas importantes que se
proponen para la taurina son la proteccién de la membrana, la desintoxicacion y anti-
oxidacion. En la retina de los vertebrados, la taurina puede actuar como un transmisor
inhibitorio, que puede estar implicado en la homeostasis del Ca®* y en la regulacién de
la presion osmatica [61]. En medicina, la taurina se ha aplicado para tratar multiples
enfermedades neuroldgicas incluyendo la enfermedad de Alzheimer, enfermedad de
Huntington, la isquemia del cerebro y del corazén. Este compuesto se sabe que puede
proporcionar proteccion contra multiples enfermedades neuroldgicas y contra dafios a

tejidos en multiples enfermedades [62].
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7.2  Alfa-metil-D-Glucopiranosido (2).

H
HZ

OMe
7

El componente menos polar (a) de la CCFp de la fraccibn TcRAgAm3,
(TcRAgAmM3C18-1a) revelable con 6leum, se identific6 mediante RMN de 'H, y *C (Fig.
15), incluidos experimentos DEPT, COSY, HMBC y HSQC, como el a-metil-D-
glucopiranésido (2).

El espectro de RMN *H determinado a 400 MHz, mostré la sefial para el protén
anomérico H-1 como una sefial doble 6 4.67 (d, J = 3.6 Hz), la cual mostré
acoplamiento con la sefial doble de doble a 6 3.41 (dd, J = 9.2, 4 Hz, H-2) en el
espectro de correlacién homonuclear *H-'H (COSY) (Fig. 16); ésta a su vez muestra
acoplamiento con la sefal a 6 3.61 (t, J = 9.2 Hz, H-3), acoplada a su vez con la sefal a
8 3.29 (dd, J =10, 9.2 Hz, H-4). Esta ultima mostr6 acoplamiento con una sefal multiple
a 6 3.53, que a su vez muestra acoplamientos con dos sefiales doble de dobles a 6 3.68
(dd, J=5.6,11.6 Hz) y 6 3.81 (dd, J = 2.8, 11.6 Hz), las cuales deben corresponder a H-
5, H-6a y H-6b, respectivamente. Finalmente, la presencia de una sefal simple aguda &
3.40, indico la presencia del metilo de un grupo metoxilo.

En el experimento bidimensional de correlacién heteronuclear **C-'H (HSQC)
(Fig. 17), las sefnales correspondientes a los carbonos de los 5 metinos mostraron
acoplamientos con las sefiales a ¢ 99.8, 73.7, 72.1, 70.3 y 63.0, mientras que las
sefales del metilo y el metileno mostraron acoplamientos con las sefiales a 6 54.1 y
61.2, respectivamente. De esta manera quedaron asignadas inequivocamente las
sefales de los 7 carbonos en el espectro (Tabla 8). En el experimento de HSQC se

pueden apreciar, ademas de las sefiales del compuesto, otras sefiales producidas por
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el disolvente deuterado (6 3.30) e impurezas presentes en la fraccion (&4 3.56, 3.67 y d¢
69.8 'y 63.0).

Tanto los datos de RMN, principalmente la constante de acoplamiento del proton
anomérico, como la rotacion optica positiva ([a]p: +84.03), estdn de acuerdo para el a-

metil-D-glucopirandsido (2).
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’ 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
4.70 4.60 4.50 4.40 4.30 4.20 4.10 4.00 3.90 3.80 3.70 3.60 3.50 3.40 3.30

99.809
—73.696
—72.107
—70.331

61.230

54.116

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 T T
104 102 100 98 9 94 92 90 8 8 8 8 8 78 76 74 72 70 68 66 64 62 60 58 56 54 52

Figura 15) Espectros de RMN *H y **C del a-metilglucopiranésido (2).
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Figura 16) Correlaciones observadas en el experimento COSY del a-metil-D-glucopiranésido (2). 36
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Figura 17) Correlaciones observadas en el experimento HSQC del a-metil-D-glucopirandésido (2).

Tabla 8. Datos de RMN *H (400 MHz) y *°C (100 MHz) del compuesto 2 determinados en CD;OD.

Posicion 5 RMN ‘H 5 RMN *°C
1 4.67 (d, 3.7) 99.8
2 3.41 (dd, 9.2, 4) 72.1
3 3.61(t, 9.2) 73.7
4 3.29 (dd,10, 9.2) 70.3
5 3.53 (m) 63.0
6a 3.68 (dd 5.6, 11.6) 61.2
6b 3.81 (dd, 2.8, 11.6) 61.2
OMe 3.40 (s) 54.1
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7.2.1 Tetra-acetil Alfa-metil-D-Glucopiranosido (3).

OMe

La acetilacion del compuesto (2), produjo el tetra-acetato correspondiente (3),
comprobando la existencia de cuatro hidroxilos acetilables, de acuerdo con la estructura
de la molécula. En el espectro de RMN *H del compuesto (3), se observaron 4 sefiales
simples agudas para los protones de los grupos metilo de los acetatos con
desplazamientos quimicos oy 2.10, 2.08, 2.03, 2.01, ademas de las sefiales de los
protones de los metinos (H-2, H-3, H-4 y H-5) y los protones del metileno (H-6a y H-6b),
bases de los grupos OH, las cuales se encuentran desplazadas a frecuencias mayores
(Tabla 9) (Fig. 19). Asi mismo en el espectro de RMN *3C se osbervaron sefiales de 7
carbonos correspondientes a 5 metinos (6 96.8, 70.8, 70.1, 68.5 y 67.1), 1 metoxilo (d
55.5) y 1 metileno (6 61.9), de acuerdo a los experimentos DEPT (Fig. 18), ademas de
las correspondientes a los carbonilos (6 170.6, 170.1, 170.0, 169.6) y los grupos metilo
(& 20.7, 20.7, 20.67, 20.61) de los acetatos. La asignacion de los desplazamientos
quimicos de los protones y sus respectivos carbonos en la estructura se establecio
mediante el experimento HSQC (Fig. 20). El peso molecular del compuesto fue
determinado por espectrometria de masas mediante la técnica FAB+ revelando un ion
pseudomolecular de m/z 363 [M+H]", asi como el correspondiente aducto con sodio de

m/z 385 [M+Na]", congruentes con el tetracetato del metilglucopirandsido.
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Figura 19) Espectros de RMN *H y **C del tetracetato del a-metilglucopiranésido (3).

39




“AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE METABOLITOS DE LA ESPONJA MARINA Tethya californiana (Laubenfels 1932), RECOLECTADA EN BAHIA DE TODOS LO SANTOS, BAJA CALIFORNIA NORTE"

-OCCHs

T -OMe
6b 6a

- e

D
1o

R R B L B L B L L L L L L UL LS IS S . Pras
54 52 5 48 a8 a4 a2 4 a8 38 34 az 3 28 28 24 22 2(%2 0 2

Figura 20) Correlaciones observadas en el experimento HSQC del tetracetato del a-metilglucopirandsido (3).

Tabla 9. Datos de RMN *H (400 MHz) y *3C (100 MHz) del compuesto 3 determinados en CDCls.

Posicién 5 RMN *H 5 RMN “C

1 4.96 (d, 4) 96.8
2 4.90 (dd, 4, 10.4) 70.8
3 5.47 (t, 10) 70.1
4 5.06 (t, 10) 68.5
5 3.99 (m, 2.4, 4.6, 10.3) 67.1
6a 4.11 (dd, 2.4, 12.4) 61.9
6b 4.1 (dd, 4.8, 12.5) 61.9
OMe 3.4 (s) 55.5
170.6
170.1

coo- | e
170.0
169.6
2.1(s) 20.7
e 2.07 (s) 20.7
2.02 (s) 20.67
2.01 (s) 20.61

40




“AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE METABOLITOS DE LA ESPONJA MARINA Tethya californiana (Laubenfels 1932), RECOLECTADA EN BAHIA DE TODOS LO SANTOS, BAJA CALIFORNIA NORTE”

CARBOHIDRATOS.
Los carbohidratos son metabolitos primarios ubicuos en la naturaleza, sirviendo
como fuentes de energia (como la glucosa), como miembros estructurales y como

componentes de acidos nucleicos en sistemas biologicos. La glucosa es uno de los
monosacaridos mas abundantes en la naturaleza.
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7.3  Homarina (4). 4

La fraccion (c) de la separacibn por CCFp, de la fraccibn TcRAgAm3
(TcRAgAmM3C18-1c), se analizé por RMN en metanol deuterado (CD3;OD). En el espectro
de RMN 'H determinado a 400 MHz se observaron 4 sefiales en la regién de los
aromaticos: 6 7.93 (dd, J ~8, H-5), 6 8.07 (d, J ~8, H-3), 6 8.52 (t, J ~8, H-4) y 6 8.75
(d, J~8, H-6), cuyos desplazamientos quimicos y constantes de acoplamientos estan de
acuerdo con la presencia de un anillo piridinico 1,2-disustituido. El perfil del espectro de
'H, es muy similar al del &cido picolinico (Fig. 21), del cual difiere en los
desplazamientos quimicos y la presencia de una sefial simple asignable a un N*-Me a &
4.42 (s, N*-Me).

/ OH

X |”
Figura 21) Estructura del acido picolinico.

Asi mismo, en el espectro de RMN *3C determinado a 100 MHz se observaron
sefales correspondientes a 7 carbones, 5 de ellos protonados que corresponden a 4
metinos, & 127.5, 127.5, 147.0 y 146.5 y 1 metilo a & 47.5 (de acuerdo con los
experimentos DEPT) (Fig. 22), los cuales muestran acoplamiento con las sefales de los
protones en & 8.07, 8.52, 7.93, 8.75 y 4.42, respectivamente, en el experimento de
correlacion heteronuclear *H-*C (HSQC) (Fig. 23). Las dos sefiales restantes a & 155.5
y 165.2, corresponden a los 2 carbonos cuaternarios (Fig. 24). Estos resultados estan
de acuerdo a datos obtenidos de la literatura para la homarina (4), presente en
moluscos del mediterraneo [63] (Tabla 10). El espectro de masas mediante la técnica
FAB+ mostrd los fragmentos correspondientes a la homarina a m/z = 94, 138 y 160,
datos que estan de acuerdo con los obtenidos para la homarina aislada de moluscos

del mediterraneo [63].
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Figura 22) Experimentos DEPT de Homarina (4).
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Figura 23) Correlaciones observadas en el experimento HSQC de Homarina (4).
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Figura 24) Experimentos de RMN *H y **C de Homarina (4).

Tabla 10. Datos de RMN "H (400 MHz) y **C (100 MHz) del compuesto 4 determinados en CD;OD (10.1)

comparados con los reportados en la literatura (10.2).

1. Datos obtenidos en CD3;0D 2. Datos reportados en CD;0D
o L 3 RMN o L 5 RMN
Posicién & RMN "H 13 Posicién & RMN "H 13
C C
2 | e 155.5 . 155.2
3 8.07 (dd, 7.8, 1.2) 127.5 3 8.07 (d, 8) 127.6
8.52 (ddd, 8.4, 8.2,
4 147 4 8.52 (t, 8) 147
1.4)
5 7.93 (dd, 7.2, 6.8) 127.5 5 7.93 (dd, 8, 6.5) 127.6
6 8.75 (d, 8) 146.5 6 8.76 (d, 6.5) 146.6
NMe 442 s 475 NMe 442 s 475
COO- | - 165.2 COO- | e 165.2
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7.4  Trigonelina (5).

El componente mas polar (d) de la separacion de la fraccidn TcRAgAm3 por CCFp
(TcRAgAM3C18-2d), se identificd de acuerdo con sus datos de RMN de *H y *C como el
isémero de la homarina (4) conocido como trigonelina (5). El espectro de RMN 'H
mostré sefiales para 4 protones en la regidn de los aromaticos con diferentes
desplazamientos quimicos y multiplicidad comparados con la homarina (4), a  8.05 (dd,
J=6 Hz), 8.86 (d, J=8 Hz), 8.90 (d, J=8 Hz) y 9.20 (s). La multiplicidad y constantes de
acoplamiento son caracteristicos de un anillo piridinico 1,3-disustituido muy similares al
acido nicotinico. Como en el caso de la homarina (4), se observé también una sefal
asignable a un N*-Me a 4.43 ppm. Asi mismo, en el espectro de RMN *3C determinado
a 100 MHz se observaron sefales correspondientes 7 carbonos, que corresponden a 4
metinos (6 147.6, 146.8, 146.0, 128.5), 1 metilo (6 46.4) (Fig. 25) y 2 carbonos
cuaternarios (& 139.9, 177.2) (Fig. 26). La comparaciéon de los datos obtenidos con los
datos de RMN *H reportados en la literatura para la trigonelina (5) obtenida de la
esponja Astrosclera willeyana [64] (Tabla 11), confirmaron la identificacion del
compuesto aislado de T. californiana como trigonelina (5). El andlisis de espectrometria
de masas por FAB+ dio como resultado un pseudo ion molecular de m/z 138 [M+H]";
estos datos estan de acuerdo con los obtenidos para la trigonelina aislada de la esponja

marina Astrosclera willeyana [64].
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Figura 25) Experimentos DEPT de Trigonelina (5).
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Figura 26) Espectros de RMN *H y **C de Trigonelina (5).

46




“AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE METABOLITOS DE LA ESPONJA MARINA Tethya californiana (Laubenfels 1932), RECOLECTADA EN BAHIA DE TODOS LO SANTOS, BAJA CALIFORNIA NORTE”

Tabla 11. Datos de RMN "H (400 MHz) y *°C (100 MHz) del compuesto 5 determinados en
CD30D (11.1), comparados con los datos de RMN *H (300 MHz, CD;0D) reportados en la
literatura (11.2).

1. Datos obtenidos en CD;0D 2. Datos reportados en CD;0D
Posicion 3RMN'H | 8RMN “C Posicion 8 RMN 'H

2 9.20s 146.8 2 9.24s

3| 139.9 3 e

4 8.86d, 8 146.0 4 8.89d

5 8.05dd, 6 128.5 5 8.10 dd

6 8.90d, 8 147.6 6 8.95d
NMe 4.43s 46.4 NMe 447 s
COO- | - 177.2 coo- | e
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7.5 Sulcatina (6).

De la fraccibn TcRAgAm6, después de sucesivas separaciones por CCFp,
utilizando metanol 100% (3x), se obtuvo la fraccion TcRAqQAmM6bb, mas polar que la
homarina (4) y la trigonelina (5). Su espectro de RMN *H, mostré la presencia de
sefales en la region de los aromaticos, 6 7.81 (d, J=6 Hz), 8.52 (d, J=6 Hz) y 8.60 (s)
cuyos desplazamientos quimicos y constantes de acoplamiento como en el caso de los
compuestos 4 y 5, pueden atribuirse a un anillo piridinico (en forma de ion piridinio)
1,3,4-trisustituido, en este caso. Como en los casos anteriores, se observa también una
sefial asignable a un N*-Me a 4.30 ppm, ademas de 2 sefiales triples acopladas a 2.53
y 3.10 ppm, correspondientes a dos grupos metileno contiguos y una sefial simple en
2.69 ppm, asignable a un metilo aromatico. Asi mismo, en el espectro de RMN *C
determinado a 100 MHz se observaron sefiales correspondientes a 10 carbonos, que
corresponden a 2 metilos, 2 metilenos, 3 metinos y 3 carbonos cuaternarios, de acuerdo
con los experimentos DEPT (Fig. 27 y 28). Los datos anteriores estan de acuerdo con
los datos descritos en la literatura para el compuesto denominado sulcatina (6) (Tabla
12), aislado anteriormente del tunicado Microcosmus vulgaris [65] y recientemente de
la esponja Cliona californiana [66]. El espectro de masas determinado en la modalidad
FAB+ revelaron un pseudo ion molecular [M+H]* de m/z 180 asi como el
correspondiente aducto con sodio [M+Na]" de m/z 202; los que estan de acuerdo con
los datos reportados para la sulcatina (6) aislada de la ascidia Microcosmus vulgaris

[65].
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Figura 27) Experimentos DEPT de Sulcatina (6).
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Figura 28) Espectros de los experimentos de RMN *H y **C de Sulcatina (6).
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Tabla 12. Datos de RMN *H (400 MHz) y *°C (100 MHz) del compuesto 6 determinados en CD;0D

(12.1) comparados con los reportados en la literatura (12.2).

1. Datos obtenidos en CD30OD 2. Datos reportados en CD30D
Posicion 8 RMN 'H 8 RMN “C Posicion 3 RMN 'H 3 RMN *C
2 8.60 (s) 145.3 2 8.62 (sas) 145.1
e 143.1 N 143.1
e 159.1 e 160.0
5 7.81(d, 6) 129.7 5 7,84 (sa d, 6) 129.8
6 8.52 (d, 6) 143.0 6 8.55 (sa d, 6) 143.1
7 4.30 (s) 47.9 7 4.32 (sas) 47.9
8 3.10 (t, 6.5) 28.2 8 3.10 (t, 6.5) 27.9
9 2.53 (t, 6.5) 37.3 9 2.57 (t, 6.5) 37.1
10 | - 179.7 10 | - 180.0
11 2.69 (Sas) 19.8 11 2.68 (Sas) 19.8

Las betainas son compuestos con un amonio cuaternario alquilado o una
fraccion piridinica y un grupo carboxilato, separados por grupos CH; (N*(CH2)nCOQ")
denominadas “zwitteriones”. Las aplicaciones actuales mas importantes de las betainas
incluyen los articulos de tocador y productos de cuidado personal, que representan una
gran area de consumo. Las propiedades Unicas de betainas como tensoactivos
anféteros determinan su uso en la industria textil. Ademas, las betainas se han utilizado
para la preparaciéon de emulsiones fotograficas, en la recuperaciéon de petréleo, para
obtener aleaciones brillantes de cobre, estafio y zinc en galvanoplastia, sustancias
agroquimicas, materiales de embalaje de alimentos, etc. Ademas se han encontrado
aplicaciones en la medicina, farmacia, biologia y otros campos cientificos. Los
representantes mas importantes de las betainas son la homarina (N-metil-2-carboxi-
piridina) (4) y la trigonelina (N-metil-3-carboxi-piridina) (5), en los que los grupos
cargados (N* y COO;) estan acoplados a través de los electrones-r al anillo de
piridina. Ambas betainas han sido aisladas de diversas plantas, semillas y tejidos de
animales [67]. Varios autores han propuesto que estos compuestos zwitteridnicos
pueden jugar un papel importante en la actividad osmoética de las células de

invertebrados marinos [68].
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La homarina (betaina acido N-metil picolinico) es un compuesto muy comun en
nUMerosos organismos marinos; esta presente en crustdceos marinos, moluscos y
también en algunos anélidos, equinodermos, urocordados, celenterados, corales,
medusas, anémonas de mar, cangrejos, gusanos, erizos de mar y esponjas, pero
parece que no se ha encontrado en vertebrados e invertebrados de agua dulce [60]. La
homarina es una base de amonio cuaternario animal con algunas caracteristicas
interesantes que sugieren algunos posibles roles en la funcidon nerviosa [69]. Se ha
sugerido que las bases nitrogenadas como los son la homarina y otros compuestos de
la misma naturaleza pueden intervenir en funciones osmoreguladoras, ademas de
presentar propiedades antiadherentes y antidepredatorias. El &cido picolinico es el
probable precursor biogenético de la homarina en analogia con la nicotinamida y N-
metilnicotinamida [70]. Ademas la homarina junto con la trigonelina, parecen estar
involucrados como morfégenos en el desarrollo del hidroide marino Hydractinia echinata
[71]. La homarina fue aislada por primera vez por Hoppe-Seyleyer del musculo de una
langosta del genero Homarus [72].

Es ampliamente aceptado que la homarina sirve como un osmolito en las algas
marinas. Los estudios iniciales fueron llevados a cabo en el alga verde Platymonas
subcordiformis. Estudios con el coral blando Gersemia antarctica demostraron que este
libera una potente mezcla antimicrobiana de compuestos organicos en el agua
circundante, y la homarina es el compuesto responsable de la mayor parte de esta
actividad biologica [73]. Otros estudios evidenciaron que la homarina también puede
funcionar como un agente transmetilante en el camarén marino. También se ha
sugerido que la homarina actia como un donador de grupos metilo a los receptores

apropiados en tejidos de crustaceos [74].
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La trigonelina (N-metil-3-carboxi-piridina) es una betaina aislada de varias
plantas, semillas y de la langosta Panulirus cygnus [75]. Este compuesto difiere
estructuralmente de la homarina, Unicamente en la posicion del grupo carboxilo y al
parecer se encuentra en menor cantidad que la homarina. Esta presente en algunos
crustaceos marinos, anélidos y celenterados [60]. Ademas junto con la homarina parece
estar involucrada en el desarrollo del hidroide marino Hydractinia echinata [71]. Se ha
demostrado que posee una amplia gama de actividades como agente hipoglucémico,
hipolipidémico, hipocolesterolémico, insulinotrépico y antioxidante. Esas propiedades
son relacionadas al control del sindrome metabdlico, un trastorno del metabolismo de
carbohidratos y grasas, que aumenta el riesgo de diabetes y enfermedades
cardiovasculares. Por lo tanto, la trigonelina es un potente agente natural antidiabético,
asi como un agente anti microbiano y anti demencial [76]. Se ha sugerido que este
compuesto de amonio-cuaternario juega un importante rol en las actividades osméticas
en los invertebrados marinos [77].

Los compuestos de amonio cuaternario de bajo peso molecular estan
ampliamente distribuidos en las plantas terrestres, asi como en los invertebrados y
algas marinas. La mayoria de estos compuestos son derivados del ion piridinio con
caracter anfoétero, llamados colectivamente betainas; ejemplos de estos son la
homarina y la trigonelina. El nucleo de la piridina y el ion piridinio se han encontrado en
varios metabolitos bioactivos aislados de esponjas marinas; todos estos compuestos
son piridinas sustituidas con cadenas laterales alifaticas que frecuentemente llevan al
final un grupo amino, N-metil amino, metoxiamino, o metoxiimino éter, que muestran
diversas propiedades farmacologicas, como son las actividades ictiotoxica, citotoxica y
antimicrobiana. La sulcatina es un compuesto con caracteristicas muy similares a las
anteriores, se describe como un alcaloide de bajo peso molecular con propiedades
antiproliferativas y es el primer alcaloide piridinico aislado de un tunicado [78] y una
esponja [66].
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7.6 Uridina (7).

La fraccion menos polar (a) de la CCFp de la fraccibn TcRAgAm6, se separd
nuevamente por CCFp, obteniéndose 5 fracciones (a, b, ¢, d, e), las cuales se
analizaron por RMN *H. El espectro de la fraccién b (TcRAgAm6ab), mostré el perfil del
nucleésido, denominado Uridina (7). En él se observaron las 2 sefiales dobles del
sistema AB correspondiente a los protones del doble enlace del grupo uraciloa 6 8.0 y
5.7 (d, J = 8.2 Hz), asi como, la sefial doble a 5.9 (J = 4.6 Hz), correspondiente al protén
anomérico (H-1) de la arabinosa (Fig. 29). Asi mismo en el espectro de RMN **C
determinado a 100 MHz se observaron sefiales correspondientes a 9 atomos de
carbono que corresponden a 6 metinos dos de ellos carbonos sp? (5 142.7, 102.8) y las
restantes corresponden a bases oxigenadas (5 90.6, 75.7, 71.4 y 86.5 ppm), ademas de
1 metileno (6 62.3 ppm), y 2 carbonos cuaternarios (6 166.1 y 152.5) (Fig. 29), de
acuerdo con los experimentos DEPT (Fig. 30) (Tabla 13). La comparacion con los datos
reportados en la literatura para el compuesto citotoxico aislado de una cepa de
Streptomyces de origen marino [79], asi como en un estudio reciente de la esponja
Cliona californiana [66] y con una muestra auténtica de uridina, confirmaron la

identificacion del compuesto aislado como tal (7).
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Figura 29) Experimentos de RMN *H y **C de Uridina (7).

—142.709
—102.760
—90.552
—86.516
—75.663
—71.363
—62.312

155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45

Figura 30) Experimentos DEPT de Uridina (7).
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Tabla 13. Datos de RMN *H (400 MHz) y "*C (100 MHz) del compuesto 7 determinados en CDsOD (13.1)

comparados con los reportados en la literatura determinados en CD30D (13.2).

1. Datos obtenidos en CD30OD 2. Datos reportados en CD30D
Posicién 5 RMN 'H 5 RMN °C Posicién & RMN *H 5 RMN °C

2 8.01 (d, 8) 142.7 2 8.00 (d, 8.2) 142.7
3 5.71 (d, 8) 102.8 3 5.68 (d, 8.2) 102.6
et 166.1 e 166.2
6 | @ 152.5 6 | - 152.5
1 5.90 (d, 4.8) 90.6 1 5.89 (d, 4.6) 90.7
2 4.19 (t, 5.0) 75.7 2 4.17 (t, 5.0) 75.7
3 4.16 (t, 5.0) 71.4 3 4.13 (t, 5.0) 71.3
4 4.01 (dd, 3.0, 7.5) 86.5 4 3.99 (dd, 3.0, 7.5) 86.4

3.82 (dd, 2.8, 12) 3.81(d, 5.0, 11.5)
5 62.3 5 62.3

3.73(dd, 3.2, 12.4) 3.72 (d, 3.0, 11.5)

Los nucleodsidos constan de una purina o pirimidina y un azlcar ciclico, con
mayor frecuencia D-ribosa o 2-desoxi-D-ribosa, ligada a través de un enlace covalente
beta N-glicosidico, ya sea con el N-9 de una purina o al N-1 de una pirimidina. Los
nucledsidos se denominan ribonucle6tidos o desoxirribonucleétidos dependiendo si el
azucar es una ribosa o una 2-desoxirribosa [80]. Los nucledsidos, son componentes
vitales de todas las células vivientes y estan relacionadas con varios procesos
biologicos. Gran parte de la enorme cantidad de trabajos realizados en la quimica de
nucleésidos proviene de la posibilidad de que los analogos de nucledsidos naturales
podrian tener utilidad como antibidticos, antiparasitarios, antivirales y antitumorales.
Bergmann (1950) aislé por primera vez tres nucledsidos poco usuales: espongotimidina
(Ara-T), espongouridina (Ara-U) y espongosina de la esponja marina Cryptotethya cripta
[81]. El nucletsido uridina es un derivado importante de la pirimidina denominada
uracilo; este tipo de compuesto es biologicamente fundamental para la vida en general,
ya que son parte de los acidos nucléicos [82]. La uridina consta de D-ribosa ligada, por
medio de un enlace beta N-glicosidico, al N-1 de una pirimidina [80]. La espongouridina
fue aislada por primera vez de una esponja marina y posteriormente obtenida de la
gorgonia Eunicella cavollini. Algunos analogos de la espongouridina se han evaluado

contra el virus de Eunicella cavollini Herpes simplex [81].
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7.7  Colesterol (8).

RO . 8 R=H Colesterol.

8.1 R=Ac Acetato del colesterol.

De las fracciones TcFMP4b y TcFMP5b reunidas y después de acetilar, se
obtuvo un sélido cristalino de color blanco. Su espectro de RMN *H, mostr6 ademas de
la sefal simple aguda correspondiente al metilo del acetato; las sefales
correspondientes a los protones de los metilos Ci1s y C19 Se observaron como sefiales
simples agudas a © 0.67 y 1.01, respectivamente. La sefial correspondiente al proton
del metino base del acetato (H3) en el anillo A, se observé como una sefial ancha a 4.60
ppm; asi también, la presencia de una sefial doble ancha a 5.37 ppm correspondiente al
protén vinilico en Cg; y 4 sefiales en 5.22 (m), 5.15 (m) y 4.71 (s) y 4.66 (d) debidas a
protones vinilicos (Fig. 31). Los datos anteriores son indicativos de una mezcla de
acetatos de esteroles, la cual fue analizada por CG/EM.

Rubinstein et al. (1979) [83], Pounchert y Behnke (1993) [84] y Sanchez-Nava
(2006 y 2010) [66,85] reportan para el acetato de colesterol (8.1) tres sefiales dobles a
campo alto en 0.91, 0.87 y 0.86 ppm con constates de acoplamiento (J) de 6.8 Hz, que
se deben a los metilos secundarios C,1, Cys ¥y Cy7, respectivamente. En el presente
trabajo se observaron sefiales para los metilos secundarios C,1, Cz6 ¥ C27, en & 0.90,
0.87 y 0.85 ppm; asi como, las sefales correspondientes a los protones Hs, Hg, Hig Yy
Hig antes mencionados, por consiguiente, uno de los compuestos presentes en esta

fraccion es el colesterol 8, el cual fue caracterizado como su correspondiente derivado
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acetilado 8.1. En el espectro de masas se observo un ion de m/z 368 que esta de
acuerdo a la formula molecular Cy7Hs4, es decir 60 unidades de masa menos
comparados con el compuesto acetilado, debido a la pérdida del grupo acetato como
acido acético [M - CH;COOH]".

—4.714
4,859
4.655
4.645
4,634
4.616
4,603
4.591
4.574

T
N
0
o

H19

H18

5.6 54 5.2 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14 12 10 08 06 04 0.2 00

Figura 31). Espectro de RMN'H de la fraccién de esteroles obtenidos y acetilados de los diferentes
extractos poco polares.
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7.8 Ostreasterol (9).

RO R=H Ostreasterol.

9.1 R=Ac Acetato de ostreasterol.

Massey y Djerassi (1979) [86], Lo et al (2001) [87], Giner et al (2002) [88], Lu et
al (2004) [90] y Sanchez-Nava (2006 y 2010) [66,85] reportaN para el 24-metilen-
coloesterol u ostreasterol (9) desplazamientos quimicos a 1.03 y 1.02 ppm para los
metilos 26 y 27, ademas de dos sefales simples anchas en 4.7 y 4.6 ppm debidas al
doble enlace A**®®_ En la figura 32 se pueden observar dos sefiales en 4.72 y 4.66 ppm
gue pueden deberse a la presencia de un doble enlace terminal; también se observan
dos sefales dobles en 1.03 y 1.02 ppm, las cuales pueden atribuirse a los protones de
C Y Cyo7. De esta manera se establecié que otro de los compuestos presentes en la
mezcla de esteroles, es el ostreasterol o 24-metilen-colesta-5,24(28)-dien-33-ol 9,
caracterizado como su correspondiente derivado acetilado 9.1. El espectro de masas
también esta de acuerdo, aunque no presentd el ibn molecular, este presenté un pico
de m/z = 380, que corresponde a M* -60 unidades de masa debido a la pérdida del
acido acético, asi como los picos en m/z 365 (18%), 296 (40%), 281(16%), 253 (20%) y
213 (22%).
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Figura 32) Expansion de las sefiales de ostreasterol, del espectro de RMN'H de la fraccion de esteroles.
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7.9 A*-dehidrocolesterol (10).

2l g, 2

26

Tl

RO 10 R=H AZ?-dehidrocolesterol.

10.1 R=Ac Acetato de A?*-dehidrocolesterol.

Las sefales adicionales multiples en 5.23 (m), 5.16 (m) pueden ser asignadas a
protones vinilicos los cuales se localizan en las posiciones 22, 23 de la cadena lateral;
ademas de las sefiales adicionales a campo alto entre 0.82 y 1.01 ppm, las cuales se
pueden asignar a protones de metilos secundarios. Sanchez-Nava (2006) [85] reporta
para el acetato del A?*-dehidrocolesterol (10.1) desplazamientos quimicos para los
protones Cig, Cig, C21, C26 Y Co7 (Fig. 33), los cuales coinciden con los observados en el
espectro de esta fraccién, ademas de la sefial & 5.23 que corresponden a los protones
vinilicos Hazy Hz,. Como en los casos anteriores el espectro de masas no presento el
ibn molecular, y solo se observa el ion de m/z = 366, que corresponde a M* -60
unidades de masa debido a la pérdida de acido acético. Por lo que otro de los
componentes de esta fraccién fue identificado como el A%-dehidrocolesterol (10)

identificado como su correspondiente derivado acetilado 10.1.
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Figura 33) Expansion de las sefiales de A**-dehidrocolesterol, del espectro de RMN'H de la fraccién de esteroles.
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7.10 Brassicasterol (11).

217, 2 28

26

27

Tl

RO
11 R=H brassicasterol.

11.1 R=Ac Acetato de brassicastrerol.

Rubinstein et al. (1979) [83], Akihisa et al. (1987) [90], Giner et al. (2002) [88],
Suckla et al. (2004) [91] y Sanchez-Nava (2010) [66] reportan para el brassicasterol o
24-metilcolesta-5,22-dien-33-ol (11) una sefial doble en 0.92 ppm que es asignada a los
protones del metilo 28 (Hzg) en la posicion 24 de la cadena lateral y otra sefial en 5.16
ppm para los protones vinilicos Hz, y Has; ademas de un desplazamiento a campo alto
de los protones de metilos secundarios Hys y Hp7 (Fig. 34). Como en los casos
anteriores se observé el ion M* -60 unidades de masa, debido a la pérdida de acido
acético a partir del ion molecular; asi mismo se observan picos en m/z 365, 352, 282,
255y 213, similarmente a los reportados por Santalova et al. (92) para los compuestos

10y 11.
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Figura 34) Expansién de las sefiales de brassicastrerol, del espectro de RMN'H de la fraccién de esteroles.
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7.11 Clionasterol (12).

6 12 R=H Clionasterol.

12.1 R=Ac Acetato de clionasterol.

En los espectros de RMN'H de 500 MHz de la mezcla de esteroles acetilados se
observa claramente la presencia del grupo acetoxi (AcO-) en Czen 2.02 ppm, ademas
de sefiales sobresalientes de los protones Hig y Hig en 0.69 y 1.01 respectivamente,
asi como la sefal correspondiente al protbn Hs que se encuentra a campo mas bajo
como una sefial ancha a 4.62 ppm; asi también se observa la presencia de la sefial de
los protones vinilicos en la posicion 5,6 que corresponde a una sefial multiple en la
region de 5.24 ppm. Se pudo observar la sefial triple con constante de acoplamiento (J)
de 6.8 Hz en 0.86 ppm correspondiente a C,9, ademas de las sefales dobles en 0.92 (J
=6.7 Hz), 0.85 (J = 6.7 Hz) y 0.86 (J = 6.7) que se deben a los metilos secundarios C»1,
Cas Y Co7 (Fig. 35).

En la figura 36 se pueden observar que en el espectro de RMN*C las sefiales
para Cyo, Cz1, Co3 Yy Co4 Se encuentran en 36.19, 18.72, 26.31 y 46.07, respectivamente,
en tanto que las sefales de los carbonos Cys, Cys, Co7 Y Cog S€ encuentran en 28.82,
18.89, 19.31 y 22.82, muy similares con los reportados por Vazquez-Maldonado 1998,
para la esponja Xestospongia subtriangularis [9]

El espectro de masas esta de acuerdo, ya que se observa el pico de m/z = 396,

que corresponde a M* -60 unidades de masa para el compuesto acetilado.
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Lo anterior indica la presencia de clionasterol 12 como un componente mas de la

mezcla de esteroles.
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Figura 35. Expansion delas sefiales de clionasterol, del espectro de RMN'H de la fraccién de esteroles.
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Figura 36. Espectro de RNM**C de la fraccién de esteroles.
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7.12 Derivados 5,8-Epidioxi de los esteroles (13-17)

El espectro de RMN*H de la fraccién TcFMP5cba’ de los compuestos 13-17 (Fig.
37), presenta cierta similitud con los compuestos 8-12, pero como diferencia
significativa se observan 2 sefales dobles en la regiébn de protones vinilicos
correspondientes a un sistema AB, centradas en d 6.21 y 6.51 con una constante de
acoplamiento de 8.5 Hz, originadas por los protones vinilicos sobre Cgy Cy, las cuales

son caracteristicas de 5,8-epidioxi-esteroles.
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Figura 37. Expansion del espectro de RMN'H de la fraccion de epidioxi
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Los esteroles se encuentran ampliamente distribuidos en los reinos animal y
vegetal y se les encuentra en forma libre, como ésteres o como glicésidos. Todos
contienen un nucleo ciclopentanoperhidrofenantreno y presentan un grupo hidroxilo en
el carbono 3. La mayoria de esteroles naturales poseen una cadena lateral de 8 a 10
atomos de carbono y un enlace doble en el C-5 (Fig. 38).

Figura 38) Numeracion de la estructura fundamental de los esteroides.

En los animales superiores (incluido el hombre) se encuentra principalmente el
colesterol, el cual es un constituyente importante de membranas y precursor de
sustancias fisioldgicamente importantes (como hormonas, acidos biliares, vitamina D,
etc.).

En las plantas superiores se encuentran principalmente los denominados
fitosteroles: p-sitosterol, campesterol y estigmasterol (Fig. 39). Un esterol menos comun
es el fucosterol, el cual es el esteroide principal de muchas algas pardas y también se le
ha detectado en el coco (Cocus nucifera L.). En los hongos y levaduras se encuentra
principalmente el ergosterol.

En cambio, los animales inferiores (principalmente invertebrados marinos tales
como esponjas, estrellas, corales, etc.) y ciertas plantas filogenéticamente poco
evolucionadas (P.ej. algunas Orchidaceae) contienen mezclas complejas de esteroles
con modificaciones estructurales variadas tales como nucleos sin el carbono 4 (A-nor-

esteroles), sin el carbono 19 (19-nor-esteroles), con varias insaturaciones, con cadenas
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laterales con méas de 10 carbonos, con anillos ciclopropano, con enlaces alénicos, etc.;

en la figura 39 se presentan algunos ejemplos.

2 R Colesterol (R=H)
Campesterol (R=Me)
Sitosterol (R=Et)

" Estigmasterol (R=Et, A*)

22 28

Ergosterol (insaturacion C-22)

Fucosterol (insaturacion 24-28)

HO

HO

HO

HO
HO

Figura 39) Algunos ejemplos de esteroles naturales. Las ultimas cuatro estructuras corresponden a

esteroles de origen marino.
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La gran mayoria de esteroles conocidos son sélidos cristalinos incoloros,
solubles en disolventes organicos poco polares (cloroformo, benceno, etc.), menos
solubles en alcoholes de bajo peso molecular, y que se funden sin descomponerse (en
forma libre o esterificada). Presentan ademas actividad Optica debido a los carbonos
asimétricos que poseen. Los esteroles se pueden recristalizar en metanol caliente o en
la mezcla metanol-tetrahidrofurano 10:1, formando cristales en forma de agujas
brillantes incoloras. Los que presentan dobles enlaces conjugados son de color
amarillento y tienden a descomponerse por accion de la luz como por ejemplo los
esteroles con insaturaciones en C-5 y C-7, los cuales son susceptibles a la reacciéon de

oxidacion fotoquimica para producir los dioxiesteroles [93]:

R R

hv

HO HO /
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7.13 Esteres metilicos de acidos grasos (18-33).

De las fracciones menos polares (Hexano y Acetato de etilo) obtenidas mediante
particion liquido/liquido de los extractos crudos de esponja, se obtuvieron mezclas de
acidos y ésteres metilicos de acidos grasos las cuales fueron analizadas por CG-EM y
RMN'H (Fig 40 y 41). Las fracciones fueron caracterizadas como una mezcla de
ésteres metilicos saturados e insaturados, por medio de su espectro de RMN*H (400
MHz). En el espectro se observo una sefial multiple a 5.3 ppm, debido a la presencia de
protones vinilicos (-CH=CH-), ademas de una sefial simple aguda a 3.66 pm que
corresponde a los protones del metilo del grupo éster (O=C-OCH;) (Fig. 41). La
presencia de la cadena alifatica -(CHz)n- y el metilo terminal -CH3, dan lugar a una
sefal simple y otra sefial triple distorsionada en 1.25 y 0.88 ppm, respectivamente. El
analisis de la mezcla de ésteres metilicos por CG-EM condujo a la identificacion de 16
acidos grasos. Los resultados de los analisis por CG-EM de estas mezclas permitieron
identificar acidos grasos lineales y ramificados de 14 a 21 &tomos de carbono (Ci4 @
C>1), tanto saturados como insaturados.

Los ésteres metilicos de los acidos saturados son: etetradecanoico (18), 4,8,12-
trimetil-tridecanoico  (19), hexadecanoico (21), heptadecanoico (24), 14-metil-
hexadecanoico (26), octadecanoico (28), nonadecanoico (30), eicosanoico (31),
heneicosanoico (33), asi como el &cido n-hexadecanoico (23).

Los ésteres metilicos de los acidos insaturados: A°-hexadecenoico (20), A-
octadecenoico (27), A*'-eicosenoico (32) y los acidos libres A'*-hexadecenoico (22) y
A%-octadecenoico (29).

Los ésteres metilicos de &cidos grasos presentan un patron de fragmentacion
caracteristico en espectrometria de masas en el que se observan iones
correspondientes a fragmentos hidrocarbonados de tipo alquilo CyHzn+1 (M/z: 29, 43, 57,
71, ...), acompafados de fragmentos olefinicos CyHzn1 (M/z 27, 41, 55, 69, ...) y otra
serie de fragmentos con oxigeno, de los cuales el mas caracteristico es el pico de m/z
74 y que corresponde al pico base (100%) en el espectro, seguido del pico de m/z 87

que corresponde al ién [CH,-CH»-COOMe]".
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Figura 40. Cromatogramas de CG-EM de la fraccion HTcBB.
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Figura 41.

Espectro de RMN'H de la fraccién HTcBB.
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Tabla 14. Acidos y ésteres metilicos de los acidos grasos de T. californiana de la fraccion de Hexano
identificadas por CG/EM.

No. de

estructura Nombre m/z [M]" Estructura HTcBB
18 Tetradecanoico 72 242 /°W TR =23.23

19 4,8,12-Trimetil- 87 270 /DM TR =24

tridecanoico !
20 A°-Hexadecenoico 55 268 YT TR=25.03
21 Hexadecanoico 74 270 g YV\/W\/\N TR =26.2
A 11 o.
22 Acido A 55 236 Ty T T T TR=2657
hexadecenoico °

o . W TR = 26.86
23 Acido n-hexadecanoico 43 256 WW IR = 26.91
24 Heptadecanoico 74 284 /OTWV\/\/\M TR = 27.08
25 14-metil-hexadecanoico 74 284 /°\,W TR =27.21

— . — TR=27.7
26 Acido heptadecanoico 73 270 e TR = 27.82
27 A™-octadecenoico 55 296 I T T =T TR=2817
28 Octadecanoico 74 298 YT TR=2894
29 Acido A°-octadecenoico 55 264 /UW:/WV\ TR =29.31
. /°YWV\/V\N\/\ TR =29.73
30 Nonadecanoico 74 312 | TR = 3018
31 Eicosanoico 74 326 YT TR=30.89
32 AM-Eicosenoico 55 324 Sy TR=3111
33 Heneicosanoico 74 340 YT T TR=3212

Los &cidos grasos son los lipidos mas simples y se caracterizan por tener una

region hidrofilica (cabeza) y una region hidrofébica (cola). Son utilizados como reserva

energeética y para la formacion de las membranas lipoproteicas.

Los lipidos son las principales fuentes de energia metabdlica y materiales

esenciales para la formacion de membranas celulares y de tejidos. Son muy

importantes en los procesos fisiolégicos y reproductivos de los animales marinos y

reflejan las condiciones especiales bioquimicas y ecolégicas del medio marino. La

proporcion relativa y la composicion de los acidos grasos en los organismos marinos

son caracteristicos de cada especie y del género, y también dependen de las
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condiciones ambientales. El papel principal de los lipidos neutros, que en los
organismos marinos se componen fundamentalmente de triglicéridos y ceras, es como
reserva energética de acidos grasos, destinados a la generacion de energia (ATP) o
para su incorporacion en los fosfolipidos.

Los fosfolipidos son los componentes basicos para la bicapa lipidica de la
membrana. Los &cidos grasos proporcionan el interior hidrofébico de todas las
membranas celulares, formando una barrera impermeable al agua y las moléculas
polares y separando el contenido celular del medio extracelular. Los invertebrados
marinos, especialmente esponjas, han demostrado ser una rica fuente de acidos grasos
poco comunes. Las esponjas son animales muy antiguos, con caracteristicas
estructurales especiales en las membranas de sus células, en particular, acidos grasos,
fosfolipidos y esteroles, ya que las interacciones fosfolipidos-esteroles, juegan un papel
importante en las membranas celulares que han permitido su adaptacién a entornos a

menudo precarios [94].
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8. CONCLUSIONES.

El estudio de las fracciones més polares del extracto metandlico de Tethya
californina condujo al aislamiento de acido sulfénico, taurina, ademas de tres
betainas que fueron identificadas como homarina, trigonelina y sulcatina, asi
como, el nucledsido uridina y un monosacérido, el alfa-metil-D-glucopiranosido.
La identificacion de los componentes aislados se llevé a cabo con base en sus
datos espectroscopicos principalmente de RMN de *H y **C, y de las constantes
de celda cristalina por cristalografia de rayos X en el caso de la taurina, asi
como, por comparacion con datos reportados en la literatura.

Hasta donde tenemos conocimiento, este es el primer reporte acerca del
aislamiento de estos 6 compuestos para el género Tethya.

El residuo insoluble del extracto metandlico de la esponja, se encuentra
constituido principalmente por taurina, silice y cloruro de sodio.

De los extractos organicos poco polares, se obtuvieron mezclas de &cidos
grasos, esteroles y epidioxi-esteroles, que se analizaron por CG-EM los cuales
se identificaron como colesterol, ostreasterol, A%-dehidrocolesterol,
brassicasterol y clionasterol. Se identificaron mezclas de acidos grasos Ciz a Cy;
saturados e instaurados y sus correspondientes ésteres metilicos, los cuales
fueron identificados por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas.

Algunos de los componentes aislados de los extractos menos polares de Tethya
californiana estan de acuerdo con estudios anteriores de la misma especie de
esponja, mientras que aquellos aislados de los extractos polares no han sido

reportados.
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[ Masz Spectrum 1

Data : Dr-Leavigildo—Qu jano@1@
Humarina-RL

Samp le: 1E64
Note : Luis-Velasco
Inlet : Direct
Spectrum Type : Nor
RT : 1.54 min

BP : msz 41.0080
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118711
188 —

9@ 4

8@

70 -

58 +

58+

47 o

384

29

mal

Date : 26-Jul-2@12 13:53

Ion Mode : FAB+

Ion [MF-Linear]
Scant : (3,71
Int. : II1.29

: @.PEEd to 281.7323

41

39’
27

Cut Level : 2.B2 %

35

£9

77

138
135 . -
129 :

a

96
|

if

Al wh Il

S

e g0 o]

| L MMIIHM M ”’””l” I|7|I|.|1”||Hu|”|h|l ‘{l.llz‘ l“l

1180 128 138 ' 148 158 1€@ 178 18@ 1 228

msZ

Espectro de Masas (FAB) de Homarina (4).
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[ Mass Spectrum ]
Data : Dr—Leovigi!do—Qu1 janc-B11 Date
Sample: 1683 Trigonelina-RL
Note : Luis-Ve'l asco
Inlet : Direct
Spectrum Type : Normal Ion [MF-Linear]
RT : B8.93 min Scan¥ : (3,5)
BF : mrz 41.£80@ Int. @ B.Il
Output m/z range : B.2BEB to 242.2B1S
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[ Mass Spectrum ]

Data : Dr-Leovigildo—Quijano-B12  Date : 26-Jul-2@12 14:37
Sample: lEBEB Sulcatina-RL

Note : Luis-Velasco

Inlet : Direct Ion Mcde : FAB+

Spectrum Type : Normal Ion [MF-Linear]

RT : ©.62 min Scan¥ : (2,9)

EF : m-z 180.2808 Int, : 5.90

Cutput msz range : B.86D2 to ZR4.7478 Cut Level : B.0& X%
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[ Mass Spectrum ]
Data : Or-Leovigildo—Qui jano-B28 Date : 27-Jul-2€12 39:15
Sample: 1682 RlL-lUridina
Note : Luirs-Velaseo -
Tnlet : Dirert Ion Mode : FAB+
Spectrum Type : Normal Ion [MF-Linear]
RT ¢+ 1.83 min Scant : (2,132
EP : msz 77.0200 Int. : 3.20
Cutput mrz range : B.0008 to 354.9411
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Espectro de Masas (FAB) de Uridina (7).
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Tnstituto de Quimica (UNAM)

File: 1353-RL-FMP-Est{AcO) Date Run: 12-06-2012 (Time Run: 13:33:27)
Sample: Dr Quijano-Leovigildo

Instrument: JEOL GCrnate

Inlet: GC Ionization mode: E |+
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Cromatograma de CG-GM de la fraccion de esteroles.
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File: 1333-RL-FMP-Est(AcO)
Sample: Dr Quijano-Leovigido
Instrument: JEOL GCmate
Inlet: GC

Tnstitute de Quimica (TN AM)

Date Run: 12-06-2012 (Time Run: 13:33:27)

Ionization mode: EI+

Scan: 3248 R.T.: 31.59
Base: mz 396; 2.5%FS TIC: 782320
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Espectro de masas de Clionasterol (12).
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File: 1333-RL-FMP-Esit(4cO)
Sample: Dr Quijano-Leovigillo
Insirumeni: JEOL GCmate
Inket: GC lonization mode: EI+

Date Bun: 12-06-2012 (Time Run: 13:33:27)

Scan: 3360 R.T.: 32.55
Base: miz 366; 2.7T%%FS TIC: 72049
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Espectro de masas de A**-Deshidrocolesterol (20).
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Instituto de Quimica (UNAM)
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File: 1333-RL-FMP-Est{AcQO) Date Run: 12-06-2012 (Time Run: 13:33:27) 3
Sample: Dr Quijano-Leovigilo 5
Instrument: JEOL GCmate E
Inkt: GC Ionization mode: EI+ 3
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Institto de Quimica (UNAM)

File: 1333-RL-FMP-Est(AcO)
Sample: Dr Quijano-Leov igildo
Insirument: JEOL GCmate
Inkt: GC lonization mode: EI+

Date Run: 12-06-2012 (Time Run: 13:33:27)

Scan: 3435 R.T.: 33.19
Base: miz 380; 3.9%FS TIC: 1140976
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Espectro de masas de Brassicasterol (11).
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File: 1333-RL-FMP-Est(AcO)
Sample: Dr Quijano-Leovigildo
Instrument: JEQL GCmate
Inkt: GC

Instituto de Quimica (UNAM)

Date Run: 12-06-2012 (Time Run: 13:33:27)

Tonization mode: EI+

Scan: 3486 R.T.: 33.62
Base: m/z 380; 8.T%FS TIC: 3802848
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Espectro de masas de Ostreasterol (9).
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