Curso 2011/12

CIENCIAS Y TECNOLOGIAS/39
1.S.B.N.: 978-84-15910-41-1

ADRIAN GUTIERREZ CEPEDA

Estudio de metabolitos secundarios
de rhodophytas y phaeophytas

Directores
MARIA LUISA SOUTO SUAREZ
JOSE JAVIER FERNANDEZ CASTRO
MANUEL NORTE MARTIN

SERVICIO DE PUBLICACIONES
UNIVERSIDAD ‘l‘ DE LA LAGUNA

SOPORTES AUDIOVISUALES E INFORMATICOS
Serie Tesis Doctorales



El trabajo de investigacion que contiene la presente
memoria fue desarrollado en el Instituto Universitario
de Bio-Organica "Antonio Gonzalez", bajo la direccion
de los Doctores Maria Luisa Souto Suarez, José
Javier Fernandez Castro y Manuel Norte Martin, a
quienes expreso mi mas sincero agradecimiento por
permitirme formar parte de su equipo de trabajo y
participar en los proyectos cuyos resultados constituyen

esta tesis doctoral.



A mis hijas Adriaris y Ariadna, por ser mi fuerza y templanza,

A mis dos grandes amores: mi madre Lucrecia y mi esposa Aris,



AGRADECIMIENTOS

En primer lugar deseo mostrar mi gratitud a mis directores, los doctores Maria Luisa
Souto, José Javier Fernandez y Manuel Norte Martin, por la facilidad para formar parte
de este equipo de trabajo. Quiero agradecerte de forma especial a ti Mari, por tus
ensefanzas, disposicion y apoyo desinteresado empleados en mi formacion, sin ello

hubiese sido imposible afrontar con éxito la elaboracién de este proyecto.

A mis compafieros de laboratorio: José Napolitano, Francisco Cen, Tamara Vilches,
Humberto Dominguez, Martin Febles, Guillermo Diaz, Caterina Rodriguez, Melania
Diaz y Adrian Santiago, por la ayuda prestada durante la realizacion de esta memoria.
A Eva Aylagas y Julian Lucio por contribuir en el estudio inicial de la L. microcladia.

Al Dr. Antonio Herndndez Daranas por su asistencia inestimable en el estudio

configuracional de distintos compuestos presentados en esta tesis doctoral.

Al Dr. José Adrian Gavin por facilitarnos un eficaz servicio con los experimentos de
RMN y al Dr. Cirilo Pérez por su colaboracion en distintos aspectos cristalograficos. A
los doctores Matias Lépez Rodriguez y Miguel Angel Ramirez por el analisis de
difraccion de rayos X y realizacion de los calculos teéricos, respectivamente. A la Dra.
M. C. Gil Rodriguez por la clasificacién de las algas del género Laurencia y al Dr.
Alberto Brito por facilitarnos los especimenes de L. variegata. Gracias a los grupos de
los doctores José M. Padrén y Azucena Gonzalez Coloma por desarrollar parte de los

bioensayos presentados en esta memoria.

A la Dra. Carmen R. Facundo, por preocuparse en gue esta tesis concluyera con éxito.

A mis padres, hermanos y suegros por creer en mis posibilidades; a Amarilis Garcia,
mi querida Ama jcuanto aliento he recibido de usted! A Dfia. Enerina y Don Luis por su
oraciones; y a todos los amigos de Tenerife y Republica Dominicana, que no los
nombro porque son muchisimos. Quisiera agradecer especialmente a mi amiga,
amada esposa y compaiiera de caminos, Aris Garrido, que a pesar de la distancia ha
estado espiritualmente unida a mi, empujando hacia un mismo objetivo: por

comprenderme y motivarme a alcanzar nuevas metas personales y académicas.

Agradecer el respaldo institucional y econémico de la Universidad Autbnoma de Santo
Domingo, el soporte del Ministerio de Asuntos Exteriores y de Cooperacion de Espafa
mediante una beca MAEC-AECID. Este trabajo se realiz6 dentro de los proyectos
SAF2011-28883-C03-01, CTQ2008-06754-C04-01 y KBBE-3-245137 (MAREX FP7).



INDICE

1. METABOLITOS SECUNDARIOS DE ORIGEN MARINO

RESUMEN
1.1. METABOLISMO: PRIMARIO VS SECUNDARIO
1.2. METABOLITOS SECUNDARIOS ACTIVOS DE ORIGEN MARINO
1.3. ACERCA DE ESTA MEMORIA DE TESIS, OBJETIVOS Y APARTADOS
.METABOLITOS SECUNDARIOS DE LAURENCIA MARILZAE
RESUMEN
2.1. ANTECEDENTES
2.1.1. Estudio quimico preliminar del alga
2.1.2. Introduccion a las acetogeninas C-15: tipos y biosintesis
2.1.2.1. Acetogeninas C-15 aciclicas
2.1.2.2. Acetogeninas C-15 carbociclicas
2.1.2.3. Acetogeninas C-15 heterociclicas
2.2. RECOLECCION Y EXTRACCION DEL ALGA LAURENCIA MARILZAE
2.3. ANALISIS CROMATOGRAFICOS DE LOS EXTRACTOS
2.4. ELUCIDACION ESTRUCTURAL DE LOS NUEVOS METABOLITOS
2.4.1. Acetogeninas C-15 con sistema de anillo [5.5.1]biciclotridecano
2.4.1.1. Marilzabicicloaleno A (1)
2.4.1.2. Marilzabicicloaleno B (2)
2.4.1.3. Marilzabicicloaleno C (3)
2.4.1.4. Marilzabicicloaleno D (4)
2.4.2. Acetogeninas C-15 con anillo de doce miembros (Obtusalenos)
2.4.2.1. 12-Epoxi-obtusaleno 1V (5)
2.4.2.2. 12-Epoxi-obtusaleno VB (6)
2.4.2.3. Bromopropargilo del 12-epoxi-obtusaleno IV (7)
2.4.2.4. 1-Metoxi-12-epoxi-obtusaleno 1V (8)
2.4.2.5. Clorohidrina del 1-metoxi-12-epoxi-obtusaleno IV (9)
2.4.2.6. Obtusaleno X (10)
2.4.3. Acetogeninas C-15 con anillo de ocho miembros (Oxocanos)
2.4.3.1. Marilzaleno (11)

2.4.3.2. (+)-4R-Acetoxi-marilzaleno (12) y (-)-4-Acetoxi-marilzaleno (13)
2.4.3.3. Determinacién de la configuraciéon absoluta del marilzaleno (11) por

correlacién quimica con el (+)-4R-acetoxi-marilzaleno (12)

2.4.4. Acetogeninas C-15 con anillo de cinco miembros (Oxolanos)

2.4.4.1. Marilzafuraleno A (14)

2.4.4.2. Marilzafuraleno B (15)

2.4.4.3. Marilzafuraleno C (16)

2.4.4.4. Marilzafuraleno D (17)

2.4.4.5. 12-Acetoxi-marilzafurenino (18)
2.4.5. Acetogeninas C-15 con estructuras lineales

2.4.5.1. Z-Adrienino (19)

N N NN PR R

11
11
13
15
16
16
25
25
27
27
27
32
35
37
40
40
45
48
50
53
55
60
60
65

68
68
73
75
76
80
82
82



2.4.5.2. E-Adrienino (20) 85

2.4.6. Compuestos de naturaleza terpénica 87
2.4.6.1. E-Dactileno B (21) 87
2.4.6.2. Nor-E-cetodactileno (22) 91
2.5. PROPUESTA BIOGENETICA DE LOS MARILZABICICLOALENOS Y 94
LOS NUEVOS OXOLANOS
2.6. DATOS FiSICOS DE LOS METABOLITOS AISLADOS 97
2.6.1. Marilzabicicloaleno A (1) 97
2.6.2. Marilzabicicloaleno B (2) 98
2.6.3. Marilzabicicloaleno C (3) 99
2.6.4. Marilzabicicloaleno D (4) 100
2.6.5. 12-Epoxi-obtusaleno IV (5) 101
2.6.6. 12-Epoxi-obtusaleno IVB (6) 102
2.6.7. Bromopropargilo del 12-epoxi-obtusaleno 1V (7) 104
2.6.8. 1-Metoxi-12-epoxi-obtusaleno 1V (8) 105
2.6.9. Clorohidrina del 1-metoxi-12-epoxi-obtusaleno IV (9) 106
2.6.10. Obtusaleno X (10) 107
2.6.11. Marilzaleno (11) 109
2.6.12. (+)-4R-Acetoxi-marilzaleno (12) 111
2.6.13. (-)-4-Acetoxi-marilzaleno (13) 112
2.6.14. Marilzafuraleno A (14) 113
2.6.15. Marilzafuraleno B (15) 114
2.6.16. Marilzafuraleno C (16) 115
2.6.17. Marilzafuraleno D (17) 116
2.6.18. 12-Acetoxi-marilzafurenino (18) 118
2.6.19. Z-Adrienino (19) 119
2.6.20. E-Adrienino (20) 120
2.6.21. E-Dactileno (21) 121
2.6.22. Nor-E-cetodactileno (22) 122
2.6.23. Metabolitos conocidos aislados de L.marilzae 123
2.6.24. Hidrolisis alcalina del (+)-4R-Acetoxi-marilzaleno (12) 124
3. METABOLITOS SECUNDARIOS DE LAURENCIA MICROCLADIA 127
RESUMEN 127
3.1. ANTECEDENTES 129
3.1.1. Esqueleto sesquiterpénico de macrocarpano: consideraciones biogenéticas 129
3.2. RECOLECCION Y EXTRACCION DEL ALGA LAURENCIA MICROCLADIA 135
3.3. ANALISIS CROMATOGRAFICO DEL EXTRACTO 135
3.4. ELUCIDACION ESTRUCTURAL DE LOS NUEVOS METABOLITOS 137
3.4.1. Nuevos derivados de macrocarpano 137
3.4.1.1. Laurocarpano A (23) 137
3.4.1.2. Laurocarpano B (24) 142
3.4.1.3. Laurocarpano C (25) 145
3.4.1.4. Laurocarpano D (26) 147

3.4.1.5. Laurocarpano E (27) 150



3.4.2. Derivados triciclicos
3.4.2.1. Ciclolaurocarpano (28) y bromociclococanol
3.5. ORIGEN BIOGENETICO DE LOS METABOLITOS AISLADOS
3.6. DATOS FiSICOS DE LOS METABOLITOS AISLADOS
3.6.1. Laurocarpano A (23)
3.6.2. Laurocarpano B (24)
3.6.3. Laurocarpano C (25)
3.6.4. Laurocarpano D (26)
3.6.5. Laurocarpano E (27)
3.6.6. Ciclolaurocarpano (28)
3.6.7. Metabolitos conocidos aislados de L. microcladia
4. METABOLITOS SECUNDARIOS DE LOBOPHORA VARIEAGATA
RESUMEN
4.1. ANTECEDENTES
4.1.1. Alga parda Lobophora variegata: introduccion
4.1.1.1. Metabolitos secundarios aislados de Lobophora variegata
4.2. RECOLECCION Y EXTRACCION DEL ALGA
4.3. ANALISIS CROMATOGRAFICO DEL EXTRACTO
4.4. ELUCIDACION ESTRUCTURAL DE LOS NUEVOS METABOLITOS
4.4.1. Nonadecacétidos con un nuevo esqueleto carbonado de loboforano
4.4.1.1. Loboforol A (29)
4.4.1.2. Loboforol B (30)
4.4.1.3. Loboforol C (31)
4.4.2. Otros policétidos
4.4.2.1. Lobofopiranona A (32)
4.4.2.2. Lobofopiranona B (33)
4.4.2.3. Loboforonas A (34) y B (35)
4.4.2.4. Loboforonas C (36) - E (38)
4.5. PROPUESTA BIOGENETICA DE LOS NUEVOS POLICETIDOS
4.5.1. Generalidades
4.5.2. Propuesta biogenética para los nuevos metabolitos aislados
4.6. DATOS FiSICOS DE LOS NUEVOS METABOLITOS AISLADOS
4.6.1. Loboforol A (29)
4.6.2. Loboforol B (30)
4.6.3. Loboforol C (31)
4.6.4. Lobofopiranona A (32)
4.6.5. Lobofopiranona B (33)
4.6.6. Loboforona A (34)
4.6.7. Loboforona B (35)
4.6.8. Loboforona C (36)
4.6.9. Loboforona D (37)
4.6.10. Loboforona E (38)

153
153
161
163
163
164
165
166
167
168
169
171
171
173
173
175
179
179
181
181
181
185
188
191
191
193
196
200
207
207
210
214
214
215
216
217
218
219
220
221
222
223



5. EVALUACION DE ACTIVIDADES BIOLOGICAS
RESUMEN
5.1. INTRODUCCION
5.2. ACTIVIDAD CITOTOXICA
5.3. ACTIVIDAD ANTIALIMENTARIA
5.4. ACTIVIDADES BIOLOGICAS REALIZAS DENTRO DECONSORCIO MAREX
CONCLUSIONES
APENDICE I: MATERIALES Y METODOS
I.1. TECNICAS EXPERIMENTALES
I.1.1. Técnicas espectroscépicas
[.1.1.1. Resonancia Magnética Nuclear (RMN)
1.1.1.2. Absorcion en el Infrarrojo (IR)
1.1.1.3. Rotacion Optica
1.1.1.4. Espectroscopia de absorcion en el Ultravioleta—Visible (UV)
[.1.1.5. Espectroscopia de Dicroismo Circular (DC)
[.1.1.6. Punto de fusion
[.1.1.7. Espectrometria de Masas
1.1.1.8. Analisis de los cristales por Difraccion de Rayos X
I.1.2. Técnicas cromatogréficas
[.1.2.1. Cromatografia de Exclusiéon Molecular
[.1.2.2. Cromatografia en Columna de Media Presién
[.1.2.3. Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC)
APENDICE Il: METODOS DE ANALISIS CONFIGURACIONAL

I.1. ESTUDIOS CONFIGURACIONALES BASADOS EN EL ANALISIS
DE CONSTANTES DE ACOPLAMIENTO

11.1.1. Introduccion
11.1.2. Analisis configuracional de sistemas aciclicos
11.1.3. Estudio configuracional de anillos de cinco miembros

11.1.4. Medidas experimentales de las constantes de acoplamiento homo y
heteronucleares

225
225
226
226
227
229
231

235
235
235
235
235
235
236
236
236
236
237
237
237
238

239
239
240
245

248



ABREVIATURAS Y ACRONIMOS

ACP

a.r.

AT
B3LYP
BPO

br

COsy
CoA

d

DC

DH

DQF

dt

E.
EI-HRMS
EMEA
ER
ESI-FTICR

ESI-HRMS
FASs

FDA

Fl

FPP
GC-MS
Glso
GGPP
GPP
HMBC
HSQC
HSQC-HECADE

HPLC
1Cs0

Acil carrier protein

Abundancia relativa

Acetil transferasa

Becke three—parameter Lee—Yang—Parr exchange functional
Bromoperoxidasa

singlete ancho

Correlation Spectroscopy

Coenzima A

doblete

Dicroismo Circular

Deshidratasa

Double Quantum Filtered

doblete de triplete

Eliminacion bimolecular

Electronical lonization - High Resolution Mass Spectrometry
Agencia Europea de Medicamentos

Enoil reductasa

Electrospray lonization - Fourier Transform lon Cyclotron
Resonance

Electrospray lonization - High Resolution Mass Spectrometry
Acido graso sintasas

Agencia de Drogas y Alimentos de los Estados Unidos

Inhibicion alimentaria

Pirofosfato de farnesilo

Cromatografia de Gas acoplada a Espectrometria de Masas
Concentracion Inhibitoria del crecimiento del 50%

Pirofosfato de geranilgeraniol o geranilgeraniol pirofosfato
Pirofosfato de geranilo

Heteronuclear Multiple-Bond Correlation

Heteronuclear Single Quantum Coherence

Heteronuclear Single Quantum Coherence - Heteronuclear
Couplings from-ASSCI-Domain Experiments with E.COSY-type
cross peaks

Cromatografia Liquida de Alta Resolucion

Concentracion Inhibitoria del 50%



i.e.
IPP

KR
KS
LPO

MAT
MAREX

NAPDH
NBS
NCI
NOE
NOESY
NPP
PKSs
RMN
RMN 1D
RMN 2D
RMN 'H
RMN *C
ROE
ROESY
S

S

Sn2
SQDG's
t

TLC
TPSs
TROESY
uv

WM

un ejemplo

Pirofosfato de isopentenilo

Infrarrojo

Constante de acoplamiento

Cetorreductasa

Cetosintasa

Lactoperoxidasa

multiplete

Concentracion molar

Malonil/acetil transferasa

Exploring marine resources for bioactive compounds: from
discovery to sustainable production and industrial applications
Nicotinamida Adenina Dinucleétido Fosfato
N-bromosuccinimida

Instituto Nacional del Cancer de los Estados Unidos de América
Efecto Nuclear Overhauser

Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy
Pirofosfato de nerolidilo

Policétidosintasas

Resonancia Magnética Nuclear

Resonancia Magnética Nuclear Monodimensional
Resonancia Magnética Nuclear Bidimensional
Resonancia Magnética Nuclear de Protén
Resonancia Magnética Nuclear de Carbono
Rotacion Nuclear Overhauser

Rotating frame Overhauser Effect Spectroscopy
singlete

Sustitucion nucleofilica unimolecular

Sustitucion nucleofilica bimolecular
Sulfoquinovosildiacilgliceroles

triplete

Thin Layer Chromatography

Terpenosintasas

Transverse Relaxation Optimized Spectroscopy
Ultravioleta

Reagrupamiento Wagner-Meerwein


http://es.wikipedia.org/wiki/Nicotinamida_adenina_dinucle%C3%B3tido_fosfato

Estudio de Metabolitos Secundarios de Rhodophytas y Phaeophytas

CAPITULO 1

Metabolitos secundarios
de origen marino




Estudio de Metabolitos Secundarios de Rhodophytas y Phaeophytas

1

METABOLITOS SECUNDARIOS DE ORIGEN MARINO

RESUMEN

En este capitulo se hace una breve introduccion de las razones por las
que en los ultimos afios se ha producido un “renacimiento” en el
descubrimiento de farmacos a partir de metabolitos secundarios de
origen marino. Es de destacar, la aprobacion en EE. UU. a finales de
2004, del primer derivado marino, la ziconotida (Prialt®; Elan
Pharmaceuticals), un péptido neuroparalizante aislado inicialmente del
molusco Conus magus, con aplicacion en el tratamiento del dolor a
dosis mucho mds bajas que la morfina. En julio de 2007, la Agencia
Europea de Medicamentos dio el visto bueno para la comercializacion de
la trabectedina o ET-743 (Yondelis®;, PharmaMar), convirtiéndose asi
en el primer producto natural marino aprobado para el tratamiento del
cincer en la Union Europea. Asimismo, se enumeran los principales
temas de estudio de esta memoria de tesis y se describe de forma concisa
sus apartados.

H,N—Cys—Lys—Gly—Lys—Gly
Cys Lys—Ala

HZN—Cys—c;(‘\\IA .
sp—lyr

Thr
Lys Gly—Ser Cys—Ser—Arg—Leu—Met
Gly——Ser—Arg—Cys

Ziconotida

OMe

ET-743

Fuente: mga.charity.org (foto: Conus magus)/ porta-cifi.com (foto: Ecteinascidia turbinata)




Capitulo 1: Metabolitos secundarios de origen marino Introduccion

1.1. METABOLISMO: PRIMARIO VS SECUNDARIO

Todos los organismos necesitan transformar e interconvertir una enorme cantidad
de compuestos organicos a fin de ser capaces de vivir, crecer y reproducirse.* Para ello
se hace uso de un conjunto de reacciones quimicas cuidadosamente reguladas por
enzimas que constituyen unos complejos procesos interrelacionados, el metabolismo,

cuyos principales pasos se denominan rutas metabdlicas.

En ellos hay que distinguir los involucrados en procesos cruciales para la vida, y
gue a pesar de las variadas caracteristicas de los organismos vivos, son, con pequefas
modificaciones, esencialmente los mismos en todos ellos. Los compuestos implicados en
estas rutas se denominan metabolitos primarios. Entre ellos se encuentran las proteinas,

los 4cidos nucléicos y los tipos mas frecuentes de carbohidratos y lipidos.

Por otro lado, existe un area de metabolismo que tiene que ver con una serie de
compuestos de distribucion mucho més limitada en la naturaleza. Se encuentran sélo en
determinados organismos o0 grupos de organismos, y son una expresion de la
individualidad de las especies. Estas sustancias se denominan metabolitos secundarios,
no se producen necesariamente bajo todas las condiciones, y en la mayoria de los casos
su funcién o beneficio para el organismo productor todavia no se conoce. Sélo en casos
obvios en que estos metabolitos secundarios son sustancias téxicas o agentes coloreados
es ldgico asumir que estan relacionados con la defensa frente a depredadores o con la
atraccion de otras especies. Los metabolitos secundarios son derivados de los primeros y
constituyen la principal fuente de productos naturales activos con aplicacion medicinal.
Pueden emplearse directamente como farmacos o bien servir de modelos para sintetizar
nuevos compuestos que optimicen alguna de sus propiedades quimicas y farmacolégicas:
solubilidad, estabilidad, potencia, toxicidad, absorcion, distribucion, metabolismo,

excrecion, etc.?

1.2. METABOLITOS SECUNDARIOS ACTIVOS DE ORIGEN MARINO

Durante muchos afios, la investigacion en medicina tradicional se centrd

Unicamente en las plantas y en los microorganismos terrestres, debido entre otros

! Dewick, P. M. “Medicinal natural products: a biosynthetic approach”. John Wiley & Sons; 2009, pp. 7.
2 Jiménez, J. C.; Marfil, M.; Francesch, A. M.; Cuevas, C.; Alvarez, M.; Albericio, F. Inv. y ciencia, 2007, 75.
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factores, a que sus especimenes eran facilmente accesibles. No obstante, con el

constante avance de la tecnologia dedicada a la prospeccion, al estudio quimico y de
bioactividad, una parte importante de la investigacion farmacéutica mas prometedora se
centra actualmente en los recursos del mar.®** Al hecho de que, aproximadamente el 70%
de la superficie terrestre estd cubierta por mares y océanos y que su diversidad marina
constituye el 95% de toda la biosfera, hay que afiadir que sus variadas caracteristicas,
desde muy favorables hasta extremas, hacen que las especies marinas generen una
inmensa variedad de entidades quimicas de exclusiva sofisticacion y con actividades
biolégicas potentes, desarrolladas como una forma de defensa bioquimica para sobrevivir
en un entorno extremadamente competitivo.> Segun el Instituto Nacional del Cancer de
EE.UU. (NCI), el porcentaje de extractos activos de origen marino (1.8%) es muy superior

a los de origen terrestre (0.4%).

Sin embargo, los inconvenientes mas comunes de esta aproximacion en la
basqueda de farmacos de origen marino ha sido la baja disponibilidad de estos productos
en su fuente natural, asi como la complejidad de sus estructuras. Estos hechos hacen
dificil el abordaje industrial de su sintesis total y representa un reto en el desarrollo de
procedimientos de sintesis, biotecnologia y acuicultura, a fin de asegurar el suministro de
la molécula activa para su produccion masiva y comercializacion con independencia de la

fuente.

El papel de los productos naturales en general, y de los marinos en particular, en el
descubrimiento de nuevos farmacos ha sufrido muchos cambios en los Ultimos 30 afios,
con una disminucién notable de la participacibn de las principales compafias
farmacéuticas a mediados de la década de 1990.* Sin embargo, en este campo se ha
producido un “renacimiento” en los ultimos 7 afos. Esto ha sido en parte impulsado por
los nuevos desarrollos en la tecnologia analitica, espectroscoépica, etc, y en parte por la
comprension de que las tecnologias competidoras, como la quimica combinatoria no han
cumplido las expectativas en la aportacion significativa de nuevos farmacos. La gran
ventaja de los productos naturales es la novedad de sus estructuras, que dificilmente
podrian haber sido el resultado de un razonamiento humano por muy creativo que fuese.®

Por otro lado, la investigacién cientifica basica en la quimica y farmacologia de los

% Blunt, J. W.; Copp, B. R.; Keyzers, R. A.; Munro, M. H. G.; Prinsep, M. R. Nat. Prod. Rep., 2012, 29, 144 y referencias
anteriores correspondientes a esta misma serie.

* Molinski, T. F.; Dalisay, D. S.; Lievens, S. L.; Saludes, J. P. Nat. Rew., 2009, 8, 69.

® De la Calle, F. Treballs de la SCB., 2007, 58, 141.

® Avendafio, M. C. An. R. Acad. Nac. Farm., 2011, 77, 13.
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productos naturales marinos y los esfuerzos dirigidos en el desarrollo de los

medicamentos por fin ha empezado a dar sus frutos.

Datos de fuentes especializadas indican que mas de 30,000 compuestos de origen
marino se encuentran indexados en el “Dictionary of Marine Natural Products”.” Estos
nuevos metabolitos fueron aislados fundamentalmente de algas, esponjas, invertebrados
y celentéreos; de los cuales una cantidad considerable han resultado ser candidatos
potenciales para el desarrollo de nuevos farmacos con distintos propésitos terapéuticos,®

destacandose entre otros, los orientados al tratamiento del cancer.®

En este sentido cabe mencionar que tras décadas de investigacion de instituciones
académicas y compafiias farmacéuticas privadas, hoy dia aproximadamente 22 farmacos
de origen marino han sido debidamente aprobados por la Agencia de Drogas y Alimentos
de los Estados Unidos (FDA) y la Agencia Europea de Medicamentos (EMEA), e incluso
algunos de ellos ha alcanzado la comercializacion. Distintos ejemplos son el analgésico

(Prialt®) y el antitumoral trabectedina (Yondelis®).

1.3. ACERCA DE ESTA MEMORIA DE TESIS, OBJETIVOS Y APARTADOS

Una de las lineas fundamentales de investigacion de nuestro grupo en los ultimos
aflos se orienta hacia la busqueda de nuevas sustancias bioactivas de macro y
microorganismos marinos. Abarca principalmente estudios estructurales, biosintéticos y
farmacologicos. Precisamente, dentro del apartado de los macroorganismos juegan un
papel fundamental las macroalgas, en especial la division Rhodophytas o algas rojas, y

dentro de ellas, las del género de Laurencia.

Las algas rojas del género Laurencia son las mas conocidas y estudiadas desde el
punto de vista quimiotaxonémico de todas las algas rojas,*® debido a su habilidad para
biosintetizar una amplia variedad de metabolitos secundarios con inusuales esqueletos
carbonados y destacadas actividades biologicas. Desde el punto de vista biogenético
como pauta de clasificacion para los metabolitos aislados de Laurencia, generalmente se
agrupan en terpenos y acetogeninas C-15. Los primeros suelen ser en su mayoria

sesquiterpenos y unos pocos di- y triterpenos; muchos de los cuales poseen halégenos y

" Blunt, J. W. y Munro, M. H. G. (Eds.), “Dictionary of marine natural products”, Chapman & Hall, CRC, Boca Raton; 2007,
http://dmnp.chemnetbase.com/intro/index.isp.

8 Kijjoa, A.; Sawangwong, P. Mar. Drugs, 2004, 2, 73.

® Newman, D. J.; Cragg, G. M. J. Nat. Prod., 2004, 67, 1216.
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otras funcionalizaciones que les confieren novedosas caracteristicas estructurales y

actividades biolégicas. Mientras que las acetogeninas C-15, son de naturaleza no
terpénica y su origen biogenético esta asociado al metabolismo de los acidos grasos. Una
parte importante de estos compuestos han mostrado actividades biologicas que incluyen
inhibicion de proteinas fosfatasas, efectos citotoxicos o antitumorales, propiedades
antihelminticas, antibacterianas, contra la malaria, “anti-fouling”, insecticidas y
antivirales.’® A pesar de la intensiva investigacion de la que han sido objeto, las especies
de Laurencia siguen constituyendo hoy una fuente atractiva de nuevas sustancias con

estructuras Unicas y con potencial bioactivo.

En esta tesis, hemos realizado el estudio fitoquimico de dos especies de algas
rojas, Laurencia marilzae y Laurencia microcladia, y una alga parda, Lobophora variegata.
La primera de ellas es una nueva especie descrita en 2009 para el Archipiélago Canario,™
siendo este trabajo la culminacién de un estudio preliminar que se llevé a cabo en nuestro
laboratorio. En una recoleccidon de organismos marinos realizada en 2002, llamé la
atencion un alga roja cuyas caracteristicas taxondémicas parecian distintas a las que se
solian recolectar en aquella zona, por lo que se recogieron varios especimenes para su
identificacion y para un estudio quimico preliminar que dio lugar al aislamiento de seis
nuevos diterpenos.’” Confirmada su nueva identidad, se procedié a un segundo estudio
guimico mas detallado. Respecto a las otras dos algas, su estudio se aborda como fruto
del estrecho contacto con investigadores de otros departamentos de esta universidad. Asi,
el estudio del alga Laurencia microcladia, se inici6 en paralelo con los estudios
taxondmicos que se desarrollaron sobre esta alga en el Departamento de Biologia Vegetal
de la ULL, mientras que el de la Lobophora variegata surge del interés que esta alga
despierta en sus mecanismos de proteccion contra depredadores tales como los erizos
Diadema antillarum, un organismo que ha generado enormes blanquizales en el
Archipiélago Canario y cuyo seguimiento llevan a cabo en el Departamento de Biologia

Animal (Ciencias Marinas) de la ULL.

Como resultado se aislaron e identificaron 38 nuevos metabolitos secundarios de
distinta naturaleza, algunos con nuevos esqueletos carbonados. En la elucidacion
estructural se aplicaron principalmente técnicas de espectrometria de masas y resonancia
magnética nuclear (RMN), y en algunos casos difraccion de rayos X y dicroismo circular.

Es de destacar, que para la determinacion de las configuraciones relativas de los centros

19 Carter-Franklin, J. N.; Butler, A. J. Am. Chem.Soc, 2004, 126, 15060.
" Gil-Rodriguez, M. C.; Senties, A.; Diaz-Larrea, J.; Cassano, V.; Fuijii, M. T. J. Phycol., 2009, 45, 264.
2 Fernandez, J.J.; Souto, M. L.; Gil, L. V.; Norte, M. Tetrahedron, 2005, 61, 8910.



Capitulo 1: Metabolitos secundarios de origen marino Introduccion

quirales se realizaron exhaustivos estudios de RMN empleando los ultimos métodos
basados en el estudio de constantes de acoplamiento homo y heteronucleares. Los
nuevos metabolitos se agruparon segun su procedencia, su estructura quimica y su origen
biogenético. En este sentido, un apartado fundamental lo constituye las propuestas
biogenéticas llevadas a cabo con cada grupo, intentando arrojar luz en la forma fascinante
en que los organismos marinos elaboran estas moléculas. Por ultimo, este trabajo se
complementa con una amplia bateria de ensayos de bioactividad sobre los nuevos
productos aislados y sobre la serie de compuestos conocidos también obtenidos de estos
organismos. Esto se ha hecho, en virtud de las colaboraciones que nuestro grupo de
investigacion mantiene con otros grupos y en Ultima instancia, dentro de un proyecto
marco europeo.”® En 2010, nuestro grupo de investigacién comenzé un proyecto EU FP7
de cuatro afios de duracién en la que participa junto con otras 18 instituciones y que lleva
por titulo: “Exploring marine resources for bioactive compounds: from discovery to
sustainable production and industrial applications (MAREX)”. Dentro del MAREX, se
establece una serie de ensayos biolégicos que abarcan el efecto sobre canales idnicos,
actividades anticancer, anti-inflamatoria, proapoptosis, anticoagulante, “antifouling”,
antifingica, antiviral y antibacteriana. Sin embargo, dentro de este proyecto cada una de
las actividades que se realizan debe ir acompafiada de una serie de documentos oficiales
expedidos por la institucion correspondiente. En nuestro caso los tramites para la
equiparacion de los permisos de recoleccién de muestras, coincidié con los cambios en el
Gobierno Autonémico, de modo que ha sido recientemente que las muestras de los
productos se han podido enviar. Lamentablemente, aunque los ensayos biolégicos estan
en curso, en el momento de la escritura de esta tesis los resultados de la evaluacion

dentro de este proyecto ain no nos han llegado.

¥ MAREX: Exploring marine resources for bioactive compounds: from discovery to sustainable production and industrial
applications. Ref. EU FP 7 (KBBE 3-245137). Instituciones: Univ. Helsinki (Finlandia), Univ. Ljubljana (Eslovenia), Univ. La
Laguna (Espafia), Univ. Gdansk (Polonia), Katholieke Univ. Leuven (Bélgica), Abo Akademi Univ. (Finlandia), American
Univ. Beirut (Libano), Univ. Antofagasta (Chile), Univ. Strasbourg (Francia), Ege Univ. (Turkia), Univ. Degli Studi di Napoli
‘Federico II’ (Italia), Univ. Catolica del Norte (Chile), Technical Research Centre of Finland (Finlandia), National Institute of
Oceanography (India), IMEGO AB (Suecia), Xention (Reino Unido), Biovico (Polonia), Ebiotec S.A. (Espafia), BiotechMarine
(Francia).
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METABOLITOS SECUNDARIOS DE LAURENCIA MARILZAE

RESUMEN

Se detalla el estudio quimico de la nueva especie de alga roja descrita
para las Islas Canarias, Laurencia marilzae. El tinico antecedente de
estudio fitoquimico de esta especie consiste en un estudio preliminar
realizado por nuestro grupo de investigacion y donde se aislaron seis
nuevos diterpenos con esqueleto de dactilomelano. En este capitulo,
damos cuenta del aislamiento y elucidacion estructural de una serie de
metabolitos nuevos en la literatura, 20 sustancias halogenadas de
naturaleza no terpénica, acetogeninas C-15, y 2 nuevos ejemplos de
dactilomelanos. Dentro del grupo de acetogeninas destacan 4
bromoalenos que presentan un sistema de anillos [5.5.1]biciclotridecano
sin precedentes, y cuyo esqueleto carbonado tiene interesantes
connotaciones biogenéticas. Las estructuras de los metabolitos y sus
configuraciones relativas fueron determinadas a través del uso extenso
de métodos espectroscdpicos, principalmente datos de Resonancia
Magnética Nuclear mono y bidimensional y en los que se abordaron
métodos recientes de andlisis configuracional basados en constantes de
acoplamiento homo y heteronucleares. Asimismo, las configuraciones
absolutas de varios compuestos fueron determinadas por andlisis de
difraccion de rayos X. Se incluye también una amplia propuesta
biogenética de las nuevas acetogeninas obtenidas en este estudio.

Foto de una muestra de Laurencia marilzae en
Paraiso Floral (Adeje)
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Nuevos metabolitos aislados

e Acetogeninas C-15 con sistema de anillo [5.5.1]biciclotridecano:

HO,,

Brv"

Marilzabicicloaleno A R'= R*= OH Marilzabicicloaleno B
Marilzabicicloaleno C R'= OCHs, R>= OH
Marilzabicicloaleno D R'= R?=Cl

e Acetogeninas C-15 con anillos de doce miembros (obtusalenos):

Bromopropargilo del 12-epoxi-obtusaleno IV Metoxi-12-epoxi-obtusaleno IV

OH

Clorohidrina del metoxi-12-epoxi-obtusaleno IV Obtusaleno X
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e Acetogeninas C-15 con anillos de ocho miembros (oxocanos):

Marilzaleno (+)-4R-Acetoxi-marilzaleno Ri=Br, R,=H
(-)-4-Acetoxi-marilzaleno Ri=H, R,=Br

e Acetogeninas C-15 con anillos de cinco miembros (oxolanos):

Marilzafuraleno A Marilzafuraleno B R=H
Marilzafuraleno C R= CH3

Marilzafuraleno D 12- Acetoxi-marilzafurenino

e Acetogeninas C-15 con estructuras lineales:

treo treo treo treo
" " N N
Br CI Cl OH Br ClI Cl OH
S W
15 - -
N
Z-Adrienino E-Adrienino




Resumen
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e Compuestos de naturaleza terpénica:

o

-
J

RLEREN

E-Dactileno B Nor-E-cetodactileno
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2.1. ANTECEDENTES

2.1.1. Estudio quimico preliminar del alga

El primer estudio fitoquimico del alga L. marilzae, fue desarrollado en nuestro
grupo de investigacion antes de la clasificacion del alga,' a partir de especimenes
recolectados en Paraiso Floral (Tenerife, Islas Canarias) en el afio 2002. En el mismo se
aislaron y caracterizaron seis nuevos diterpenos con un esqueleto carbonado que
denominamos dactilomelano (Figura 2.1.1).> Estos metabolitos fueron: E y Z
dactilohidroperéxido A, dactilohidroperoxido B, 3,14-dactilodiol, dactilohidroperéxido C vy
puctateno. Junto a éstos, se aislé como compuesto mayoritario un metabolito relacionado,

el dactilomelol, aislado previamente de una Aplysia recolectada en Tenerife.

17

20

Figura 2.1.1. Los dactilomelanos pueden derivar de la ciclacion entre los carbonos C-6 y C-11
de un precursor diterpénico con esqueleto de fitano.

HO

-
J

N

J

E-Dactilohidroperéxido A Z-Dactilohidroperoxido A

OR o}

(0] 20

OOH

HO

17

-
J

Dactilohidroperéxido B, R = OH Dactilohidroperéxido C
3,14-Dactilodiol, R=H

! Gil-Rodriguez, M. C.; Senties, A.; Diaz-Larrea, J.; Cassano, V.; Fujii, M. T. J. Phycol., 2009, 45, 264.
% Fernandez, J. J.; Souto, M. L.; Gil, L. V.; Norte, M. Tetrahedron, 2005, 61, 8910.
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Diterpenos con este tipo de esqueleto no son frecuentes, es mas, hasta este
momento por lo que conocemos, sélo existen publicadas tres sustancias ademas de los
seis aislados en primer instancia de L. marilzae. Uno ya lo comentamos, el dactilomelol,
aislado de las glandulas digestivas del molusco Aplysia dactylomela, que dio origen a la
serie, y por ende, al nombre del singular esqueleto.® Su estructura fue confirmada por
estudios de difraccién de rayos X. El segundo resulté ser el 3,14-sphaerolabdadienodiol,
aislado de otra alga roja, Sphaerococcus coronopifolius, en el marco de un programa
basado en la identificacibn de sustancias bioactivas de algas rojas en la costa de
Marruecos y cuya estructura y configuracion relativa fue establecida por métodos
espectroscopicos.” Por Ultimo, de Aplysia punctata recolectada en Sicilia (Italia), se obtuvo
el tercer ejemplo, estrechamente relacionado con el dactilomelol, llamado acetato de

puctateno, cuya estructura fue determinada por métodos espectroscopicos.’

20

ROY :

Dactilomelol 3,14-Sphaerolabdadienodiol Acetato de Puctateno, R = Ac
Puctateno, R=H

Nuestro grupo de investigacion propuso que la biosintesis de este esqueleto
monociclico,? podria considerarse derivada de la ciclacion entre las posiciones C-6 y C-11
del geranilgeraniol pirofosfato (GGPP) iniciada por la formacién de un ion bromonio y el
posterior ataque de agua. El intermedio resultante podria evolucionar a través de una
sustitucion nucleofilica Sy2 del &tomo de bromo en C-10 para dar lugar al puctateno, o de

una eliminacion tipo E, para dar lugar al 3,14-sphaerolabdadienodiol (Figura 2.1.2).

Por otro lado, el puctateno podria dar lugar, a su vez, a la formacion del
dactilomelol, o en cambio, por acciéon de peroxidadas a la de los otros compuestos

aislados en este estudio de la L. marilzae (Figura 2.1.3).

% Estrada, D. M.; Ravelo, J. L.; Ruiz-Pérez, C.; Martin, J. D. Tetrahedron Lett., 1989, 30, 6219.
* Etahiri, S.; Bultel-Poncé, V.; Caux, C.; Guyot, M. J. Nat. Prod., 2001, 64, 1024.
® Findlay, J. A Guogiang, L. Can. J. Chem., 2002, 80, 1697.
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3,14-Sphaerolabdadienodiol

Puctateno
Figura 2.1.2. Posible biogénesis del esqueleto de dactilomelano
=
X e
YOS 7 oo
H 0=0
N\
/ )
i 0=0 RO
N
— XxNTH  —
/ \ R=H; R=OH
Br

HO
@
a/\/\( . /\/’\KCI

Figura 2.1.3. Propuesta biogenética para los dactilomelanos aislados en el primer estudio de L. marilzae

2.1.2. Introduccion alas acetogeninas C-15: tipos y biosintesis

interesante grupo de metabolitos

Las acetogeninas C-15, constituyen un
secundarios de naturaleza no terpénica y origen biogenético asociado al metabolismo de

13
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los &cidos grasos.® Han sido aislados Gnicamente de algas rojas del género Laurencia
(Rhodomelaceae, Ceramiales), asi como de algunos moluscos opistobranquios que las
incluyen como parte de su dieta.” Estos metabolitos presentan una amplia gama de
estructuras particulares, junto con un importante rango de actividades farmacolégicas, lo
que los hace foco de atencion mas alld del area de los productos naturales marinos,
convirtiéndose en fuentes de inspiracion para el desarrollo de nuevas metodologias

sintéticas,®® asi como para la formulacién de nuevas hipétesis biogenéticas.****

Desde el punto de vista estructural, las acetogeninas C-15 se pueden dividir en
aciclicas, carbociclicas y heterociclicas. Otro criterio general que podria ser escogido para
su clasificacién es la naturaleza de sus agrupamientos terminales, puesto que suelen ser

tres: 1) sistema enino 2) sistema bromopropargilo y 3) sistema bromoaleno.

/ o br
v | g 2 S
—0 Br

H‘L‘a/l_

Se ha sugerido para la biogénesis de los sistemas (2) y (3), al sistema enino (1)
como posible precursor (Figura 2.1.4), debido que suele coincidir que éstos aparecen

cuando la ciclacion se inicia en el carbono « a cualquiera de los dos.

(\
(CHa), _// .
\ /\OH /\O //

(CHy), 7 . (CH,

’/B\I} Br

Figura 2.1.4. Posible biogénesis para los terminales bromoaleno y bromopropargilo

® Erickson, K. L. “Marine natural products: chemical and biological perspectives”. Scheuer, P. J. Ed.; Academic Press: NY;
1979, Vol.5, capitulo 4, pp. 131.
" Blunt, J. W.; Copp, B. R.; Keyzers, R. A.; Munro, M. H. G.; Prinsep, M. R. Nat. Prod. Rep., 2012, 29, 144 y referencias
anteriores correspondientes a esta misma serie.
8 Ortega, N.; Martin, V. S.; Martin, T. J. Org.Chem., 2010, 75, 6660.
o Park, J.; Kim, B.; Kim, H.; Kim, S.; Kim, D. Angew. Chem. Int. Ed., 2007, 46, 4726.

% Murai. A. “Comprehensive natural product chemistry” Barton, D.; Nakanishi, K.; Meth-Cohn O., Eds.; Pergamon: Eimsford,
NY; 1999; Vol. 1, pp 303.
1 Braddock, D. C. Org. Lett., 2006, 8, 6055.
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2.1.2.1. Acetogeninas C-15 aciclicas

Este grupo de sustancias han sido postuladas como los precursores lineales de las
acetogeninas heterociclicas, considerandose a su vez derivadas del metabolismo del
acido (Z,Z,2)-hexadeca-4,7,10,13-tetraenoico.’” Como ejemplo de este grupo destacar los
3E y 3Z-lauredioles y sus acetatos aislados de Laurencia nipponica.®®* Murai y
colaboradores han examinado la ciclacion de estos lauredioles, utilizando una
lactoperoxidasa comercial (LPO) y posteriormente una preparacién cruda de una bromo
peroxidasa (BPO) también aislada de L. nipponica.’® Los rendimientos de los productos
ciclicos fueron extremadamente bajos pero establecieron un mecanismo para la ciclacién

de un precursor lineal via bromoeterificacion electrofilica (Figura 2.1.5).*

OR _ OR
=
N — N & T
OR OR
R=H, 3Z-Laurediol R=H, 3E-Laurediol
R=Ac R=Ac

Br+
NN
(3E, 6R, 7R)-Laurediol (32, 6S, 7S)-Laurediol
KBr KBr
LPO | 110, BPO| 10,
- / \WOH

Br 5 //,,‘/\%\% o 4"//7
\ OH Br ‘ |

(E)-Deacetil-laurencin (Z)-Prelaureatin

Figura 2.1.5. Propuesta biogenética de formacion del E-deacetil-laurecin y del Z-prelaureatin por ciclacion de
lauredioles inducidas por bromacién catalitica con LPO y BPO.

12 jones, E. Chem. Br., 1966, 2, 6.
3 Kurosawa, E.; Kukuzawa, A.: Irie, T. Tetrahedron Lett., 1972, 2121.
4 Butler, A.; Carter-Franklin, J. N. Nat. Prod. Rep., 2004, 180.
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2.1.2.2. Acetogeninas C-15 carbociclicas

Las acetogeninas con sistemas cabociclicos son poco frecuentes en Laurencia.
Hasta la fecha, los Unicos ejemplos aislados presentan esqueletos de maneonenos con un
anillo carbociclico en su estructura, e isomaneonenos que incluyen dos. Estas sustancias
fueron inicialmente aisladas de L. nidifica, los cis-maneonenos A y B, y el trans-
maneoneno B, ** en un primer estudio, y posteriormente junto al cis-maneoneno C, los
isomaneonenos A y B.*® Mas adelante, se confirmd la estructura y se establecid la
configuracion absoluta del isomaneoneno B por difraccion de rayos X.*’

O,
AN
Cl
b I
AN Br
cis-Maneoneno C Isomaneoneno A
O, (0]
AN AN
Cl Cl
3 l 3 i\l
X _Br N
Br
cis-Maneoneno A cis-Maneoneno B trans-Maneoneno B

2.1.2.3. Acetogeninas C-15 heterociclicas

Las acetogeninas heterociclicas son las mas abundantes y muestran variaciones
estructurales bastante inusuales. Son denominadas generalmente como "lauroxanos" y
son clasificadas en funcién del anillo de mayor tamafio presente en la molécula. A
continuacion describiremos brevemente los distintos grupos y sus ejemplos mas
representativos. En el caso de los anillos de 12 miembros, la descripcion serd mas
detallada, al ser el grupo del que se han aislado mas ejemplos en la presente memoria y
porque las propuestas biogenéticas sobre su origen tienen interesantes connotaciones en

este trabajo.

% Waraszkiewicz, S.M.; Sun, H.H.; Erickson, K.L. Tetrahedron Lett., 1976, 35, 3021.
18 Waraszkiewicz, S.M.; Sun, H.H.; Erickson, K.L. Tetrahedron Lett., 1976, 47, 4227.
7 Waraszkiewicz, S.M.; Sun, H.H.; Erickson, K.L.; Finer, J.; Clardy, J. J. Org. Chem., 1978, 43, 3194.

16



Estudio de Metabolitos Secundarios de de Rhodophytas y Phaeophytas Tesis doctoral

Oxolanos: Son también llamados lauroxolanos y se caracterizan por poseer al

menos un éter ciclico de 5 miembros. El primer representante que se aislé fue el obtusin
en L. obtusa;*® del que, posteriormente se conocié su configuracion absoluta (3R, 4R, 6R,
7R, 9R, 10S, 12S y 13R);*® Los hay con: i) un dnico anillo como el laureepéxido de L.
nipponica;? ii) biciclicos fusionados o aislados, i.e. kumausaleno también aislado de L.
nipponica® o el lauroxolano (I) obtenido de L. majuscula;? iii) triciclicos con inclusiones
peculiares de ciclopropano, el okamuraleno de especimenes de L. intrincata,”® o
fusionados con un anillo aromatico, el panaceno a partir del molusco Aplysia brasiliana;*
iv) formando anillos policiclicos, como los isémeros geométricos (3E/3Z)-oceleninos

obtenidos del molusco A. oculifera.?®

Okamuraleno Panaceno

f
4

(32/3E)-Oceleninos

'8 Howard, B. M.; Fenical, W.; Arnold, E. V.; Clardy, J. Tetrahedron Lett., 1979, 31, 2841.

® Gonzélez, A. G.; Martin, J. D.; Norte, M.; Pérez, R.; Rivera, P.; Ruano, J. Z.; Rodriguez, M. L.; Fayos, J.; Perales, A.
Tetrahedron Lett., 1983, 24, 4143.

% Fukuzawa, A.; Kurosawa, E. Tetrahedron Lett., 1980, 21, 1471.

2 Suzuki, T.; Koizumi, K.; Suzuki, M.; Kurosama, E. Chem. Lett., 1983, 1639.

%2 Kim, I. K.; Brennan, M. R.; Erickson, K. L. Tetrahedron Lett., 1989, 30, 1757.

% guzuki, M.; Kurosawa, E. Tetrahedron Lett. 1981, 22, 3853.

# Kinnel, R.; Duggan, A. J.; Eisner, T.; Meinwald, J.; Miura, |. Tetrahedron Lett., 1977, 44, 3913.

% Schulte, G. R.; Chung, M. C. H.; Schever, P. J. J. Org. Chem., 1981, 46, 3870.
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Oxanos. Se denominan oxanos o lauroxixanos a los éteres ciclicos cuyo anillo
principal es de seis miembros. A pesar de ser escasas las acetogeninas con estas
caracteristicas obtenidas de Laurencia u organismos relacionados, se han aislado algunos
compuestos con un unico anillo de oxano, como el srilankenino de A. oculifera,
recolectado en Duwa, Ski Lanka;*® o con dos anillos fusionados como el
laurendecumenino B de L. elata.’” También se han identificado otras acetogeninas C-15
gue contienen dos anillos (oxano y oxolano) sin atomos comunes, tal como el

bromopropargilo (1), obtenido de L. obtusa.”®

H
/s, (e} WCl
Br '\\Cl _ . '
\‘(j' /—\/:// Br" o /T
\\\\ o ‘v, — H \\

Srilankenino Laurendecumenino B

Br HO
(1

Oxepanos. Este grupo de lipidos C-15 halogenados se conocen también como
lauroxepanos y se caracterizan por poseer un anillo principal de siete miembros. Al igual
gue los oxanos, existen pocos oxepanos recogidos en la literatura. Los ejemplos mas
representativos son los (3E/3Z)-isoprelaurefucinos de L. nipponica,”®®* y el (32)-

isolaurepinnacino de L. pinnata.**

Br

Br \\\

(3E/32)-Isoprelaurefucinos (32)-Isolaurepinnacino

% De Silva, E.D.; Schwartz, R.E.; Schever, P.F.; Shoolery, J.N. J. Org. Chem., 1983, 48, 395.
2 3i, N. Y.; Li, X. M; Li, K.; Wang, B. G. J. Nat. Prod., 2007, 70, 1499.

%8 Norte, M.; Fernandez, J. J.; Ruano, J. Z. Tetrahedron, 1989, 45, 5987.

% Kurosawa, E.; Fukuzawa, A.; Irie, T. Tetrahedron Lett., 1973, 42, 4135.

% Suzuki, M.; Kurata, K.; Suzuki, T.; Kurosawa, E. Bull. Chem. Soc. Jpn., 1986, 59, 2953.

* Fukuzawa, A; Masamune, T. Tetrahedron Lett., 1981, 22, 4081.
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Oxocanos. Reciben el nombre de lauroxocanos y se caracterizan por la presencia

de al menos un anillo de ocho miembros en su estructura. Son las mas abundantes de las
acetogeninas C-15 halogenadas, razon por la cual se dividen en tres subgrupos, de
acuerdo a la ubicacion del puente éter.

a) Puente éter entre C-4 y C-10: Son llamados microcladalenos, por ser el
microcladareno A junto con los derivados B y C aislados de L. microcladia,®
gquienes dan el nombre a la serie y los Unicos ejemplos de este subgrupo hasta el

momento.

Microcladaleno A Microcladaleno B Microcladaleno C

b) Puente éter entre C-6 y C-12: Estan relacionados con el laureatin. Ejemplos de
ellos, todos aislados de L. nipponica, son los monociclos (3E/3Z)-laureatinos y los

(3E/32)-isolaureatinos,***

o con dos anillos (oxocano y oxolano) fusionados el
nipponaleno, al que se le determind su estereoquimica absoluta por modificacién

del método de Mosher.*®

(3E/32)-Laureatin

Nipponaleno

2 Kennedy, D. J.; Selby, I. A.; Cowe, H. J.; Cox, P. J.; Thomson, R. J. Chem. Soc., Chem. Commun., 1984, 3,153.
* Irie, T.; 1zawa, M.; Kurosawa, E. Tetrahedron Lett., 1970, 26, 851.

% Kurosawa, E.; Furusaki, A.; Izawa, M.; Fukuzawa, A.; Irie, T. Tetrahedron Lett., 1973, 39, 3857.

% Lyakhova, E. G.; Kalinovsky, A. |.; Dmitrenok, A. S.; Kolesnikova, S. A. Tetrahedron Lett., 2006, 47, 6549.
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c) Puente éter entre C-7 y C-13: Estan relacionados con el laurencin, compuesto
que da nombre a la serie. Este éter acetogénico, procedente de L. glandulifera® y
de L. nipponica,®”* ha sido objeto de importantes estudios sintéticos.*® Entre ellos,
ya hemos visto su sintesis enzimética a partir de un laurediol (Figura 2.1.5), hecho
gue avala la hipotesis de que los lauredioles son los precursores biogenéticos de
las acetogeninas C-15 heterociclicas.”® Algunos metabolitos relacionados con el

laurencin presentan caracteristicas llamativas; entre ellas, los dobles enlaces

conjugados en el oxocano (lIl) encontrado en L. thyrsifera;** o estructuras biciclicas
28,42

como en el laurefucin aislado en L. nipponica.

Laurencin

Laurefucin

Oxonanos: La caracteristica general de estas acetogénicas ciclicas es la
presencia de un anillo de nueve miembros en su estructura. Son conocidos como
lauroxonanos y pueden existir tanto de forma aislada como fusionada con otros oxolanos.
Con un ciclo aislado podemos destacar el (3Z)-obtusenino, reportado inicialmente de L.
obtusa;*® y luego, junto a su isémero (3E), se obtuvo de L. pinnatifida.** Entre los

oxonanos fusionados existentes en Laurencia destacar el isolauraleno de L. nipponica.*>*®

(+)-(3Z, 6R, 7R)-Obtusenino Isolauraleno

% Irie, T.; Suzuki, M.; Masamune, T. Tetrahedron, 1968, 24, 4193.

37 cameron, A. F.; Cheung, K. K.; Ferguson, G.; Robertson, J. M. J. Chem. Soc. (B), 1969, 5, 559.
 Irie, T.; Suzuki, M.; Masamune, T. Tetrahedron Lett., 1977, 29, 2507.

% Tsushima, K.; Murai, A. Tetrahedron Lett., 1992, 33, 4345.

“© Fukuzawa, A.; Aye, M.; Murai, A. Chem. Lett., 1990, 9, 1579.

“I Blunt, J. W.; Lake, R. J.; Munro, M. H. G. Aust. J. Chem., 1984, 37, 1545.

2 Furusaki, A.; Kurosawa, E; Fukuzawa, A; Irie, T. Tetrahedron Lett. 1973, 46, 4579.

*King, T. J.; Imre, S.; Oztung, A.; Thomson, R. H. Tetrahedron Lett., 1979, 16, 1453,

* Norte, M.; Gonzélez, A. G.; Cataldo, F.; Rodriguez, M. L.; Brito, I. Tetrahedron, 1991, 47, 9411.
“® Kurata, K.; Furusaki, A.; Suehiro, K.; Katayama, C.; Suzuki, T. Chem. Lett., 1982, 7, 1031.

“® Furusaki, A.; Katsuragi, S.; Suehiro, K.; Matsumoto, T. Bull. Chem. Soc. Jpn., 1985, 58, 803.

20



Estudio de Metabolitos Secundarios de de Rhodophytas y Phaeophytas Tesis doctoral

Eteres ciclicos de diez miembros: Son los mas inusuales de todos los

lauroxanos, el Unico representante conocido es el siguiente compuesto (IV) obtenido de L.

implicata, recolectada en Australia.*’

Br

(V)

Eteres ciclicos de 12 miembros: Estos macrociclos poseen en general una
funcionalizacion lateral bromoalénica y la mayoria se han encontrado en L. obtusa, por lo

gue ordinariamente se les llama obtusalenos.

El obtusaleno | fue el primer ejemplo de este tipo publicado en 1982 después de su
aislamiento de especimenes de L. obtusa recolectados en el Mar Egeo.*® Su estructura se
resolvié inicialmente por analisis de rayos X aunque luego se le realiz6 un estudio

completo por RMN.***° Posteriormente, se obtuvieron el 10-bromo-obtusaleno 1,°* los

.49 53,54
l; V,

obtusalenos Il y I11;* el kasaleno,* el obtusaleno | y los obtusalenos V-1X.>® Es de
destacar que con la excepcion del obtusaleno 1V, todos estos metabolitos presentaron la
unidad de bromoaleno con configuracién R y la configuracién del centro C-4 como S (en el

obtusaleno IV es S y 4R, respectivamente).

Br

Obtusaleno |, R=H Obtusaleno Obtusaleno 11l
10-Bromo-obtusaleno |, R = Br

7 Coll, J. C.; Wright, A. D. Aust. J. Chem., 1989, 42, 1685.

8 Cox, P. J; Imre, S.; Islimyeli, S.; Thomson, R. H. Tetrahedron Lett., 1982, 23, 579.

“ Cox, P. J.; Howie, R. A. Acta Cryst., 1982, B38, 1386.

0 Oztunc, A.; Imre, S.; Lotter, H.; Wagner, H. Phytochemistry, 1991, 30, 255.

L Oztunc, A.; Imre, S.; Wagner, H.; Norte, M.; Fernandez, J. J.; Gonzalez, R. Tetrahedron, 1991, 47, 2273.

2 Oztunc, A.; Imre, S.; Wagner, H.; Norte, M.; Fernandez, J. J.; Gonzalez, R. Tetrahedron Lett., 1991, 32, 4377.

% Guella, G.; Chiasera, G.; Mancini, I.; Oztunc, A.; Pietra, F. Chem. Eur. J., 1997, 3, 1223.

% Ciavatta, M. L.; Gavagnin, M.; Puliti, R.; Cimino, G.; Martinez, E.; Ortea, J.; Mattia, C. A. Tetrahedron, 1997, 53, 17343.
% Guella, G.; Mancini, I.; Oztunc, A.; Pietra, F. Hev. Chim. Acta, 2000, 83, 336.
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Br

Obtusaleno IV Obtusaleno V, R = Br
Obtusaleno VI, R=H

Obtusaleno VII Obtusaleno VIll, R=H
Obtusaleno IX, R=Ac

Por otro lado, destacar el poitedieno aislado de L. poitei, que hasta el momento era
el Unico haloéter ciclico de doce miembros sin funcionalidad lateral de bromoaleno, con un

sistema olefinico dibromado en su lugar.®®

Poitedieno

Una caracteristica de estos anillos de gran tamafio es su flexibilidad, habiéndose
observado en algunos de estos metabolitos en disolucion la existencia de conférmeros en
equilibrio. Tal comportamiento ha sido estudiado por Guella y colaboradores en varios de

ellos,>**°

observandose por ejemplo en el caso de los obtusalenos Il y 1V, una importante
dependencia en sus sefiales de RMN con la temperatura, atribuida al equilibrio, al menos,
de dos conférmeros producto del giro de 180° del doble enlace trans que involucra
principalmente la inversion de los protones H-123/H-13a a H-12a/H-13p (Figura 2.1.6).
Ademas, se determiné que la barrera de activacion depende de factores energéticos

(entalpia), y en menor medida, del disolvente en que se encuentre la sustancia. El tamafio

€ Wright, A. E.; Wing, R. M.; Sims, J. J. Tetrahedron Lett., 1983, 24, 4649.
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del heterociclo es también un factor influyente, ya que la barrera de activacion en una

subunidad de diez miembros (i.e. obtusaleno I) es superior que en la de once miembros
(i.e obtusalenos Il y 1V). Estos fenébmenos estan intimamente relacionados con el objeto
de nuestra memoria, debido a que hemos aislado y caracterizado distintos representantes
de este grupo, y en un caso hemos observado la existencia de conférmeros. Este
equilibrio de conférmeros y el predominio de las distintas especies también veremos que
juega un papel clave en la propuesta del origen biogenético de las acetogeninas aisladas

con un nuevo esqueleto carbonado.

Cl

H Lento

Obtusaleno IV

&

H
R2 = H(:C_ﬁ/Br

Figura 2.1.6. Equilibrios de conférmeros en disolucion de los obtusalenos Il y V.

Otro aspecto importante es que en 2006, Braddock propuso una hipotesis sobre la
biogénesis de los obtusalenos que involucra mdltiples bromaciones. Esta hipotesis
predijo correctamente las estereoquimicas de los obtusalenos I-IV, cuyas estructuras
habian sido resueltas por cristalografia de rayos X, pero cuestioné las estructuras de los

obtusalenos V-VII resueltas por espectroscopia de RMN, en las que situaban un atomo de
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bromo en C-7 y un atomo de bromo en C-13. Posteriormente, para validar la biogénesis
propuesta y resolver la controversia sobre las estructuras de los obtusalenos V-VII,
Braddock y colaboradores,>” probaron experimentalmente la viabilidad de la formacion y
fragmentacién de un ion oxonio trans-anular inducido por un ion bromonio para dar lugar
al esqueleto carbonado del macrociclo del obtusaleno VII con un &omo de bromo en C-
13, en linea con lo expuesto anteriormente (Figura 2.1.7). Curiosamente, en este estudio
se aislé también un aducto con un sistema biciclotridecano[5.5.1] bromado, especulando
los autores que podria representar el nicleo de un producto natural todavia no aislado de
especies de Laurencia. En nuestro estudio fitoquimico de L. marilzae, hemos obtenido,
cuatro metabolitos con este esqueleto sin precedentes en el campo de los productos

naturales.

Esqueleto carbonado Esqueleto carbonado Aducto con sistema
del obtusaleno Il del obtusaleno VII biciclotridecano|5.5.1]

Figura 2.1.7. Validacion de la propuesta de Braddock para la biogénesis de los obtusalenos.

5 Braddock, D. C.; Millan, D. S.; Pérez-Fuertes, Y.; Pouwer, R. H.; Sheppard, R. N.; Solanski, S.; White, A. J. P. J. Org.
Chem. 2009, 74, 1835.
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2.2. RECOLECCION Y EXTRACCION DEL ALGA LAURENCIA MARILZAE

Los ejemplares de Laurencia marilzae Gil-Rodriguez, Senties et M.T. Fuijii, se
recolectaron manualmente durante la bajamar en la localidad de Paraiso Floral (Adeje), en
los meses de Abril y Mayo de 2009. Las muestras de peso humedo aproximado 1.3 Kg,
fueron trasladadas en neveras hasta nuestro laboratorio donde se maceraron durante
cinco dias a temperatura ambiente en mezclas de CH,Cl,:MeOH (1:1) (3x). El disolvente
fue evaporado a vacio obteniéndose un primer extracto aceitoso de color amarillo oscuro y
peso 34.0 g denominado LM-A. Los residuos de alga tras la maceracion, se dejaron secar
a temperatura ambiente y una vez triturados se sometieron a una segunda extraccion en
caliente, hasta agotamiento, en un equipo Soxhlet utilizando como disolvente en primer
lugar CH,Cl, y después MeOH. Finalmente, la reunion de estos disolventes fue
evaporada, dando lugar a un segundo extracto de aspecto similar al anterior, con un peso
de 1.0 g, que se denominé LM-B.

2.3. ANALISIS CROMATOGRAFICO DE LOS EXTRACTOS

El extracto LM-A fue sometido a una separacion cromatogréafica en una columna
abierta de Sephadex LH-20 (600 x 70 mm &) usando CHCl3;:MeOH (1:1) como fase mévil
y en porciones aproximadas de 6 g. La reunion de las fracciones se llevd a cabo
atendiendo a un patrén similar en cromatografia de capa fina (TLC). El analisis de RMN
'H de las cuatro fracciones obtenidas hizo que se centrara la atencién en las fracciones
LM-A2 y LM-A3, volviéndose a cromatografiar con el mismo soporte pero eluyendo con n-
hexano:CHCIl;:MeOH (2:1:1). Las fracciones resultantes fueron sometidas nuevamente a
separacion pero esta vez en columnas de media presion Lobar LiChroprep Si-60 (310 x 25
mm &, 40-63 um) eluidas en general con n-Hex:AcOEt:MeOH (14:5:1). La purificacion
final, en todos los casos, se llevd a cabo a través de cromatografia de alta resolucion
HPLC utilizando repetidamente una columna p-Porasil (150 x 19 mm &) y mezclas
isocraticas o en gradiente de n-hexano y AcOEt a flujos de 1 ml/min hasta conseguir el
aislamiento de los productos puros. El procedimiento cromatogréfico utilizado con el
extracto LM-A se resume esqueméaticamente en la figura 2.3.1, dando como resultado el
aislamiento de 22 metabolitos nuevos y 13 compuestos ya conocidos en la literatura (ver
apartado 2.6.23).
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Recoleccion y aislamiento

Este protocolo cromatogréfico se repitio con el extracto LM-B (1.0 g) obteniéndose

pequefias cantidades adicionales de los compuestos mayoritarios.

Laurencia marilzae

(Extracto LM-A)

____________ "
:SephadexLH»ZO H

1CHCI;MeOH (1:1)
e ————

Fraccion LM-Al ] [ Fraccion LM-A2 ] [ Fraccién LM-A3 ]

Fraccién LM-A4 ]

1Sephadex LH-20
CHCI3:MeOH: n-Hex (1:1:2)

Fraccién LM-A21

Fraccion LM-A22

—
Fraccién LM-A23

1Sephadex LH-20

—
Fraccion LM-A31

Fraccién LM-A32

Fraccion LM-A33

a) Lobar LiChropred Si-60
n-Hex:AcOEt(4:1)

-
-
-

n-Hex:AcOEt(9:1—-4:1)

b) HPLC: columna g-porasil

a) Lobar LiChropred Si-60
n-Hex:AcOEt:MeOH (14:5:1)
\; b) HPLC: columna u-porasil
n-Hex:AcOEt(7:3—3:2)

=
-

\ 4

Clorohidrina del
1-Metoxi-12-epoxi-obt. IV (1.0 mg)
Obtusaleno X (3.8 mg)
Marilzabicicloaleno C (0.5 mg)
Marilzabicicloaleno A (1.5 mg)
Marilzabicicloaleno B (4.0 mg)
Marilzafuraleno B (2.2 mg)
Marilzafuraleno D (0.8 mg)

A 4

1-Metoxi-12-epoxi-obt. IV (3.1 mg)
Caespitol (3.5 mg)

Dactilomelol (40.0 mg)
Marilzafuraleno C (1.2 mg)
Marilzafuraleno A (1.8 mg)

=
~<e
<

(+)4-Acetoximarilzaleno (13.5 mg)
(-)4-Acetoximarilzaleno (3.9 mg)
12-Acetoximarilzafurenino (1.0 mg)

Dactilol (3.8 mg)

3-Hidroxi-octa-1,5-E-dien-7-ona (2.5 mg)
E-Dactileno B (3.0 mg)

Nor-E-cetodactileno (2.2 mg)
(10S*)-10-O-Metilfurocaespitanolactol (2.4 mg)

v

v

a) Lobar LiChropred Si-60 / a) Lobar LiChropred Si-60
n-Hex:AcOEt:MeOH (14:5:1) ! n-Hex:AcOEt:MeOH (14:5:1)
b) HPLC: columna u-porasil |/ b) HPLC: columna u-porasil
n-Hex:AcOEt(17:3) n-Hex:AcOEt(7:3 -3:2)

A 4

—

Obtusaleno IV (4.2 mg)
12-Epoxi-obtusaleno IV (150 mg)
12-Epoxi-obtusaleno IVB (4.0 mg)

(3E)-Isolaurepinnacino (2.2 mg)
(3E)- Pinnatifidenino (3.0 mg)
(3E)- Laurenino (15.0 mg)

Cassipuorol (1.8 mg))
Pinnatol (90.0 mg)

Bromopropargilo del 12-epoxi-obt. 1V (1.5 mg) (3Z)- Obtusenino (4.0 mg)
Marilzabicicloaleno D (1.3 mg)

Isopinnatol B (10.0 mg)
Marilzaleno (5.8 mg)
Z- Adrienino (4.2 mg)
E-Adrienino (1.0 mg)

Figura 2.3.1. Marcha cromatografica del extracto LM-A obtenido de L. marilzae.
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2.4. ELUCIDACION ESTRUCTURAL DE LOS NUEVOS METABOLI TOS

A continuacion, se presenta de forma detallada la elucidacion estructural de los
nuevos metabolitos secundarios obtenidos de los extractos organicos de L. marilzae.*®*°
La mayoria de estas sustancias resultd ser de naturaleza no terpénica, 20 acetogeninas
C-15, siendo las Unicas excepciones, 2 terpenos de tipo dactilomelano. Sin embargo,
dada la gran variedad estructural encontrada en el grupo de las acetogeninas, a fin de

facilitar su estudio y discusion, éstas se han clasificado de la forma siguiente:

» Acetogeninas C-15 con sistema de anillo [5.5.1]biciclotridecano.
» Acetogeninas C-15 con anillo de doce miembros (Obtusalenos).
* Acetogeninas C-15 con anillo de ocho miembros (Oxocanos).

» Acetogeninas C-15 con anillo de cinco miembros (Oxolanos).

» Acetogeninas C-15 lineales.

» Compuestos de naturaleza terpénica.

2.4.1. Acetogeninas C-15 con sistema de anillo [5.5 .1]biciclotridecano

2.4.1.1. Marilzabicicloaleno A (1)

El marilzabicicloaleno A (1) fue aislado como un sélido amorfo de color blanco con
una rotacion 6ptica de [a]®p = =126 (c 0.11, CHCIl;). Su férmula molecular fue establecida
como C;5H,,Br,ClO,, indicando cuatro insaturaciones en la molécula, en base a los tres
iones isotopicos pseudomoleculares caracteristicos [M + Na]" a m/z 480.9358, 482.9375,
484.9342 (56:100:82) de su espectro de masas de alta resolucién ESI-HRMS.

Un primer estudio de las sefales que aparecen en los espectros
monodimensionales de RMN **C (Figura 2.4.1) y RMN 'H (Figura 2.4.2), ademas de
confirmar la presencia de 15 atomos de carbonos en la estructura, mostraron la existencia
inequivoca de un grupo funcional bromoalénico terminal [6c 200.9 (C), 103.2 (CH), 74.1
(CH); 64 6.05 (dd, J= 2.1, 5.7 Hz) y 5.47 (dd, J = 5.5, 5.7 Hz)] (Tabla 2.4.1).

%8 Gutiérrez-Cepeda, A.; Fernandez, J. J.; Gil, L. V.; Lépez-Rodriguez, M.; Norte, M.; Souto, M. L. J. Nat. Prod. 2011, 74,
441.
% Gutiérrez-Cepeda, A.; Fernandez, J. J.; Norte, M.; Souto, M. L. Org. Lett. 2011, 13, 2690.
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Figura 2.4.1. Espectro de RMN 3¢ del marilzabicicloaleno A (1) en CDClI3 (150 MHz).
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Figura 2.4.2. Espectro de RMN 'H del marilzabicicloaleno A (1) en CDClI3 (600 MHz).

El andlisis del experimento HSQC con editado de multiplicidad (Figura 2.4.3)
permitié establecer ademas, la presencia de ocho metinos unidos a heteroatomo (&¢ 86.4,
85.1, 84.2, 81.1, 74.7, 70.3, 64.8, 63.6), tres metilenos (6c 44.4, 41.7, 38.7) y un metilo
secundario (¢ 20.6). Estos datos fueron confirmados por las bandas de absorcién propias
en el espectro de IR de grupos hidroxilo (3365 cm™), aleno (1958 cm™) y éter (1074 cm™).
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Figura 2.4.3. Espectro de HSQC con editado de multiplicidad del marilzabicicloaleno A (1) en CDCl3
(600 MHz).
N°C 5°C (ppm) & 'H(ppm) Multiplicidad J (Hz)
1 74.1 6.05 dd 21,57
2 200.9
3 103.2 5.47 dd 55,57
4 81.1 4.33 dddd 1.8,2.1,55,11.3
5 38.7 3213 ddd 10.9, 11.3, 145
o 1.48 ddd 1.8,1.8,14.5
86.4 3.87 ddd 1.8,1.8,10.9
7 63.6 4.14 ddd 1.8,1.9,5.7
8 444 a 2.98 ddd 1.9,7.4,15.8
211 ddd 1.1,5.7,15.8
9 70.3 4.58 ddd 11,13,74
10 64.8 4.83 ddd 1.3,3.5,4.0
11 41.7 a 2.59 ddd 1.3,4.0,153
B2.31 ddd 3.5,10.6, 15.3
12 84.2 3.71 ddd 1.3,9.0, 10.6
13 74.7 3.26 dd 8.7,9.0
14 85.1 3.57 dd 6.2,8.7
15 20.6 1.35 (3H) d 6.2

Tabla 2.4.1. Datos de RMN *H (600 MHz) y RMN B¢ (150 MHz) del marilzabicicloaleno A (1) (CDCls).
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Las correlaciones de protones geminales y vecinales observadas en el
experimento homonuclear COSY (Figura 2.4.4), revelaron la existencia de un anico
sistema amplio de espin que abarca la secuencia C-3-C-15 (Figura 2.4.5), y permitio

situar los heteroatomos sobre los carbonos C-4, C-6, C-7, C-9, C-10y C-14.

H-14MH5-15 > @ sl
H4/H-50 >+ : Haisg ® |
HTIRER | H-5pH-8 HAMBH12  HgosH-8p o r
HaH58 S, Y V4 . 20
44— J " |
H-10/H-11B—> 8 , I
H-10/H-11a—> : @ |
H-7/H-8a.
H-8c/H-9 -
a1 8 L —3.0
H-12/H-13 -~ 0 -
e 0L
: ® @ L
H6MH-7—>3—@ o )
o " 4.0
H-3/H-4 e o ® ® i
] ® ™Y |
H-9/H-1o—>l‘. o , I
L]
’ 3 . () 0 L
—5.0
H-1/H-3 . I
e J °
.l [ ] —6.0
‘ T T T | T T T T | T T T T | T T T T I T T T (ppm)
(ppm)6.0 5.0 4.0 3.0 2.0

Figura 2.4.4. Espectro de COSY del marilzabicicloaleno A (1) en CDCl; (600 MHz).

A través del experimento HMBC (Figura 2.4.5) se determinaron las conectividades
a larga distancia del metino H-4 (64 4.33) con el carbono C-14 (6¢ 85.1) y de H-6 (6y 3.87)
con C-12 (6¢ 84.2), estableciendo dos puentes éter entre esas posiciones, y situando por
lo tanto, en funcién de los grados de insaturacion de la molécula, los dos atomos de
oxigeno restantes como grupos hidroxilos sobre los carbonos C-9 y C-13. Por otro lado,
también se observé las conectividades del metino H-1 (64 6.05) con los carbonos C-4 (6c
81.1), C-3 (6¢c 103.2), y C-2 (6¢ 200.9), completando asi la caracterizacion de la estructura
plana del marilzabicicloaleno A (1), una nueva acetogenina C;s con un sistema carbonado
[5.5.1] biciclotridecano sin precedente en la literatura. En la tabla 2.4.1 se recogen los
desplazamientos quimicos de carbono y proton para este compuesto, asi como los

valores de constantes de acoplamiento *H-'H.
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Figura 2.4.5. Secciones del experimento HMBC en CDCl; (600 MHz) y principales conectividades HMBC y
COSY observadas para el marilzabicicloaleno A (1).

El analisis del experimento ROESY y de los valores de las constantes de
acoplamiento protén-protén, permitié establecer la estereoquimica relativa de los centros
C-4, C-6, C-7, C-9, C-10, C-12, C-13 y C-14 del compuesto 1 (Figura 2.4.6).

H-10 H-9 H-6

4 5.0
(ppm)

|
(ppm)5.0 4.5 4.0 3.5

Figura 2.4.6. Seccioén del experimento ROESY y correlaciones ROE mas importantes del marilzabicicloaleno
A (1) en CDCl3 (600 MHz).

Se observo la existencia de correlaciones claras entre el proton H-4 (&4 4.33) y los
protones H-14 (64 3.57), H-6 (64 3.87) y H-12 (&4 3.71), asi como del metino H-6 con H-7
(64 4.14) y uno de los protones diastereotdpicos del metileno H-8 (6y 2.98, H-8a). Esto
indica una disposicién espacial equivalente de los protones en dichos centros, y que los

cierres de los anillos heterociclicos tienen disposicion cis. Por otra parte, los valores de las
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constantes de acoplamiento entre H-8a/H-9 (*Ju.gan-0 = 7.4 Hz), H-12/H-13 (3Jy.12445 = 9.0
Hz) y H-13/H-14 (*J4.134.14 = 8.7 Hz), sugieren una disposicion anti para estos protones y
sitian H-9 (64 4.58) y H-13 (6 3.26) en la cara opuesta de la molécula a donde se ubica a
H-8a, H-12 y H-14. La estereoquimica de C-10 se establecié a partir de la correlacion
ROE de H-9 con H-10 (64 4.83) y del valor pequefio de la constante de acoplamiento
entre ellos, 3JH_9,H_1O = 1.3 Hz. De acuerdo a estos datos, la configuracion relativa para este
compuesto fue propuesta como: 4S*, 6R*, 7R*, 9R*, 10S*, 12R*, 13S* y 14S*.

Por ultimo, la configuracion absoluta de la unidad de bromoaleno se predijo de

acuerdo a las reglas semiempiricas de Lowe-Brewster s*®®

como R, confirmandose por
andlisis de Dicroismo Circular (DC) en el que mostr6 un efecto Cotton negativo
equivalente al de otros bromoalenos con esa configuracién cuya estructura habia sido

establecida inequivocamente por difraccién de rayos-X.>

2.4.1.2. Marilzabicicloaleno B (2)

Este metabolito fue aislado como un sélido blanco dpticamente activo, con [a]*°p =
+94 (c 0.13, CHCIl3). En su espectro de masas de alta resolucion ESI-HRMS se
observaron tres picos isotdpicos pseudomoleculares [M + Na]" [m/z 480.9378, 482.9382,
484.9413; (26:59:47)], lo que permiti6 establecer su formula molecular como

Ci15H,1Br,ClO,, férmula idéntica a la del marilzabicicloaleno A (1).

De hecho, al comparar los datos de IR asi como los de RMN de *H y *C del
compuesto 2 con los del marilzabicicloaleno A (1) (Tablas 2.4.2 y 2.4.1), se pone de
manifiesto que ambos metabolitos poseen una estrecha relacion entre sus estructuras,
siendo el espectro de RMN *H del marilzabicicloaleno B (2) (Figura 2.4.7) muy similar al
del compuesto 1 (Figura 2.4.2). Las principales diferencias corresponden a las variaciones
en los desplazamientos quimicos de los carbonos C-14 [6c 85.1 en 1, vs &c 79.1 en 2], y
de C-4 [6c 81.1 en 1, vs &6¢c 67.4 en 2], como se observa claramente al superponer los

experimentos HSQC para ambos compuestos (Figura 2.4.8).

El analisis complementario de los experimentos bidimensionales COSY y HMBC,

nos llevé a una estructura plana idéntica a la del compuesto 1, lo que apunta a que esos

® Lowe, G. J. Chem. Soc. Chem. Commun. 1965, 411.
®! Elsevier, C. J.; Vermeer, P.; Gedanken, A.; Runge, W. J. Org. Chem. 1985, 50, 364.
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cambios en los desplazamientos de C-4 y C-14 obedecen a una inversion en la

estereoquimica de al menos uno de estos centros estereogénicos.

N°C 5°C (ppm) & 'H(ppm) Multiplicidad J (Hz)
1 73.9 6.03 dd 1.6, 5.7
2 201.0
3 102.8 5.42 dd 5.7,6.5
4 67.4 4.34 dddd 1.6, 4.7, 6.5, 10.9
5 37.8 B 2.09 ddd 4.7,10.8,13.7
o 1.68 ddd 1.8,10.9, 13.7
82.5 3.98 ddd 1.8,1.9,10.8
7 63.1 4.15 ddd 1.8,1.9,5.6
8 45.0 o 2.99 ddd 1.8,7.5,15.7
B2.16 dddd 0.8,0.8, 5.6, 15.7
9 70.4 4.54 br d 75
10 64.9 4.86 br dd 35,4.2
11 40.7 a 2.53 ddd 1.3,4.2,15.2
B 2.26 ddd 3.5,11.2,15.2
12 82.2 3.78 ddd 1.3,8.8,11.2
13 76.0 3.48 m
14 79.1 3.68 dd 6.6, 8.8
15 18.1 1.42 (3H) d 6.6

Tabla 4.2.2. Datos de RMN *H (600 MHz) y RMN **C (150 MHz) del marilzabicicloaleno B (2) (CDCls).
Sefial ancha se denota como br.

HO,, Hz-15
’ 1.42
Br\\“ H \\-{ ' IB
r
H
H-3
H-1
6.03 5.42
H-5a
1.68
T | T T T T T I T I
(ppm) 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0

Figura 2.4.7. Espectro de RMN *H del marilzabicicloaleno B (2) en CDCls; (600 MHZz).
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HSQC de Marilzabicicloaleno A en CDCI3 (600 MHz) ! V|-
HSQC de Marilzabicicloaleno B en CDCI3 (600 MHz)
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Figura 2.4.8. Superposicién de los espectros HSQC de los marilzabicicloalenos A (1) y B (2).

En efecto, el experimento ROESY (Figura 2.4.9) confirmd el cambio de
configuracion en C-4 respecto al compuesto 1. Se observaron correlaciones ROE de H-6
(6 3.98) con H-14 (64 3.68) y H-12 (6 3.78), pero en ningin momento con H-4 (&y 4.34),
mientras en la otra cara de la molécula, el metilo Hz-15 (64 1.42) ademas de mostrar
correlacion con H-13 (64 3.48), lo hizo con H-4. De esta forma se determin6 que H-4 se

ubica en la cara 3 de la molécula, con una configuracion relativa R* en dicho centro quiral.

H-10 H-9 H6  Hs15
H-13
H-4
¢
T T T T I T T T T I T ‘ T
(ppm) 4.5 4.0 1.5

Figura 2.4.9. Secciones del experimento ROESY con las correlaciones principales para la asignacién de la
configuracion relativa del marilzabicicloaleno B (2) en CDCl3 (600 MHz).
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Ademas, la existencia de un efecto Cotton positivo para el marilzabicicloaleno B

(2), en su espectro de Dicroismo Circular, opuesto al del marilzabicicloaleno A (1), indico

una configuracién absoluta S de la cadena bromoalénica.

2.4.1.3. Marilzabicicloaleno C (3)

El compuesto 3 fue aislado como un solido amorfo incoloro con rotacién Optica
[0(]25[) = -50 (c 0.03, CHCI3). Su férmula molecular fue determinada como C1sH23Br,ClO, en
base a los iones [M + Na]* de su espectro de masas ESI-HRMS a m/z 494.9570,
496.9541 y 498.9563 (22:53:37), y a las sefiales de su espectro de RMN **C (Figura
2.4.10).

200.9
103.2
86.7
85.1
84.5
81.1
79.0
74.7
741
63.9
61.0
56.1
422
404
38.7
20.6

| Hll || |

|
| | L L |
T T T T ’ T T T T | T T T T ‘ T T T

[
(ppm) 200 150 , 100 50
Figura 2.4.10. Espectro de RMN **C del marilzabicicloaleno C (3) en CDCls (150 MHz).

T T T T [ T T T T I T T T T ‘ T T T T ’ T T T 1

T
(ppm) 6!0 5.0 4.0 3.0 2.0
Figura 2.4.11. Espectro de RMN 'H del marilzabicicloaleno C (3) en CDCl; (600 MHz).
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La comparacién de sus datos de RMN *H y **C con los del compuesto 1 (Tablas
243 y 2.4.1), indica claramente una estrecha similitud de sus estructuras, donde la
principal diferencia estriba en la presencia de un grupo metoxilo [6c 56.1 y o4 3.37 (S)] en
el marilzabicicloaleno C (3) (Figuras 2.4.10y 2.4.11).

N°C 5°C (ppm) & 'H(ppm) Multiplicidad J (Hz)
1 74.1 6.05 dd 2.1,5.6
2 200.9
3 103.2 5.47 dd 5.5,5.6
4 81.1 4.33 dddd 2.0,2.1,55,11.3
5 38.7 B2.13 ddd 10.9, 11.3, 14.8
o 1.49 ddd 1.7, 2.0, 14.8
86.7 3.89 ddd 1.7, 1.9, 10.9
63.9 4.18 ddd 1.8,1.9,5.7
8 40.4 a 2.90 ddd 1.8,7.1,16.0
B2.17 ddd 1.1, 5.7, 16.0
9 79.0 4.06 ddd 1.0,1.1,7.1
10 61.0 4.85 ddd 1.0,3.3,4.1
11 42.2 o 2.59 ddd 1.4,4.1,15.1
B2.27 ddd 3.3,10.0,15.1
12 84.5 3.74 ddd 1.4, 9.9, 10.0
13 74.7 3.26 dd 9.0,9.9
14 85.1 3.57 dd 6.2, 9.0
15 20.6 1.35 (3H) d 6.2
CH;0- 56.1 3.37 (3H) s

Tabla 2.4.3. Datos de RMN *H (600 MHz) y RMN **C (150 MHz) del marilzabicicloaleno C (3) en CDCls.

El acoplamiento HMBC a larga distancia del grupo metoxilo con C-9, asi como el
desplazamiento a campos bajos de la sefal de este carbono (6c 79.0), permite localizar
este grupo en la molécula. El resto de las correlaciones observadas en el experimento de
HMBC, asi como el andlisis del experimento COSY corroboran la propuesta estructural
(Figura 2.4.12).

Respecto a la configuracion relativa del marilzabicicloaleno C (3), nuevamente se
recurrié a las correlaciones dipolares observadas en el experimento TROESY y al analisis
de los valores de las constantes de acoplamiento, tomando como referencia los datos
obtenidos para los metabolitos descritos anteriormente. Sobre esta base se llegé a la
conclusién de que el compuesto 3 y el marilzabicicloaleno A (1) comparten la misma
configuracion relativa, 4S*, 6R*, 7R*, 9R* 10S* 12R* 13S* y 14S* asi como ambos

presentan la unidad de bromoaleno con una configuracion R.
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Figura 2.4.12. Secciones del experimento HMBC en CDClI; (600 MHz) y principales conectividades HMBC y
COSY observadas para el marilzabicicloaleno C (3).

2.4.1.4. Marilzabicicloaleno D (4)

El marilzabicicloaleno D (4) fue aislado como un solido amorfo blanco opticamente
activo ([a]*° = -28 (c 0.05, CHCI,). En el anélisis por ESI-HRMS se observaron los iones
isotépicos pseudomoleculares [M + Na]* a m/z 516.8801, 518.8710 y 520.8683;
(36:95:100), que establecen la formula molecular empirica del marilzabicicloaleno D (4)

como C15ngBr2C|302.

El andlisis de los experimentos de RMN indican que 4 es también un bromoaleno
representante de esta nueva clase de productos naturales, por lo que sus datos de RMN
3C y RMN 'H (Tabla 2.4.4), presentan importantes similitudes con los compuestos

anteriores.

En efecto si procedemos a la comparacion del espectro de RMN 'H con el del
marilzabicicloaleno A (1) (Figura 2.4.13), vemos que las discrepancias mas notables son
el desplazamiento a campos bajos de los protones H-9, H-10, H-12, H-13, H-14 y Hs-15

en el compuesto 4.

Al superponer los espectros de HSQC (Figura 2.4.14) de ambos compuestos
también destacan los desplazamientos significativos de C-9 y C-13, localizados
respectivamente a 6c 60.1 y 63.0 en el marilzabicicloaleno D frente a 6c 70.3y 74.7en 1
(Tabla 2.4.4).
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Figura 2.4.13. Comparacion de los espectros de RMN 'y (600 MHz) de los marilzabicicloalenos A (1) y D (4).

Las diferencias observadas obedecen al reemplazo de los grupos hidroxilos
existentes en las posiciones C-9 y C-13 del compuesto 1, por dos atomos de cloro en el
marilzabicicloaleno D, lo cual es consistente con su férmula molecular y la abundancia

relativa de los picos isotépicos pseudomoleculares observados en su espectro de masas.

38



Estudio de Metabolitos Secundarios de Rhodophytas y P~ haeophytas Tesis doctoral

HSQC de Marilzabicicloaleno A en CDCls 4! 20
HSQC de Marilzabicicloaleno D en CDCls  ||c
30
w—t |,
—n
oy L
CH-9 £
l CH-13 r
p 60
" 0 . -
0<—CH9 :—70
) @<—CH-13 C
9 80
‘" do |
90
100
o F (ppm)
(opm) 6!0 T T T T 5|.0 T T T T 4.|O T T T T 3.|0 T T T 2.’0 T T T

Figura 2.4.14. Superposicion de los espectros HSQC (600MHz) de los marilzabicicloalenos A (1) y D (4)

N°C 5°C (ppm) & 'H(ppm) Multiplicidad J (Hz)
1 74.3 6.07 dd 2.1,5.6
2 201.0
3 102.7 5.43 dd 5.5,5.6
4 81.1 4.35 dddd 2.1,2.1,55,11.2
5 38.3 B 2.18 ddd 11.2,11.2,14.7
o 1.52 ddd 1.7,2.1,14.7
86.2 3.93 ddd 1.7,1.9,11.2
7 63.4 4.06 ddd 1.9,1.9,5.4
8 45.2 o 3.24 ddd 1.9, 7.8, 16.4
B 2.62 dddd 1.1,1.1, 5.4, 16.4
9 60.1 5.01 ddd 1.1,1.1,7.8
10 62.9 4.96 ddd 1.1,3.2,4.2
11 44.1 a2.78 ddd 1.2,4.2,15.1
B2.35 ddd 3.2,10.5, 15.1
12 84.3 3.96 ddd 1.2,9.8,10.5
13 63.0 3.51 dd 9.8,9.8
14 85.1 3.75 dd 6.2,9.8
15 22.4 1.46 (3H) d 6.2

Tabla 2.4.4. Datos de RMN *H (600 MHz) y RMN 3¢ (150 MHz) del marilzabicicloaleno D (4) en CDCls.
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Por ultimo, el analisis del experimento ROESY permitié confirmar la configuracion
relativa de todos los centros estereogénicos del marilzabicicloaleno D (4), como
equivalente a la que presentan los metabolitos 1 y 3. La configuracion absoluta de la

unidad de bromoaleno resulté también ser R.

2.4.2. Acetogeninas C-15 con anillo de doce miembro s (Obtusalenos)
2.4.2.1. 12-Epoxi-obtusaleno 1V (5)

Al derivado mayoritario de este grupo de nuevas acetogeninas aisladas de L.
marilzae, le denominamos 12-epoxi-obtusaleno IV (5), y fue aislado como un sdlido
cristalino (p.f. 143-145 °C) con una actividad 6ptica de [a]*; = +53 (¢ 0.12, CHCIl;). Su
férmula molecular fue determinada como CsH19Br,ClO3, en base a su espectro de masas
de alta resolucién ESI-FTICR, donde se pudo observar los iones pseudomoleculares a
m/z 462.9285, 464.9262, 466.9241 [M + Na]* (23:43:34).

Sefiales caracteristicas en los espectros de RMN *H [, 6.04 (dd, J = 1.7, 5.7 Hz),
5.37 (dd, J = 5.7, 6.4 Hz)] (Figura 2.4.15) y RMN *3C [ 201.1 (C), 103.4 (CH), 74.1 (CH)]
(Figura 2.4.16) (Tabla 2.4.5), revelaron la existencia de una cadena bromoalénica lateral.
Esta funcionalidad fue confirmada por la absorcién a 1959 cm™ en el espectro de IR,
donde ademas se puso de manifiesto la ausencia de grupos hidroxilos y carbonilos, por lo

gue los oxigenos presentes en la molécula deben estar implicados en puentes éter.

H3-15
1.08

H-3
5.37 H-50.
H-1 1.89
6.04 l H-5p
H-11ay| 1.74
1.89\
[ T ‘ T T T T | T T T T | T T T I
(ppm) 6.0 5.0 4. 3.0 2.0 1.0

0 : !
Figura 2.4.15. Espectro de RMN 'H del 12-epoxi-obtusaleno IV (5) en CDCl; (500 MHz)
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Figura 2.4.16. Espectro de RMN 13C del 12-epoxi-obtusaleno IV (5) en CDCl3 (150 MHz).

N°C 5°C (ppm) & 'H(ppm) Multiplicidad J (Hz)
1 74.1 6.04 dd 1.7,5.7
2 201.1
3 103.4 5.37 dd 5.7,6.4
4 66.4 4.45 dddd 1.7, 1.8, 6.4, 11.0
5 37.7 B 1.89 ddd 1.8,10.8,13.8
o 1.74 ddd 1.9, 11.0, 13.8
79.2 4.27 ddd 1.8,1.9,10.8
7 62.1 4.41 br dd 1.8,4.4
8 39.0 B 2.50 dd 6.5, 14.4
o 2.43 ddd 4.4,95,14.4
9 77.8 4.76 ddd 5.9, 6.5, 9.5
10 46.9 4.50 ddd 29,509, 12.7
11 35.8 B 2.64 dd 2.9,15.0
o 1.89 ddd 8.7,12.7,15.0
12 53.9 3.18 dd 21,87
13 61.6 3.03 dd 2.1,3.4
14 72.2 4.54 dd 34,71
15 10.2 1.08 (3H) d 7.1

Tabla 2.4.5. Datos de RMN *H (500 MHz) y RMN **C (125 MHz) del 12-epoxi-obtusaleno IV (5) (CDCls).

Por otra parte, el andlisis del espectro RMN °C, asi como de las multiplicidades
determinadas en el experimento HSQC editado (Figura 2.4.17), establecieron la presencia
de ocho metinos unidos a heteroatomo (6¢ 79.2, 77.8, 72.2, 66.4, 62.1, 61.6, 53.9, 46.9),
tres metilenos (6¢ 39.0, 37.7, 35.8) y un metilo secundario (¢ 10.2) (Tabla 2.4.5).
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Figura 2.4.17. Espectro de HSQC editado del 12-epoxi-obtusaleno IV (5) en CDCls; (500 MHz).

La correlaciones observadas en el experimento homonuclear COSY (Figura
2.4.18) mostraron la presencia de un largo sistema de espin entre C-3- C-15. Ademas,
este experimento indicd, a la luz de los datos anteriores, que el compuesto posee un
epoxido en C-12 y C-13, y que el resto de los heterodtomos se sitla sobre los carbonos
C-4, C-6, C-7, C-9, C-10y C-14.
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Figura 2.4.18. Espectro de COSY del 12-epoxi-obtusaleno IV (5) en CDCl3 (500 MHz).

42



Estudio de Metabolitos Secundarios de Rhodophytas y P~ haeophytas Tesis doctoral

La estructura plana de la molécula se completa en base a las conectividades a

larga distancia que se observaron en el experimento HMBC entre H-4 (o4 4.45) y C-14 (&¢
72.2), asi como entre H-9 (&4 4.76) y C-6 (6c 79.2), y que establecen dos puentes éter
entre dichas posiciones. Estos datos, junto al acoplamiento HMBC con el carbono
cuaternario C-2 (6c 201.2), de los metinos H-1 (64 6.04) y H-4, indican que nos
encontramos ante un derivado bromoalénico con un heterociclo carbonado de doce
miembros, y que por lo tanto, el 12-epoxi-obtusaleno IV (5) viene a ser un nuevo
representante de la familia de acetogeninas conocida como el grupo de los obtusalenos
(Figura 2.4.19).

H-1 H9 H4
C-114p i
c5 |L
—50
4C4 i
c14 |
© L
c6
— 100
(&9 i ——COSY
oz oo —> HMBC
I~ (ppm)

I | T T T T | T T T T |
(PPm) 6.0 5.0 4.0

Figura 2.4.19. Secciones del experimento HMBC en CDClI;s (500 MHz) y principales conectividades HMBC y
COSY del 12-epoxi-obtusaleno IV (5).

El analisis de los valores de las constantes de acoplamiento en combinacién con
los datos del experimento NOESY, permitieron proponer la configuracién relativa del 12-
epoxi-obtusaleno 1V (5). Asi, se observaron correlaciones NOE intensas entre Hz-15 (o4
1.08) y H-4/H-12 (64 3.18), de H-10 (64 4.50) con H-9/H-12, y entre H-4 y un protén
metileno diasterotépico H-5 (&4 1.89), lo que indica una orientacién syn de H-4, H-54, H-9,
H-10, H-12 y H-15 (Figura 2.4.20). Adicionalmente, el valor grande de la constante de
acoplamiento 3JH_5ﬁH_6 = 10.8 Hz, denot6 que los protones H-58y H-6 se encuentran en
una disposicion antiperiplanar. Teniendo esto en cuenta, los efectos NOE de H-6 (64 4.27)
con H-7 (64 4.41)/H-13 (64 3.03), asi como el existente entre H-13 y H-14 (64 4.59),
sugirieron que estos protones se sitlan en la cara opuesta de la molécula a donde se
ubica H-58. Estas afirmaciones se ven corroboradas por el desplazamiento quimico

relativo a campo alto de C-4, posiblemente debido a un efecto y~gauche ejercido por C-15
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sobre €l, y que es consistente con una orientacion cisoide de H-4 y Hs-15. Este hecho
habia sido observado con anterioridad, en un Unico representante de esta clase de
compuestos, el obtusaleno 1V,*** y que también fue aislado en este estudio. Ambas

acetogeninas, poseen en comun la configuracion S de la unidad bromoalénica.

H-10 H4 H-6 H-13 He15 ¢
"o i
[ ] 0 L
W 2.0
H-58 C
] U 25
°  WH43 ) 0 3.0
H-12 0 WH12 |
' C
] 35
- . |F4.0
0 ’ 0 C
w w NH-7 ('] 0 H-4 —_4'5
o H-14 C
[ 4 nH-9 L (ppm)
] T T T T T T | | T T T T | T T T T | T
(ppm) 4.5 4.0 3.0 1.0

Figura 2.4.20. Secciones del experimento NOESY con las principales correlaciones observadas para el 12-
epoxi-obtusaleno 1V (5) en CDCls (500 MHz).

Por dltimo, un estudio de difraccidbn de rayos X de un cristal obtenido en una
mezcla de CH,Cl,:n-hexano, permitié confirmar todas las caracteristicas estructurales del
este nuevo metabolito y establecer su configuracion absoluta como 4R, 6R, 7R, 9S, 10S,

12R, 13R y 14S. Estos resultados se muestran en la Figura 2.4.21.

Figura 2.4.21. Estructura del 12-epoxi-obtusaleno IV (5) a partir de los datos de difraccion de rayos X.
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2.4.2.2. 12-Epoxi-obtusaleno VB (6)

El 12-epoxi-obtusaleno IVB (6) fue aislado como un sélido blanquecino y [0]*% =
+127 (c 0.12, CHCIs). Este compuesto resultd ser un isémero del 12-epoxi-obtusaleno IV
(5) en base a los iones observados en su espectro de masas de alta resolucion ESI-

HRMS, consistente, por tanto, con la férmula molecular C15H19Br,ClOs3.

La comparacion de sus datos espectroscépicos con los del compuesto 5 sugiere
una estrecha relacion entre sus estructuras (Tablas 2.4.5 y 2.4.6). Las diferencias mas
significativas se observan en el espectro de RMN *H (Figura 2.4.22), en el que las sefiales
de los protones H-12 (64 3.28), H-13 (64 3.29) y Hs-15 (64 1.45) en el compuesto 6, se
desplazan a campos mas bajos en comparacion a lo observado en el espectro del 12-
epoxi-obtusaleno IV (5) que se sitlan a é4 3.18, 3.03 y 1.45, respectivamente, mientras
qgue el metino H-14 (oy 3.29), por el contrario, sufre un fuerte apantallamiento [0y 3.29 en
6 vs Oy 4.54 en 5]. En menor medida, también destacan los desplazamientos a campos
altos de los metinos H-9 y H-10 [0y 4.57/4.29 en 6 vs Oy 4.76/4.50 en 5]. Sin embargo, el
analisis de los experimentos de RMN 2D (COSY, HSQC y HMBC) nos llevan a la

conclusion de gque ambos compuestos tienen la misma estructura plana.

Por lo tanto, procedimos a analizar en profundidad las diferencias en las sefiales
del fragmento C-9/C-15, desde el punto de vista de la disposicion espacial. Para ello, y
debido al elevado solapamiento de las sefiales de interés en el espectro de RMN *H
realizado con el disolvente deuterado habitual (CDCI;), decidimos abordar los
experimentos de ROESY usando C¢De. En la figura 2.4.22B y en la tabla 2.4.6, se ve
claramente la ventaja de este cambio de disolvente. De esta forma, en el espectro de
ROESY (Figura 2.4.23), se observaron correlaciones de Hs-15 (o4 1.30) y H-4 (o4 4.22)
con H-13 (&4 2.90), y de este metino también con H-10 (64 3.48)/H-9 (64 3.93), por lo que
la configuracion de este centro C-13 se ha invertido respecto al compuesto 5. Por otro
lado, en la cara opuesta de la molécula, es el metino H-12 (64 3.06) el que ahora muestra
efecto ROE con H-6 (6y 4.05), H-7 (64 3.86) y H-14 (64 3.24). Podemos concluir por tanto,
gue la relacion entre los protones H-12 y H-13 sigue siendo trans, como confirma la
constante de acoplamiento pequefa entre ellos 3JH_12,H_13 = 1.9 Hz, habiéndose invertido la
configuracion en ambos centros respecto al 12-epoxi-obtusaleno 1V (5). En base a estas
observaciones, la estereoquimica relativa del compuesto 6 es: 4R*, 6R*, 7R*, 9S*, 10S*,

12S*, 13S* y 14S*, manteniéndose la configuracion absoluta del bromoaleno como S.
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A RMN1H del 12-Epoxi-obtusaleno IV en CDCl3

H-3
H-1

\
(ppm) 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0

B RMN 1H del 12-Epoxi-obtusaleno IVB en CDCl3
RMN 1H del 12-Epoxi-obtusaleno IVB en CéDs
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Figura 2.4.22. Comparacion de los espectros de RMN 'H del 12-epoxi-obtusaleno IV (5) (A) y del 12-epoxi-
obtusaleno IVB (6) (B).
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Figura 2.4.23. Secciones del experimento ROESY con las correlaciones mas importantes observadas para el
12-epoxi-obtusaleno IVB (6) en CsDs (600 MHZ).
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2.4.2.3. Bromopropargilo del 12-epoxi-obtusaleno 1V (7

El compuesto 7, fue obtenido como un sdlido cristalino (p. f. 120-122 °C), con una
rotacion éptica de [a]*°, = -5 (¢ 0.1, CHCI5). En el andlisis por ESI-HRMS se observé un
pico correspondiente al ion pseudomolecular [M + Na]® a m/z 464.9275, lo que permitio
establecer la formula molecular de este producto como CisH;9Br,ClOs. Esta férmula
molecular es idéntica a la de los dos compuestos discutidos previamente, por lo que nos
encontramos frente a otro isémero del 12-epoxi-obtusaleno IV (5), pero en este caso,
como muestra un primer analisis del espectro de IR y de los datos de RMN (Tabla 2.4.7),

la unidad bromoaleno esta ausente por lo que debe tratarse de un isémero estructural.

N° C 5°C (ppm) & 'H(ppm) Multiplicidad J (Hz)
1 77.0 2.68 s
2 79.2
3 37.7 4.42 d 39
4 71.0 4.06 ddd 1.8,3.9,11.2
5 31.9 B2.31 ddd 1.8,10.8, 14.0
o 1.92 ddd 1.8,11.2,14.0
78.9 4.23 ddd 1.8,1.8,10.8
7 62.1 4.44 br dd 1.8,45
8 38.9 B2.51 dd 6.8, 14.4
o 2.43 ddd 45,9.7,14.4
9 77.9 4.80 ddd 5.8, 6.8,9.7
10 46.8 4.49 ddd 2.9,5.8,12.6
11 35.5 B 2.63 dd 2.9,14.9
o 1.88 ddd 8.7,12.6,14.9
12 54.1 3.14 dd 2.1,87
13 61.1 3.05 dd 2.1,35
14 72.5 4.59 dd 35,71
15 10.1 1.09 (3H) d 7.1

Tabla 2.4.7. Datos de RMN *H (600 MHz) y RMN **C (150 MHz) del compuesto 7 en CDCla.

Un analisis detallado de sus datos espectroscépicos nos advierte de una gran
similitud estructural con el cabeza de serie, el compuesto 5. Asi, los desplazamientos
guimicos del heterociclo de 12 miembros (fragmento C-4/C-15) practicamente coinciden
en ambos compuestos (Tablas 2.4.7 y 2.4.5). Por lo tanto, la Unica diferencia, consiste en
la substitucién de la cadena bromoalénica lateral del 12-epoxi-obtusaleno IV (5), por un
sistema bromopropargilo [6c 77.0 (CH), 79.2 (C), 37.7 (CH); &4 2.68 (s), 4.42 (d, J = 3.9
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Hz) (Figura 2.4.24)]. De hecho, el espectro de IR nos confirma la presencia en la molécula
de un grupo acetilénico terminal (3289 cm™).

Br
H3-15
1.09
H-1 H-8a
H-13 H-8p
305 268 .51 243
H-12 H-11B H-5| H-50 H-11a
3.14 2.63 2_31‘3 Jﬁ:{.ss
T T T ‘ T T | T T T ‘
3.0 2.0 1.0

Figura 2.4.24. Espectro de RMN 'H del compuesto 7 en CDCls; (600 MHz).

En la figura 2.4.25, a modo de resumen, se indica el sistema de espin observado
en el experimento COSY, asi como las correlaciones HMBC claves que justifican los

cierres de anillos y la situacion del grupo bromopropargilo en la estructura.

H79 . H-4 H-1
860 A 0q
4 0 _ C_ 0
? w C-3 0cC-3" , |40
@ o
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\ - COSY
oce % @®c2 %69 o,
(ppm) —» HMBC
(ppm)S!O l l l l 4.‘0 ! 3{0 2|.8 2.‘6 2‘.4

Figura 2.4.25. Secciones del experimento HMBC en CDClI; (600 MHz) y principales conectividades HMBC y
COSY del compuesto 7.

En lo referente a la configuracion relativa de los centros quirales, siguiendo el
mismo proceso que para el compuesto 5, destacan las correlaciones ROE (Figura 2.4.26)
de Hz-15 (64 1.09) con H-4 (64 4.06)/H-12 (&4 3.14), de H-10 (&4 4.49) con H-9 (o4
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4.80)/H-12, y de H-4 con un proton diastereotdopico H-58 (64 2.31), que sugiere una
orientacion syn para H-4, H-54, H-9, H-10, H-12 y Hs-15. Por otro lado, el valor de 3JH_5ﬂ, HE
= 10.8 Hz, indica que estos protones estan en disposicién anti. Esta orientacién, sumada
al efecto ROE de H-6 (64 4.23) con H-13 (64 3.05)/H-7 (64 4.44), asi como el existente de

H-13 con H-6/H-14 (o4 4.59), ubica a estos protones en la cara contraria a la de H-54.

H-13  Hs15
—3.0
H12 ||
. o 4.0
H-6 — ( r
‘ L
[}
[ L B
H-14 |
(ppm)
f T I T T T
3.0 1.0

Figura 2.4.26. Izquierda: Secciones del experimento ROESY con las correlaciones principales de 7 en CDCl;
(600 MHz). Derecha: su estructura a partir de los datos de difraccion de rayos X.

Las observaciones ROE relativas al metino H-3 no son fiables a los fines de
establecer su configuracion relativa, debido a su libre rotacion. Sin embargo, gracias a que
disponiamos del compuesto en su forma cristalina, obtenido en una mezcla de CH,Cl,:n-
hexano, se establecié la disposicion absoluta de sus centros por difracciébn de rayos X
guedando determinada como: 3R, 4R, 6R, 7R, 9S, 10S, 12R, 13R y 14S (Figura 2.4.26).

2.4.2.4. 1-Metoxi-12-epoxi-obtusaleno IV (8)

El compuesto 8 fue aislado como un sélido amorfo incoloro y [a]*,= +63 (c 0.10,
CHCIl3). La formula molecular fue establecida como CiHBrClOs mediante
espectrometria de masas ESI-HRMS [m/z 431.0257, 433.0280 [M + Na]® (33:42)], y

confirmada en base a las sefiales observadas en el espectro de RMN **C (Tabla 2.4.8).
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N° C 5°C (ppm) & *H(ppm) Multiplicidad J (Hz)

1 167.0

2 120.2 6.10 dd 1.8,15.5

3 150.2 6.94 dd 4.0, 155

4 67.9 4.45 dddd 1.8,1.8,4.0,11.2

5 37.3 B 1.89 ddd 1.8, 10.8, 14.0
o 1.58 ddd 1.8,11.2,14.0

79.0 4.30 ddd 1.8,1.8,10.8

7 62.0 4.42 br dd 18,45

8 39.0 252 dd 6.8, 14.4
o 2.45 ddd 45,9.7,14.4

9 77.3 4.78 ddd 5.8,6.8,9.7

10 46.8 451 ddd 29,58,12.6

11 35.7 B 2.65 dd 29,149
o1.91 ddd 8.7,12.6,14.9

12 54.0 3.17 dd 21,87

13 61.6 3.08 dd 21,35

14 72.0 4.59 dd 35 7.1

15 10.0 0.99 (3H) d 7.1

CH;0O- 51.8 3.75 (3H) S

Tabla 2.4.8. Datos de RMN *H (600 MHz) y RMN **C (150 MHz) del compuesto 8 en CDCls.

Tesis doctoral

Al comparar sus datos de RMN *H (Figura 2.4.27) y *3C con los de los compuestos

5y 7 (Tablas 2.4.8, 2.4.5 y 2.4.7), revelaron también una estrecha relacion entre sus

estructuras, de modo que los tres metabolitos comparten el mismo nucleo de sistema

entre las posiciones C-4 - C-15.

CHz0- .,
3.75 Br
CHz-15
0.99
I | I I
48 46 4.4 4.2
H-8
H-3 H-2 H-12 2,52 H8a
6.94 6.10 3.7 |H13 245 'SP
10/ 3.08 H.11 v 1.89
2'653 ¥ HMa ] Hbo
4 191y 158
| T T T T ‘ T T T T | T T T T ‘ T T ‘ T T | T T T T ’
(PPmM)7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0

Figura 2.4.27. Espectro de RMN 'H del metoxi-12-epoxi-obtusaleno IV (8) en CDCls (600 MHz).
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Refiriendonos al cabeza de serie, las diferencias en los espectros de RMN para 5y
8, corresponden a aquellas resonancias asignadas al fragmento C-1 - C-3 donde los
desplazamientos quimicos que eran propios de la funcién bromoalénica en 5 [6c 74.1
(CH), 201.1 (C), 103.4 (CH); &y 6.04 (dd, J = 1.7, 5.7 Hz), 5.37 (dd, J = 5.7, 6.4 Hz)], no
aparecen, y para el compuesto 8, en su lugar se observa un conjunto de sefiales a &c
167.0 (C), 120.2 (CH), 150.2 (CH); y &y 6.10 (dd, J = 1.8, 15.5 Hz), 6.94 (dd, J = 4.0, 15.5
Hz). Estos datos se complementan en el experimento COSY, con la prolongacion del
tipico sistema de espin unico C-4 — C-15 de las acetogeninas descritas previamente, con
un doble enlace entre C-2 y C-3, asi como con la presencia de un nuevo grupo metoxilo
[6c 51.8 y 6y 3.75 (S)] en 8. Este metoxilo se sitla sobre el carbono C-1, en funcién de las
correlaciones HMBC de los protones de éste con C-1y C-2 (Figura 2.4.28). Por lo tanto se
puede sugerir en relaciéon al compuesto 5, un cambio de la funcion bromoalénica por un
sistema metil-éster a,Finsaturado en 8. La geometria del doble enlace entre C-2 y C-3 fue
establecida como E, en base al valor de la constante de acoplamiento entre sus protones
(Jhons = 15.5 Hz).

H-3 H-2 H-9 H4 CH30-
b o ° : [
© | 50
c6 |- I
*C4 «C4 \ L
2 =eC14 |
[
5.0 45 B
«C-2 w [tw c-2 F
c3 _—1 50 HMBC
«C-1 «C-1 C1
r { T T T T | 1 V—|—I—T—Iﬁ—| (ppm)
(ppm) 7.0 6.0 4.0 3.0

Figura 2.4.28. Secciones del experimento HMBC en CDClI; (600 MHz) y principales conectividades HMBC y
COSY del 1-metoxi-12-epoxi-obtusaleno 1V (8).

La configuracion relativa del que hemos llamado 1-metoxi-12-epoxi-obtusaleno IV
(8), resultd ser igual a la del 12-epoxi-obtusaleno IV en base al estudio de las
correlaciones dipolares del experimento ROESY. EI aislamiento conjunto de los
metabolitos 5 y 8, plantea la posibilidad de que el compuesto 8 derive biogenéticamente

del primero.
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2.4.2.5. Clorohidrina del 1-metoxi-12-epoxi-obtusal  eno IV (9)

El metabolito 9 fue también aislado como un sdélido amorfo de color blanco y
rotacion oOptica [a]®p = +9 (c 0.06, CHCIl;). Su férmula molecular Ci6H,3BrCl,0s fue
determinada en base a los iones isotépicos pseudomoleculares [M + Na]* observados en
el espectro de masas ESI-HRMS [m/z 467.0000, 468.9984, 468.9984, 470.9964
(64:100:100:49)].

Al analizar sus datos de RMN *H y C (Tabla 2.4.9), resalta inmediatamente un
marcado paralelismo con el compuesto anterior, destacando las sefiales del sistema metil-
éster a,Binsaturado [5c 166.4 (C), 148.8 (CH), 121.8 (CH), 51.8 (CHs); 0y 7.10 (dd, J =
6.2, 15.8 Hz), 6.05 (dd, J = 1.3, 15.8 Hz), 3.76 (s)] (Figura 2.4.29).

Hs-15
1.21
H-11p doa
H-2 H-13 -11p 2.56/2.39
H-3 6.05 377 257
7.10 \ H-11a \ H-5p H-50.
U 267 216 1.60
o -
I I T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T | T T T T | T T T T I
(ppm) 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0

Figura 2.4.29. Espectro de RMN 'H del compuesto 9 en CDCl; (600 MHz).

La interpretacion de los experimentos COSY, HSQC y HMBC, permitieron
establecer las conectividades de la molécula que llevan a la asignacion completa de las
sefales de los protones y carbonos en la estructura de la molécula (Figura 2.4.30 y Tabla
2.4.9).

Un analisis comparativo mas detallado con los datos del compuesto 8 nos lleva a
situar las principales diferencias entre ambas sustancias, en las asignaciones de los
desplazamientos quimicos de carbon de C-11, C-12 y C-13 [6¢ 43.9, 62.4y 76.7 en 9, vs
Oc 35.7, 54.0 y 61.6 en 8], y en los de proton de H,-11, H-12, H-13, H-14 y H;-15 [d4
2.67/2.57 (ddd, J = 1.1, 11.7, 15.5 Hz/ddd, J = 2.4, 9.6, 15.5 Hz), 4.80 (ddd, J = 1.1, 4.0,
9.6 Hz), 3.77 (dd, J = 3.4, 4.0 Hz), 4.19 (dd, J =3.4,6.9Hz) y 1.21 (d, J = 6.9 Hz) en 9, vs
04 2.65/1.91 (dd, J = 2.9, 14.9 Hz/ddd, J = 8.7, 12.6, 14.9 Hz), 3.17 (dd, J = 2.1, 8.7 Hz),
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3.08 (dd, J = 2.1, 3.5 Hz), 4.59 (dd, J = 3.5, 7.1 Hz) y 0.99 (d, J = 7.1 Hz) en 8] (Tablas

2.4.8y2.4.9).

En conclusion, se deduce que la Unica diferencia entre estos dos metabolitos es la

substitucién del epdxido existente en las posiciones C-12 y C-13 en 8, por una clorohidrina

en el compuesto 9.

H-3 H-9 H4 CHs0-
® 50
C-g |
o= s e C-14 L 8o
| T T T T | T T
*c2 |50 45 sc2 |['®
F150
y ) - -— COSY
pC-1 pC-1
DL Hppm) - HMBC
(ppm) 7.0 4.0 3.5

Figura 2.4.30. Seccion del experimento HMBC (600 MHz) y principales correlaciones COSY y HMBC de 9

N°C 5°C (ppm) & 'H (ppm) Multiplicidad J (Hz)

1 166.4

2 121.8 6.05 dd 1.3,15.8

3 148.8 7.10 dd 6.2, 15.8

4 70.7 455 dddd 1.3,25,6.2,9.4

5 36.0 B 2.16 ddd 25,111,145
a 1.60 ddd 2.6,9.4,145

6 76.9 4.22 ddd 2.6,35,11.1

7 60.8 4.48 br dd 35,6.1

8 40.5 2.56 ddd 6.1,9.1, 14.4

2.39 dd 6.7, 14.4

9 76.3 4.65 ddd 45,6.7,9.1

10 475 451 ddd 24,45, 11.7

11 43.9 o 2.67 ddd 1.1,11.7,15.5
B 2.57 ddd 2.4,9.6,15.5

12 62.4 4.80 br dd 4.0,9.6

13 76.7 3.77 dd 3.4, 4.0

14 74.5 4.19 dd 3.4,6.9

15 11.6, 1.21 (3H) d 6.9

CH30- 51.8 3.76 (3H) s

Tabla 2.4.9. Datos de RMN *H (600 MHz) y RMN **C (150 MHz) del compuesto 9 en CDCls.

54



Estudio de Metabolitos Secundarios de Rhodophytas y P haeophytas Tesis doctoral

Para proponer la configuracion relativa de esta estructura, se analizaron los

valores de constantes de acoplamiento y las correlaciones ROE de la misma manera que
en los casos anteriores. Asi se observaron correlaciones ROE entre Hz-15 (64 1.21) y H-4
(54 4.55)/H-12 (O 4.80)/H-13 (54 3.77), de H-12 con H-4/H-9 (dy 4.65)/H-10 (O 4.51)/H-
13, y de H-4 con un proton diasterotopico H-53 (64 2.16), que ubica a estos protones del
mismo lado de la molécula (orientacion syn). Por otro lado, se observd efecto ROE entre
H-6 (6n 4.22) con H-7 (64 4.48), situados ambos en la cara opuesta en funcion de la
orientacion anti entre H-53 y H-6 segun el valor de su constante 3.JH_5,3, ne = 11.1 Hz (Figura
2.4.31). Todo esto coincide con una estereoquimica relativa para el compuesto 9: 4R*,
6R*, 7R*, 9S*, 10S*, 12R*, 13 S* y 14S*.

H-12 H-9H-10 H4 H-7 H6 Ha-15
NN T [ —2.0
5 (<Hsp ¢ i
| L
® 0 -
L25
gH-11a L
#H-13 ') H-13 i
4.0
|45
H4 0
H-12“ *(ppm)
T T T | T T T T | T T T |
(ppm) 45 15 1.0

Figura 2.4.31. Secciones del experimento ROESY con las correlaciones principales del compuesto 9 en
CDCl3 (600 MHz).

2.4.2.6. Obtusaleno X (10)

El obtusaleno X (10), fue aislado como un sélido amorfo blanco y [a]®p = +20 (c
0.29, CHCI,). El espectro de masas de alta resoluciéon ESI-HRMS presenta tres iones
pseudomoleculares [M + Na]* a m/z 544.8540, 546.8513 y 548.8574, que se

corresponden con una formula molecular de C;5H,0Br;ClO:s.
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La presencia nuevamente de una cadena bromoalénica fue evidente a la luz de
sus datos de RMN *H [6,, 6.03 (br d, J = 5.6 Hz) y 5.74/5.70 (dd/dd, J = 5.6, 8.9 Hz/J = 5.6,
8.7 Hz)] (Figura 2.4.32), RMN °C [6¢ 202.2/202.1 (C), 99.9/100.2 (CH), 73.5 (CH)] (Tabla
2.4.10), e IR (1957 cm™).

Una amplia evaluacion de sus experimentos de RMN mono y bidimensionales
mostré que el obtusaleno X esté estrechamente relacionado con el 12-epoxi-obtusaleno 1V
(5). Las diferencias mas significativas entre ellos se aprecian en la variacion de los
desplazamientos quimicos en las posiciones C-12 y C-13, y que apuntan a la sustitucion
del epéxido en el compuesto 5, por una bromohidrina (bromo en C-12 e hidroxilo en C-13)

en el nuevo compuesto (Tablas 2.4.5y 2.4.10).

Antes de avanzar en la resolucion de otros aspectos de este metabolito
secundario, hay algunas particularidades a destacar del mismo. Sus espectros de RMN a
temperatura ambiente mostraron la existencia de un equilibrio conformacional (relacion
1:1), siendo méas acentuado en el fragmento C-10 a C-15 del macrociclo, como se ilustra
en la figura 2.4.32 y en la tabla 2.4.10. Este fendmeno, no observado en los compuestos
5-9, es similar al movimiento conformacional descrito para los obtusalenos Il y IV,>® en los

antecedentes de este capitulo.

Hs-15a : H3-15b
1:1

Hs-15

H-3a : H-3b
1:1

T
(ppm) 6|.O 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0
Figura 2.4.32. Espectro de RMN 'H del obtusaleno X (10) en CDCI3 (600 MHz). La zona ampliada (H-3 y Hs-
15) muestra la existencia de dos conférmeros en proporcion 1:1.
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Obtusaleno X (10a) Obtusaleno X (10b)
N°C & C (ppm) &'H(ppm) Mult. J(Hz) &2C(ppm) &'H(ppm) Mult. J (Hz)
1 73.5 6.03 brd 5.6 73.5 [a] 73.5
2 202.2 202.1
3 99.9 5.74 dd 5.6, 8.9 100.2 5.70 dd 5.6, 8.7
4 70.4 4.55 m 70.2 [a]
5 35.3 B 2.37 ddd 1.8,12.0,14.4 354 2.33 ddd 2.0,12.3,14.3
al.72 ddd 3.8,7.3,14.4 [a]
6 76.4 4.39 ddd 3.8, 4.8, 12.0 [a] 4.37 br dd 35,123
7 59.7 4.58 m 59.9 [a]
8 41.1 a 2.54 m 41.3 [a]
B2.26 brdd 5.7, 137 2.25 br dd 5.6, 13.6
9 74.2 4.49 m 74.6 [a]
10 48.6 4.46 m 48.2 4.44 m
11 43.6 a 2.87 brdd 12.1,15.5 43.0 a2.75 br dd 11.8,15.3
B 2.65 ddd 2.3,9.3,15.5 B 2.50 ddd 2.0,8.9,153
12 58.1 4.59 m 63.5 4.55 m
13 76.5 3.69 dd 3.3,6.1 [a] 3.72 dd 3.7,6.1
14 73.0 4.18 dd 3.3,6.5 72.6 4.16 dd 3.7,6.6
15 13.1 136 (3H) d 6.5 127 134(3H) d 6.6

Tabla 2.4.10. Datos de RMN *H (600 MHz) y RMN **C (150 MHz) en CDCls de los conférmeros del obtusaleno
X (10). [a] Sefial superpuesta con la del conférmero 10a.

Abordar la estereoquimica relativa de este compuesto fue muy dificil debido al
desdoblamiento de las sefiales en los experimentos de RMN y a la inevitable
superposicion de las mismas. Esta dificultad fue resuelta gracias a la realizacion de

nuevos experimentos de RMN en CsDg y CD3;0D (Figura 2.4.33).

En las Tablas 2.4.11 y 2.4.12, se recogen las nuevas asignaciones obtenidas en

estos disolventes a partir de los experimentos COSY y HSQC.

Asi, mediante el analisis de los datos provistos por los experimentos TROESY en
CeDs y CDsOD, combinando los resultados de los sistemas que se resuelven en los
distintos disolventes (Figura 2.4.32), se propuso la configuracion relativa de los centros C-
4, C-6, C-7, C-9, C-10, C-12, C-13 y C-14. De esta manera se determiné que H-4, H-9, H-
10, H-12 y Hs-15 se encuentran en posicion syn y los protones H-6, H-7, H-13 y H-14 se
orientan en la cara anti. Sobre esta base, la configuracion relativa de 10 seria igual a la de
5, determinada como 4R*, 6R*, 7R*, 9S*, 10S*, 12R*, 13R* y 14S*; y una configuracién S

para la unidad bromoalénica.
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RMN 1H del Obtusaleno X en (500 MHz) en CD30OD

Hs-15

RMN 1H del Obtusaleno X (600 MHz) en CDCI3

H12 H3-15

(ppm)6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0

Figura 2.4.33. Superposicion de los espectros de RMN 'H del obtusaleno X (10) en distintos disolventes.

Para concluir, en la figura 2.1.34 hemos tratado de ejemplificar el posible equilibrio
conformacional del obtusaleno X (10), en base a las constantes de acoplamiento y las
correlaciones dipolares observadas, en comparacion con el estudio antes mencionado

realizado con el obtusaleno V.

Figura 2.4.34. Propuesta de conférmeros en equilibrio del obtusaleno X (10).
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10a C¢Dg 10b C¢Dg

N°C &*°C (ppm) &'H(ppm) Mult. J (H2) &C (ppm) &'H(ppm) Mult. J (H2)

1 72.5 5.57 brd 5.7 [a] [a]

ob

3 100.0 5.22 dd 5.7,8.8 100.2 5.20 dd 5.6, 8.7

4 69.8 4.10 m [a] [a]

5 34.7 2.02 m [a] [a]

al19 m (a]

6 75.6 3.66 m [a] [a]

7 59.1 3.82 brd 7.2 59.2 3.80 brd 8.3

8 40.5 a 2.00 m [a] [a]

p1.70 ddd 5.2,8.9,14.3 B 1.66 ddd 5.2,9.4,13.8

9 73.3 3.97 ddd 2.6,5.4,8.9 73.7 3.95 ddd 3.3,5.7,94
10 48.7 4.13 m 48.4 4.09 m

11 434 247 (2H) m 43.0 2.33 (2H) m

12 58.5 4.28 ddd 2.4,6.2,8.2 63.6 4.24 ddd 2.4,7.3,95
13 76.3 3.21 dd 4.0,6.2 [a] 3.24 dd 4.1,7.3
14 72.1 3.66 m 72.3 3.69 m

15 12.7 1.33(3H) m 12.5 1.32 (3H) m

Tabla 2.4.11. Datos RMN “H (600 MHz) y RMN “>C (150 MHz) en CsDs de los dos conférmeros del obtusaleno
X (10).[a] Sefial superpuesta con la del conférmero 10a. P Sefial no observada.

10a CD;0D 10b CD;0OD
N°C &"°C (ppm) &'H(ppm) Mult. J (Hz) & °C (ppm) & "H (ppm) Mult. J (Hz)
N°C &'°C (ppm) &'H(ppm) Mult. J (Hz) & °C (ppm) & "H (ppm) Mult. J (Hz)
1 72.7 6.31 br dd 5.7 [a] [a]
2b
3 100.7 571 dd 5.4,5.7 100.8 5.69 dd 5.4,5.7
4 69.2 4.54 m [a] [a]
5 35.4 B2.17 m [a] 2.14 m
al.73 ddd 3.2,8.6,14.5 [a] [a]
6 76.6 4.35 ddd 3.2, 4.0,10.9 [a] 432 ddd 3.2,3.9 110
7 60.8 4.63 m [a] [a]
8 40.3 a2.64 dddd1.9,6.8,68.8,14.3 [a] a261l m
231 dddd 1.0,3.8,6.3,143 [a] [a]
9 75.6 4.60 m 74.6 [a]
10 48.6 4.61 m [a] 4.58 m
11 44.2 @292 ddd 1.2,12.7,156 434 0282 ddd 1.2,11.7,15.2
259 ddd 2.1,9.9,15.6 244 ddd 2397152
12 55.0 4.67 ddd  1.2,4.9,9.9 60.8 4.62 m
13 76.6 3.70 dd 3.3,4.9 [a] 3.77 dd 3.4,45
14 74.3 4.17 dd 3.3,6.7 74.5 4.14 dd 3.4,6.8

Tabla 2.4.12. Datos RMN “H (500 MHz) y RMN “°C (125 MHz) en CDsOD de los dos conférmeros del
obtusaleno X (10). [a] Sefial superpuesta con la del conférmero 10a. P Sefial no observada.
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2.4.3. Acetogeninas C-15 con anillo de ocho miembro s (Oxocanos)

2.4.3.1. Marilzaleno (11)

El marilzaleno (11) fue obtenido como un sélido amorfo blanquecino con rotacion
optica de [a]®p = +77 (c 0.11, CHCl;). Su férmula molecular se estableci6 como
C15H,0BrClO,, en base a espectrometria de masas ESI-HRMS [m/z 369.0234, 371.0215,
373.0193 [M + NaJ* (27:100:78)].

La existencia de la cadena lateral bromoalénica la ponen de manifiesto los
espectros de IR (1958 cm™), de RMN *H [0y 6.15 (dd, J = 2.2, 5.4 Hz), 5.51 (dd, J = 5.3,
5.4 Hz)] (Figura 2.4.35) y de RMN *3C [8¢ 200.2 (C), 105.1 (CH), 75.3 (CH)] (Tabla 2.4.13).

Hs-15
1.68

Figura 2.4.35. Espectro de RMN 'H del marilzaleno (11) en CDCl3 (600 MHz).

Los datos de RMN *3C junto a los del experimento HSQC con editado de
multiplicidad (Figura 2.4.36), permiten ademas identificar: un metilo (6c 17.8), tres
metilenos (6c 41.6, 35.0 y 34.6) y ocho metinos, de los cuales cuatro estan unidos a
heterodtomos (81.6, 75.3, 66.5 y 65.6) y cuatro son olefinicos (6c 132.2, 131.2, 1285y
126.5).
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Por otra lado, su espectro de RMN 'H indica la presencia del fragmento 1-

propenilo, lo que es evidente por la aparicion de una sefial de metilo vinilico a 4 1.68 (dd,
J = 1.8, 6.4 Hz) acoplada, en los experimentos bidimensionales, con las sefales del doble
enlace a oy 5.56 (ddd, J = 1.8, 6.6, 15.4 Hz) y 5.71 (dd, J = 6.4, 15.4 Hz). El valor de la
constantes de acoplamiento de estos dos protones olefinicos indican una geometria E
(3.JH_13,H_14 = 15.4 Hz). En el caso del otro doble enlace presente en la molécula,
correspondiente a las sefales 64 5.69 (ddd, J =6.3, 9.7, 11.2 Hz) y 5.93 (ddd, J = 7.1, 8.4,
9.7 Hz), su disposicion es Z (3Jhon10 = 9.7 H2).

CH3-15 |-
CH2-8 _ CH2-11 B
CH2-5 L
—50
g4 oCH-7
G+ #CH-6
® CH-12 §
—100
¢ CH-3
CH-14 i
CH-10g8 <« cH-9 .
» P
CH-13
L-150
T T T T T T T T T I T T T T T T T T T T T T (ppm)
(ppm) 6.0 5.0 4.0 3.0 20

Figura 2.4.36. Espectro de HSQC con editado de multiplicidad del marilzaleno (11) en CDCI3 (600 MHz).

Un estudio detallado de las correlaciones RMN homo y heteronuclear observadas
en los experimentos COSY (Figura 2.4.37), HSQC y HMBC (Figura 2.4.38), revelaron la

existencia de una cadena carbonada continua C-1 - C-15.

La naturaleza de los oxigenos en este compuesto implica funciones éter o hidroxilo
de acuerdo a las absorciones de IR a 3421, 1190 y 1093 cm™. Es mas, la correlacién
HMBC de H-6 (64 4.25) con C-12 (6c 81.6) establece un puente éter entre estas dos
posiciones, indicando la presencia de un anillo de oxocano en la molécula, y por tanto,

situando un grupo hidroxilo restante en C-4 (&¢ 65.6).
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Figura 2.4.37. Espectro de COSY del marilzaleno (11) en CDCl; (600 MHz).

H-1 H-6 _
L]
- L
50
ec4 <)
L] @ -
S o
®C-12 |[
100
«C-3 |
°C2 . -200
T T ’ T T T T ‘ r T | (ppm)
(ppm) 6.0 5.0 4.0

— COSsY
— HMBC

Figura 2.4.38. Secciones del experimento HMBC en CDCl; (600 MHz) y principales conectividades

HMBC y COSY del marilzaleno (11).

La configuracion relativa de este metabolito se establecié en base al analisis del

experimento ROESY, para lo cual fue necesario un cambio de disolvente debido al
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solapamiento de las sefales de H-7 y H-12 en el espectro de proton en CDCl; (Figura

2.4.34). El uso de piridina-ds resolvio tal dificultad, y asi la sefial de H-6 se centr6 a oy
4.65 (ddd, J = 2.1, 2.1, 10.4 Hz), mientras que las de H-7 y H-12 a 6, 4.18 (ddd, J = 2.1,
4.7,11.4 Hz) y 4.27 (br dd, J = 5.6, 9.3 Hz), respectivamente (Tabla 2.4.13).

En estas condiciones, la correlacion ROE observada entre H-6 y H-12, asi como el
pequefio valor de la constante de acoplamiento 3JH_6,H_7 = 2.1 Hz, indic6 claramente que H-

6, H-7 y H-12 se encuentran en la misma cara de la molécula (Figura 2.4.39).

Es de destacar que la configuracion del centro estereogénico C-4, no pudo ser
determinada en esta primera instancia, pero que tanto ésta, como la configuracion
absoluta de la molécula, se estableci6 de forma inequivoca por correlacion quimica con

uno de los compuestos que pasaremos a discutir a continuacion.

H-6 H-12 H-7

(ppm)

Figura 2.4.39. Seccion del experimento ROESY en piridina-ds (600 MHz) y principales correlaciones para la
asignacion de la configuracion relativa del marilzaleno (11).

La comparacion de estos datos con los compuestos anteriormente aislados del
grupo de las acetogeninas C-15 con anillos de ocho miembros, revelan que el marilzaleno
constituye una interesante variacion estructural de los laureninos (ver antecedentes). La
presencia de la unidad bromoalénica lateral en 11 podria ser producida biosintéticamente
mediante un ataque nucleofilico del agua como respuesta a la bromacion electrofilica en
el C-1 del enino.
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2.4.3.2. (+)-4R-Acetoxi-marilzaleno (12) y (-)-4-Acetoxi-marilzaleno (13)

Los compuestos 12 y 13, muestran una relacién estructural muy estrecha con el
marilzaleno (11). La férmula molecular de ambos metabolitos resulté ser C;7H,,BrClO; en
base a los iones pseudomoleculares [M + Na]® observados en sus espectros de
espectrometria de masas de alta resolucion ESI-HRMS. En adicion, destaca un fragmento
de masas a m/z 368 correspondiente a un ion [M + Na — Ac]”, que junto a las absorciones

de IR tipicas a 1743 (en 12) y 1731 (en 13) cm™, sefialan la presencia de un grupo
acetoxi.

Estos datos fueron corroborados por los espectros de RMN 'H (Tablas 2.4.14 y
2.4.15, Figura 2.4.40) que incluyeron una sefial para un metilo de grupo acetato [6y 2.09,
s, (en 12)/2.06, s, (en 13)] y para un metino oxigenado desapantallado [0y 5.45, dddd, J =
2.0,2.0,4.7,9.3 Hz (en 12)/ 5.40, dddd, J = 1.9, 4.6, 5.5, 8.8 Hz (en 13)].

Espectro RMN 1H del (+)-4R-Axetoxi-marilzaleno en CDCl3

ICH30-
i/.og CHa-15
H-11g
H-118 .
H-8a -
H-88 \ l H'ngMM \
MmN AJ

| |
(pPm) 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0

Espectro RMN 1H del (-)-4-Axetoxi-marilzaleno en CDCI3
CHsO-
2.06
CHs-15
JD

|
(pPm) 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0
Figura 2.4.40. Comparacion de los espectros de RMN 'H del (+)-4R-acetoxi-marilzaleno (12) y (-)-4-acetoxi-
marilzaleno (13) en CDCl; (500 MHz).
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N° C 5°C (ppm) & 'H(ppm) Multiplicidad J (Hz)
1 75.0 6.09 dd 2.0,5.3
2 201.4
3 100.6 5.46 m
4 67.4 5.45 dddd 2.0,2.0,4.7,9.3
5 39.1 (2.18 ddd 2.0,10.2,15.0
al71 ddd 2.3,9.3,15.0
75.1 3.97 ddd 2.3,2.3,10.2
7 65.9 3.94 ddd 2.3,4.9,11.9
8 34.5 B2.97 ddd 9.9,11.9,12.7
o 2.54 ddd 4.9,6.9,12.7
9 128.5 5.69 ddd 6.9, 9.9, 10.4
10 131.2 5.90 ddd 7.0,8.3,10.4
11 34.8 3248 ddd 7.0,9.6,14.4
o 2.15 ddd 1.8,8.3,14.4
12 82.1 3.63 dddd 1.1,1.8,6.9,9.6
13 131.6 5.54 ddd 1.6,6.9,154
14 127.3 5.72 ddd 1.1,6.5,154
15 17.9 1.69 (3H) dd 1.6,6.5
CO (Ac) 170.0
CHjs (Ac) 21.1 2.09 (3H) s
Tabla 2.4.14. Datos de RMN "H (500 MHz) y °C (125 MHz) del (+)-4R-acetoxi-marilzaleno (12) en CDCls.
N° C 5°C (ppm) & 'H(ppm) Multiplicidad J (Hz)
1 74.9, 6.10 dd 1.9,5.6
2 202.4
3 99.5 5.58 dd 55,56
4 67.7 5.40 dddd 1.9,4.6,5.5, 8.8
5 38.3 B2.20 ddd 4.6,9.3,14.1
o 1.87 ddd 3.5,88,14.1
73.8 3.96 ddd 25,35,9.3
7 65.6 3.99 ddd 25,48,11.3
8 34.4 3 2.96 ddd 9.9,11.3,12.3
a 2.53 ddd 4.8,6.5, 12.3
9 128.6 5.69 ddd 6.5,9.9,10.3
10 131.0 591 ddd 7.1,8.3,10.3
11 34.8 3248 ddd 7.1,8.9,14.3
o217 ddd 1.6,8.3,14.3
12 81.7 3.76 dddd 1.6,1.6,6.3,8.9
13 131.7 5.54 ddd 2.3,6.3,15.4
14 126.8 5.72 ddd 1.6,6.5, 154
15 17.8 1.70 (3H) dd 2.3,6.5
CO (Ac) 170.0
CHs (Ac) 21.0 2.06 (3H) s

Tabla 2.4.15. Datos de RMN "H (600 MHz) y *C (150 MHz) del (-)-4-acetoxi-marilzaleno (13) en CDCls.
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El andlisis de los experimentos de RMN 2D (HSQC, HMBC y COSY), siguiendo un

proceso equivalente al descrito para el marilzaleno (11), llevaron a la elucidacién de una

estructura plana comun para los compuestos 12 y 13, y que se diferencia de la del
marilzaleno en la presencia de un grupo acetoxi en C-4. La localizacion de este grupo se
hizo principalmente en base a las correlaciones HMBC observadas entre el metino H-4
tanto con las sefales correspondientes al carbonilo del éster y al metileno C-5, como con
las del bromoaleno. En la figura 2.4.41, se ejemplifican estas correlaciones para el
metabolito 12, asi como la conectividad HMBC clave entre H-6 (&4 3.97) y C-12 (6¢ 82.1),

del cierre de anillo entre esas posiciones.

H-4 _ H-4 H-6 _
L CHs (AC) L
= 20
150 =
CO(AC) L c5 b L
(] - - 50
Qc-2 |[200 0_124 80 = COSY
9 leom —> HMBC
| T T ‘ T T T T T
(Ppm) 5.0 4!0 5.0 4.(')

Figura 2.4.41. Secciones del experimento HMBC en CDCI; (600 MHz) y principales correlaciones HMBC y
COSY del (+)-4R-acetoxi-marilzaleno (12)

En el caso del metabolito 12, se obtuvo un cristal en una mezcla de CH,Cl,/n-
hexano. El andlisis por difraccion de rayos X permitio establecer su configuracion absoluta
en los centros estereogénicos C-4, C-6, C-7 y C-12 como 4R, 6R, 7R y 12R, asi como la
orientacion S de la unidad de bromoaleno (Figura 2.4.42).

Figura 2.4.42. Estructura del (+)-4R-acetoxi-marilzaleno (12) a partir de los datos de difraccion de rayos X.
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La configuracion relativa del (-)-4-acetoxi-marilzaleno (13), en los centros C-6, C-7
y C-12, fue establecida en base al andlisis del experimento TROESY y la comparacion
con los datos de RMN del metabolito 12, resultando equivalente para ambas sustancias
en esas posiciones. Sin embargo, es de destacar el hecho de que ambos metabolitos
presentan elevados valores de rotacion Optica con signos opuestos, +89 para 12 y -58
para 13, asi como diferencias principalmente en el desplazamiento quimico de H-3 [o4
5.46, m (en 12) vs oy 5.58, dd, J = 5.5, 5.6 Hz (en 13)], (Figura 2.4.40, Tablas 2.4.14 y
2.4.15). A la luz de esos datos, proponemos que ya que el compuesto 12 presenta la
unidad de bromoaleno en una disposicidn S, la del (-)-4-acetoxi-marilzaleno (13) es R. No
obstante, dado que no pudimos determinar la configuracion de C-4 a través de sus datos
espectroscopicos, no se puede descartar la posible aportacion de la estereoquimica de

este centro a los cambios antes descritos.

2.4.3.3. Determinacion de la configuracion absoluta del marilzaleno (11) por

correlacion quimica con el (+)-4 R-acetoxi-marilzaleno (12)

A fin de completar la elucidacion estructural del marilzaleno (11) y teniendo en
cuenta que comparte el mismo signo de rotacion 6ptica con el (+)-4R-acetoxi-marilzaleno
(12), realizamos la conversién quimica a partir de este Ultimo mediante hidrdlisis alcalina
(ver seccion experimental, apartado 2.6.24). La obtencién de un compuesto idéntico a 11
como producto principal de la reaccion, confirm6 que tanto 11 como 12 comparten la

misma configuracion absoluta en C-4, C-6, C-7, C-12 y en la unidad bromoalénica.

2.4.4. Acetogeninas C-15 con anillo de cinco miembr  os (Oxolanos)

2.4.4.1. Marilzafuraleno A (14)

El compuesto que hemos denominado marilzafuraleno A (14), fue aislado como un
sélido amorfo blanco con rotacién éptica [a]®, = +32 (c 0.06, CHCly). Su férmula
molecular Cy5H10Br,ClO3, establece cuatro insaturaciones y se dedujo por el analisis de
los datos espectrométricos ESI-HRMS en base a sus tres iones pseudomoleculares [M +
Na]* a m/z 462.9298, 464.9296, 466.9330 (38:100:42).
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El espectro IR mostré bandas de absorcion propias de grupos: hidroxilo (3439

cm™), aleno (1962 cm™), cetona o, insaturada (1684 cm™), y éter (1072 cm™). La
presencia nuevamente de una unidad bromoalénica fue corroborada por sus sefales
caracteristicas de RMN 'H a &y 6.13 (dd, J = 2.2, 5.6 Hz) y 5.52 (dd, J = 5.6, 5.6 Hz)
(Figura 2.4.43), y de RMN *3C a &¢ 200.6 (C), 104.1 (CH) y 74.9 (CH) (Tabla 2.4.16).

Hs-15
228
N
H-4/H-7
s 4.56/4.55 H-6/H-9 e
H13  H-1 - \ 4.48/4.46 Hz-11 B
6.18 6.13 / 2.90 2.42
H-5b H-5a
213 1.88
| T T T T | T T ‘ T T ’ T T | T T T | 1
(ppm) 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0

Figura 2.4.43. Espectro de RMN 'y (600 MHz) del marilzafuraleno A (14) en CDCls.

N°C 5°C (ppm) & 'H(ppm) Multiplicidad J (Hz)

1 74.9 6.13 dd 2.2,5.6

2 200.6

3 104.1 5.52 dd 5.6, 5.6

4 66.4 456 ddd 3.6,5.6,8.2

5 38.3 b2.13 ddd 3.6,8.8,14.4
al.ss ddd 3.6, 8.2, 14.4

6 80.0 4.48 ddd 3.0,3.6,88

7 63.2 455 ddd 0.8,3.0,4.8

8 40.9 o 2.55 ddd 4.8,9.6,13.9
B2.42 ddd 0.8,6.2,13.9

9 79.1 4.46 ddd 3.0,6.2,9.6

10 55.6 4.10 ddd 3.0,5.2,85

11 38.5 2.90 (2H) m

12 143.2 6.83 ddd 7.0,7.0,15.9

13 133.4 6.18 ddd 1.4,1.4,15.9

14 198.5

15 27.3 2.28 (3H) s

Tabla 2.4.16. Datos de RMN ‘H (600 MHz) y RMN B¢ (150 MHz) del marilzafuraleno A (14) (CDCls).
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Por otra parte, el andlisis de los experimentos de HSQC con editado de
multiplicidad (Figura 2.4.44) y de HMBC permiten establecer que de las sefales de
carbonos restantes (Tabla 2.4.16), siete corresponden a metinos, dos de los cuales son
olefinicos (6c 143.2, 133.4) y cinco se unen a heterodtomos (6¢ 80.0, 79.1, 66.4, 63.2,
55.6); tres a metilenos (¢ 40.9, 38.5, 38.3); una a metilo secundario (&6c 27.3); y otra

corresponde a carbono de cabonilo (oc 198.5).

20

Hs-15
He-11 Ho-5 %0
2=
H2-8
&> oo %4
H-7 150
¢ ©H-10
3 160
‘ H4 —>6 H9 l70
H-1 .
H-6 —>@ 80
e 1100
' -
£130
wH-13
1140
® H-12
y T T T T ‘ T T T T I T T T T I T T T T I T T T T ] \_(15r(_)n)
(pPm)7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 20 (PP

Figura 2.4.44. Espectro de HSQC editado del marilzafuraleno A (14) en CDCl3 (600 MHz).'

Los acoplamientos *H-'H del espectro COSY (Figura 2.4.45) revelaron un Gnico
sistema de espin entre C-3 — C-13. Ademas, de acuerdo con los datos anteriores, nos
permitieron ubicar un doble enlace E entre los metinos H-12 y H-13 (3JH_12, n1s = 15.9 Hz),

asi como situar los heterodtomos en las posiciones C-4, C-6, C-7, C-9y C-10.

Al analizar los desplazamientos quimicos de estos metinos en el experimento
HSQC, se determin6 que C-7 (6¢ 63.2) y C-10 (6c 55.6) estan unidos a un atomo de cloro

y un bromo, respectivamente; mientras que los restantes, se unen a atomos de oxigeno.

Mediante el acoplamiento a larga distancia HMBC entre H-6 (6y 4.48) y C-9 (¢
79.1) se fij6 un puente éter entre dichas posiciones, indicando la presencia de un anillo de
tetrahidrofurano en la molécula, mientras que el atomo de oxigeno restante sobre C-4
pertenece a un alcohol secundario. Ademas, las correlaciones del protén vinilico H-13 (&y
6.18) y el metilo H3-15 (&4 2.28) con el carbonilo C-14 (6c 198.5), y las de H-4 (o4 4.56)
con los carbonos del aleno, completan el esqueleto carbonado del compuesto 14 (Figura
2.4.46).
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H-7/H-8a—>'|8\ " " i
Hz-11/H-12 H";“"*'g » L
- o W
SHAOH-11 o~ 30
—4.0
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L)
H-3/H-4 " r
' o 8 ® 8|
—5.0
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» ® L
>
H-12/H-13 L
" 6.0
® .' [ ] .
@ ® 8 B
L-7.0
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7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0
Figura 2.4.45. Espectro de COSY del marilzafuraleno A (14) en CDCl; (600 MHz).
H-13 H-4 H-6 Hs-15
CA1 o
L, 70
G o 2L-9 o (180
90
@g:a ; 100
° ® k1o
® ws | 120 H
= COSY
° 190 —> HMBC
e ©C-2 }C-14 |1 200
T T T T T T T T (ppm)
(ppm) 6.2 6.0 46 44 24 22 20

Figura 2.4.46. Secciones del experimento HMBC en CDCl; (600 MHz) y principales correlaciones COSY y
HMBC del marilzafuraleno A (14).

A fin de establecer la configuracion de los centros quirales de la molécula se
emplearon andlisis configuracionales basados en el calculo de constantes de
acoplamiento homo y heteronucleares (ver apéndice Il). Asi en el caso del anillo de

tetrahidrofurano, se aplic6 un nuevo método desarrollado por nuestro grupo de
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investigacion para la determinacion de anillos de cinco miembros,® mientras que para los

segmentos aciclicos se utilizaron los métodos de Murata y col.®®

Para la determinacion de las constantes 3JH,H se utilizé el espectro
monodimensional de RMN *H y el experimento bidimensional DQF-COSY, mientras que
para la medicién de los valores de las constantes de acoplamiento heteronucleares se
empled principalmente el experimento HSQC-HECADE (Figura 2.4.47).

Tal como se muestra en la figura 2.4.47, en el caso del anillo de cinco miembros,
fragmento C-6/C-9, el andlisis de las constantes heteronucleares nos lleva primero a que
los protones H-6 y H-7 se encuentran en la misma cara de las molécula (Z.JC_7,H_6 = +5.2),
mientras que H-7 y uno de los protones del metileno diasterotopico, H-8a (oy 2.42), se
sitlan en trans (ZJC_IH_ga = -5.7). Por dltimo, para investigar la configuracion relativa del
carbono C-9 se procedi6 a analizar las constantes de acoplamiento heteronucleares entre
el carbono C-10 vy los protones H,-8. Asi, el valor pequefio de la constante entre C-10 y H-
8a (*Jcionsa = 0.5) o el valor grande entre C-10 y H-8b (*Jcione = 6.0), asigna las

orientaciones relativas de H-8a y H-9 como cis.

M Medida de J Valor (Hz) Orientacion relativa
A 3
@ ® D 63 JC-10,H-85 0.5 C-H trans
C-7. 3JC-1O,H—8b +6.0 C-H cis
© o0 267 Hab 0.0 H-H cis
L, & 2 o7 182 5.7 H-H trans
0.0 Hz 57Hz 2crme +5.2 H-H cis
T
2.60 2.55 2.50 2.45

Figura 2.4.47. Seccion del experimento HSQC-HECADE y determinacion de la estereoquimica relativa del
anillo de cinco miembros, fragmento C-6/C-9 del marilzafuraleno A (14).

Respecto a los segmentos aciclicos, el primero de ellos, el fragmento C-9/C-10, El
valor pequefio de la constante homonuclear 3JH_9,H_1O = +3.0 indica una orientacion gauche
entre H-9 y H-10, mientras que los valores Jc.g .10 2Jca1ho, Y Jcon-10, al serde 1.8, 2.2y
aproximadamente 0.0 Hz, respectivamente, sostienen una orientacién treo entre C-9 y C-
10 (Figura 2.4.48).

El caso del segmento C-4/C-6 alberga dos centros quirales e involucra a los

protones del metileno en la posiciébn C-5, por lo que hay que abordar el estudio en dos

%2 Napolitano, J. G.; Gavin, J. A.; Garcia, C.; Norte, M.; Fernandez, J. J.; Hernandez-Daranas, A. Chem. Eur. J. 2011, 17,
6338.
% Matsumori, N.; Kaneno, D.; Murata, M.; Nakamura, H.; Tachibana, K. J. Org. Chem. 1999, 64, 866.
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etapas (Figura 2.4.48). En primer lugar se determina la orientacion de cada protén del

metileno diasterotdpico con respecto al centro estereogénico C-4, repitiendo el analisis
para determinar a su vez, la orientacion de estos protones metilénicos con respecto al
centro C-6. Para ello definimos H-5a (64 1.88) como el protdn que se encuentra a campo
mas alto mientras que H-5b (64 2.13) es el mas desapantallado. Los valores de las
constantes vecinales 3JH_4,H_5a = +82 vy 3JH_4,H_5b = +3.6, es consistente con una
conformacion gauche entre H-4 y H-5b, mientras que los valores grandes de las
constantes heteronucleares 3JC_4,H_5a =-50y 3Jc_4,H_5b = -2.8, indican que el grupo hidroxilo
se encuentra en disposicidon gauche a cada uno de los protones del metileno H,-5. Estos
datos establecen una configuracion eritro entre los protones H-4 y H-5b. El analisis
continla con el segmento C-5/C-6 de la misma manera, permitiendo establecer una
configuracion treo entre los protones H-5a y H-6. En conjunto, los resultados obtenidos al
analizar ambos segmentos indican que este sistema posee una configuracion global anti.
Por tanto, se establece la estereoquimica relativa de los centros quirales presentes en el
metabolito 14 como 4S*, 6R*, 7R*, 9S* 10S*. Respecto a la unidad de bromoaleno la

configuracion absoluta resulto ser S.

A)
C11 3J|.|_gy|_|_1(_) =+3.0 Hz
Ho 0-3 ®Jc11, b0 = ¥2.2 Hz
H10 Br Z’Jc_ng_»]o =+1.8 Hz
C8 Jc_ngm =+0.0Hz
B)
OH jJH-4,H-55 =+8.2Hz C, zJH-G,H-Sa =+3.6 Hz Cl
H Jnansp=+36Hz  H H JH-6,H-5p = +8.8 Hz
5b H5a 3, - 5a S5b 3, -
Jc-3H-50 = +4.0 Hz Jo7 150 = +2.5 Hz
Hy Cs ch-a,m =+1.0Hz He O-¢ %Jcame =+3.1Hz
C Jc-aH-52 = -5.0 Hz C 2Jc-6n-5a=-1.5Hz
6 2 _ 4 '
Jo-4 H80 = -2.8 Hz 2Jce b = 6.4 Hz

Figura 2.4.48. Determinacién de la estereoquimica relativa de los fragmentos C-9/C-10 (A) y C-4/C-6 (B) del
marilzafuraleno A (14).

2.4.4.2. Marilzafuraleno B (15)

La férmula molecular de este compuesto, aislado como un sélido amorfo
Opticamente activo [0(]25.3 = +60 (c 0.10, CHCI,), corresponde a C;sH,,Br,ClO; de acuerdo
con sus datos de masas ESI-HRMS (m/z 464.9453, 466.9432, 468.9418, 470.9395; [M +
Na]* (46:100:71:15).
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Al comparar de forma detallada sus datos espectroscépicos de RMN de *H (Figura
2.4.49) y °C con los del compuesto anterior (Tablas 2.4.16 y 2.4.17), se observa una gran
similitud entre ellos. La principal diferencia se centra en torno al carbono C-14, en el que
ya no se observa la presencia de un grupo carbonilo (6¢ 198.5 en 14) sino en su lugar, la
de un grupo hidroxilo secundario (6c 68.5y 64 4.30, dd, J =6.1, 6.3 Hz en 15).

Hs-15
1.28
H-3
= H-0/H-6
H-1 H-13 4.47/4.46
6.13 5.65 H-7 ¢ H-8
453 10 259 o
H-12 N | H-14 o He-11 -39 2.15/1.86
5.72 H4 430 2.70 i
457 i l
) MM
\ |,
I ] T T T T [ T T T T | T T T T | T T - T T ‘ T T T T |
(ppm) 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0

Figura 2.4.49. Espectro de RMN 'H del marilzafuraleno B (15) en CDCl3 (600 MHz).

N°C 5°C (ppm) & 'H(ppm) Multiplicidad J (Hz)

1 74.8 6.13 dd 2.2,5.7

2 200.6

3 104.1 5.52 dd 5.5, 5.7

4 66.5 457 ddd 3.6,5.5, 7.7

5 38.1 2.15 ddd 3.6,9.1,14.5
1.86 ddd 3.5,7.7, 145

6 79.7 4.46 ddd 3.3,3.5,9.1

7 63.3 453 ddd 0.8,3.3,4.8

8 40.7 a2.52 ddd 4.8,9.6,13.9
B2.39 ddd 0.8,6.2,13.9

9 79.1 4.47 dddd 3.1,6.2,9.6

10 57.3 4.06 ddd 3.1,5.7,7.9

11 38.5 2.70 (2H) m

12 126.2 5.72 ddd 6.4, 7.0, 15.6

13 137.6 5.65 br dd 6.1, 15.6

14 68.5 4.30 dd 6.1,6.3

15 23.4 1.28 (3H) d 6.3

Tabla 2.4.17. Datos de RMN *H (600 MHz) y **C (150 MHz) del marilzafuraleno B (15) (CDCls).
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Estos datos fueron corroborados por el espectro de IR, donde ya no aparece la

banda caracteristica de absorcién de cetona o, insaturada, y por el analisis de los
experimentos de RMN 2D (COSY y HMBC) que confirmaron el resto de la estructura de
esta molécula. En base a estos resultados, se propone que el marilzafuraleno B (15)
comparte la misma estructura que el marilzafuraleno A (14), excepto en la cetona a,3
insaturada que aparece reducida a un grupo hidroxilo alilico. La configuracion relativa en

ese centro no pudo ser establecida.

2.4.4.3. Marilzafuraleno C (16)

El marilzafuraleno C (16), se aislé6 como un sélido amorfo incoloro. Este metabolito
resulté ser ain mas inestable que los otros miembros de este grupo, de modo que aunque
pudimos realizarle los experimentos mono y bidimensionales de RMN, se descompuso
antes de que sus datos polarimétricos, de espectrometria de masas y espectroscopias UV

e IR pudieran ser medidos.

Sin embargo, en base a sus datos de RMN (Tabla 2.4.18) proponemos que Su
formula es C16H,3Br,ClO,4. Para ello, es de destacar que su espectro de RMN 'H (Figura
2.4.50) resulta practicamente idéntico al del marilzafuraleno B (15), con la excepcion de la
presencia adicional de una sefial de un grupo metoxilo [0y 3.28 (s)] en el presente
compuesto, asi como una variacion en el desplazamiento del metino H-14 hacia campos
altos [0y 4.30 (dd, J = 6.1, 6.3 Hz) en 15 vs &4 3.72 (dd, J = 6.5, 6.8 Hz) en 16] (Tablas
2.4.17 y 2.4.18). Estos cambios indican que el grupo hidroxilo en el compuesto 15 ha sido

reemplazado por un grupo metoxilo en 16.

CHsO-
3.28

Hs-15
1.24

H-8a Hz2-5
2.52 2.14/1.87

H10 H-14
403 372

(ppm) 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0
Figura 2.4.50. Espectro de RMN 'H del marilzafuraleno C (16) en CDCl3 (600 MHz).
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El espectro de de RMN *°C, también apoya estas afirmaciones mostrando una
sefial extra de metilo a dc 56.0, y la sefal del carbono de C-14 significativamente mas

desapantallada que en el marilzafuraleno B (Tabla 2.4.18).

N°C 5°C (ppm) & 'H(ppm) Multiplicidad J (Hz)
1 748 6.13 ddd 1.5,2.2,5.6
2 200.8
3 104.2 5.53 dd 5.6, 5.6
4 66.6 457 ddd 3.4,5.6,8.0
5 38.2 2.14 ddd 3.4,8.7,14.0
1.87 ddd 3.1, 8.0, 14.0
6 79.8 4.46 ddd 25,3.1,87
7 63.4 454 ddd 2.5,34,45
8 40.9 o 2.52 ddd 45,89, 14.1
B2.39 ddd 3.4,6.3,14.1
9 79.1 4.47 ddd 3.4,6.3,89
10 57.9 4.03 ddd 3.4,46,8.6
11 38.4 2.71 (2H) m
12 128.5 5.67 ddd 7.0,7.2,155
13 135.8 5.48 dddd 1.5, 1.5, 6.8, 15.5
14 77.7 3.72 dd 6.5, 6.8
15 21.3 1.24 (3H) d 6.5
CH30- 56.0 3.28 (3H) s

Tabla 2.4.18. Datos de RMN *H (600 MHz) y RMN **C (150 MHz) del marilzafuraleno C (16) en CDCls.

2.4.4.4. Marilzafuraleno D (17)

El marilzafuraleno D (17) fue aislado como un sdlido amorfo blanquecino y
actividad 6ptica [a]®p = +22 (c 0.08, CHCI). El anélisis de su espectro de masas ESI-
HRMS, mostr6 que nos encontrdbamos frente a un isomero del marilzafuraleno B
(C15H21Br,ClO3, m/z 464.9445, 466.9428, 468.9416, 470.9414 [M + Na]* (49:100:74:12).

Un primer estudio comparativo de los espectros de IR y de las sefiales que
aparecen en los experimentos monodimensionales de RMN *'H (Figura 2.4.51) y *C de
ambos compuestos (Tablas 2.4.17 y 2.4.19), indican que a pesar de las diferencias en los
datos de RMN, los dos deben poseer una estructura similar en la que practicamente

comparten los mismos motivos funcionales.
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RMN 1H del Marilzafuraleno B en CDCls

Ha-15
1.2:{\
H-3
5.52 HOM6
H-1 H-13 4.47/4.46
6.13 5.65 4H§;7; H-88 H-8a
H12 | N H-10 Hat ;'39 Hz-5
5.72 H-4 2.70 ¢ 2.15/1.86
\ ——
T I T T T T I T T T T ] T T T T I T T T T I T T T T I
(ppm) 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0

Hs-15
1.70
5H5-g H.12 H-9MH-6
: 4H; 442 A4 H88 1y, qq
- 2.09/1.91
H-1 H-13 H-5a
6.12 H.14 5.54 1.87

\

T | T T T T I T T T T I T T T T | T T T T ‘ T T T T ’
(ppm) 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0
Figura 2.4.51. Comparacion de los espectros de RMN 'H de los marilzafurolenos B (15) y D (17) en CDCl3
(600 MHz).

El analisis de los datos aportados por los experimentos COSY y HMBC llevo a la
elucidacion de la estructura plana del marilazafuraleno D, indicando que las variaciones
mas importantes corresponden a las sefiales que conforman el fragmento C-10 - C-15
de la molécula. Esto se observa aun mas claramente en la figura 2.4.52 donde se

muestran superpuestos los experimentos HSQC de los metabolitos 15y 17.

En efecto, se puede concluir que el doble enlace situado para el marilzafuraleno B
(15) entre las posiciones C-12 (6c 126.2) y C-13 (6¢ 137.6), se reubica entre los metinos
C-13 (6c 133.3) y C-14 (6c 127.5) en el compuesto 17, manteniendo intacta su
configuracién E (3JH_13,H_14 = 15.2 Hz); mientras que el alcohol secundario que antes estaba

sobre C-14 (6¢ 68.5), aparece ahora sobre el metino C-12 (6¢ 70.4).
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HSQC de Marilzafuraleno B en CDCI3 (600 MHz) Ha-15 —> € o0
HSQC de Marilzafuraleno D en CDCI3 (600 MHz) Hs-15 —>§
30
o _. % o
140
o0 .
H-10 H2-11

50

(4 0 <—H-10 60

®
°>0<—H-14 70
¢ T H12
L ") 80
100
®
H-12 —>g o H-14
130
w<—H-13
H-13—>®
T | T T T | T T | T T T I T T T ’ T T T 7(ppm)
(ppm) 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0

Figura 2.4.52. Superposicion de los espectros HSQC del marilzafuraleno B (15) y marilzafuraleno D (17).

N°C 5°C (ppm) & 'H(ppm) Multiplicidad J (Hz)

1 74.8 6.12 dd 2.1,5.6

2 200.6

3 104.1 5.52 dd 5.6, 5.6

4 66.6 457 ddd 3.7,5.6,7.8

5 38.2 b 2.15 ddd 3.7,8.9,14.3
alsgrs ddd 3.6,7.8, 14.3

6 79.8 4.41 ddd 3.4,3.6,89

7 63.4 454 dd 34,45

8 41.1 a 2.56 ddd 45,95, 13.9
B 2.40 dd 6.2,13.9

9 80.0 4.41 ddd 2.8,6.2,95

10 56.2 4.35 ddd 2.8,2.8,11.3

11 43.1 2.09 ddd 3.4,11.3,15.0

191 ddd 2.8, 8.9, 15.0

12 70.4 4.42 ddd 3.4,3.4,89

13 133.3 5.54 dd 1.4, 6.7, 15.2

14 127.5 5.74 dq 6.4, 15.2

15 17.7 1.70 (3H) d 6.4

Tabla 2.4.19. Datos de RMN *H (600 MHz) y *C (150 MHz) del marilzafuraleno D (17) en CDCls.

A la hora de establecer la configuracion relativa del marilzafuraleno D (17), también
resultaron significativas las diferencias que se observan en los desplazamientos quimicos

de protén de los centros estereogénicos C-9 y C-10, respecto a los metabolitos de esta
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serie descritos previamente, y en particular al compararlo con su isémero estructural 15.

Mientras que los valores observados para H-4, Hy-5, H-6, H-7 y H,-8, permanecen
practicamente iguales, la sefial de H-10 se desplaza significativamente a campos bajos y
la de H-9 ligeramente hacia campos altos [y 4.06 (ddd, J = 3.1, 5.7, 7.9 Hz) y 4.47 (ddd, J
=3.1, 6.2, 9.6 Hz) en 15 vs 6y 4.35 (ddd, J = 2.8, 2.8, 11.3 Hz) y 4.41 (ddd, J = 2.8, 6.2,
9.5 Hz) en 17, respectivamente]. Estos hechos podrian deberse a un cambio de

configuracion en alguno o ambos centros.

A fin de confirmar esta posibilidad, se realizO un estudio configuracional,
equivalente al descrito para el marilzafuraleno A (14). Para la medida de constantes en
sefales que se superponian se repitid la espectroscopia utilizando como disolvente
deuterado CgDs (ver apartado datos fisicos 2.6.17). En funcion de los resultados
resumidos en la figura 2.4.53, concluimos que se ha producido un cambio en la
configuracion relativa tanto en C-9 como en C-10, respecto a los compuestos descritos
previamente. Esto supone que el cierre del anillo de cinco es ahora cis, y que en
conclusion, la estereoquimica relativa de los centros quirales presentes en el metabolito
17 se establece como 4S*, 6R*, 7R*, 9R*, 10R*. Respecto a la unidad de bromoaleno la

configuracion absoluta se mantiene como S.

A)
Medida de J Valor (Hz)  Orientacion relativa
3JC-1O,H-8a +6.0 C-H cis
JC-1O,H-8b +1.0 C-H trans
2Jc.7 Hap 0.0 H-H cis
2Jc7H8a -5.6 H-H trans
2JcrHe +6.2 H-H cis
B)
Cl
C11 3J|.|_g,|.|_10 =+2.8 Hz 3
E_O H9 3JC-11,H-9 =+3.4Hz 10
- 11 9
Br H10 ch_g_H_m =+25Hz "7_.71 : O rtJ:)
Cs Jc-10-Ho = +0.0 Br
&)
3 - 3 -
OH 3JH-4,H-55 = +7.8 Hz C 3JH-6,H-5a +3.6 Hz Cl
Hsp H Juansp=+37Hz  Hg Hsp Jh-6,1-50 = +8.9HzZ
538 3Jq .3 .50 = +3.5 Hz ®Jc7 -5 = +2.9Hz
Ha Cs ZJC'G’” 4=+28Hz  Hg 0-} ZJC_“,H_G =+2.8 Hz
C Je-a,H-52 = -5.9 Hz C Je-spsa=-15Hz
6 2 =1.7H 4 2
C-4,H-5b - Hz Jos,Hsp = -6.1 Hz

Figura 2.4.53. Determinacién de la estereoquimica relativa del anillo de cinco miembros (A) y de los
fragmentos C-9/C-10 (B) y C-4/C-6 (C) del marilzafuraleno D (17).
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2.4.4.5. 12-Acetoxi-marilzafurenino (18).

El compuesto 18 fue aislado como un sélido amorfo con rotacién 6ptica [a]*, = -13
(c 0.07, CHCIy). Su férmula molecular, C;7H2,BrClOs, se dedujo del espectro de masas
ESI-HRMS donde se observaron los iones pseudomoleculares [M + Na]" a m/z 411.0332,
413.0320, 415.0298 (77:100:26).

Su espectro IR mostré bandas de absorcion propias de grupos alquino terminal
(3293 y 2326 cm™), carbonil éster (1733 cm™), doble enlace (1645 cm™) y éter (1050

cmY).

La tabla 2.4.20 recoge las asignaciones de RMN **C y 'H del producto y confirma
los 17 atomos de carbonos determinados en su formula molecular. Estos, de acuerdo a
sus desplazamientos quimicos asi como a su multiplicidad en el HSQC editado,
corresponden a dos carbonos cuaternarios, diez metinos, tres metilenos y dos metilos. De
entre ellos, es de destacar que uno es carbonilo (6¢c 170.2), dos metinos son halogenados
y tres se encuentran unidos a oxigeno (6c 82.1, 79.6, 79.6, 72.8 y 62.3), mientras que
otros cuatro son olefinicos (6¢c 140.7, 130.0, 128.7 y 111.9). Por otro lado, la presencia de
una unidad enino terminal es clara en funcion de las resonancias de los carbonos
terciarios a 6¢ 77.0, 111.9, 140.7, y del carbono cuaternario a 6c 82.0. Es mas, las sefiales
caracteristicas en el espectro de RMN *H (Figura 2.4.54) del metabolito 18, a & 2.84 (1H,
brd, J=1.7 Hz), 5.64 (1H, dd, J = 1.7, 16.1 Hz) y 6.20 (1H, ddd, J = 7.4, 7.4, 16.1 Hz)]

también lo confirman y apuntan su geometria como E.

Cl
P CHs(Aq)
Z 20&
15 9 e—
= B 4
H o H Hs-15
OAc Br ).69
4 H-12 Hg H10
548 H-13 439 405
T T I T T T | T T T ‘ T T T T ‘ T T T | T T ‘
(PPm) 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0

Figura 2.4.54. Espectro de RMN 'H (600 MHz) del 12-acetoxi-marilzafurenino (18) en CDCls.
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N°C 5°C (ppm) & 'H(ppm) Multiplicidad J (Hz)

1 77.0 2.84 br d 1.7

2 82.0

3 111.9 5.64 dd 1.7, 16.1

4 140.7 6.20 ddd 7.4,7.4,16.1

5 35.0 2.60 ddd 6.8, 7.4, 14.7
2.50 ddd 6.8, 7.4, 14.7

6 82.1 4.19 ddd 2.8,6.8,6.8

7 62.3 4.49 dd 2.8,4.8

8 41.0 o 2.56 ddd 48,98, 13.9
B2.38 dd 6.1,13.9

9 79.6 4.39 ddd 2.5,6.1,9.8

10 54.8 4.05 ddd 2.5,3.1,10.7

11 40.8 2.22 ddd 3.3,10.7,14.3
2.17 ddd 3.1,9.8,14.3

12 72.8 5.48 ddd 3.0,33,7.1

13 128.7 5.43 ddd 2.3,6.3,15.1

14 130.0 5.80 dq 6.5, 15.1

15 17.8 1.69 (3H) br d 6.5

CO (Ac) 170.2
CHs (Ac) 21.3 2.05 (3H) s

Tabla 2.4.20. Datos de RMN *H (500 MHz) y **C (125 MHz) del 12-acetoxi-marilzafurenino (18) en CDCls,

Un estudio comparativo detallado de los datos de RMN 1D y 2D del metabolito 18
con los del marilzafuraleno D (17), concluye que ambos compuestos poseen una
estructura plana similar entre los carbonos C-6 y C-15, pero con la notable sustitucion de
la unidad bromoaleno existente en 17 y los otros representantes de esta serie aislados,
por una funcién enino terminal. Ademas, el espectro de RMN 'H de 18 incluye una sefial
de un metilo de acetato [dy 2.05 (S)] que concuerda con la presencia de un metino
oxigenado més desapantallado que en el compuesto 17 [y 5.48 (ddd, J= 3.0, 3.3, 7.1 Hz)
en 18 vs &4 4.42 (ddd, J = 3.4, 3.4, 8.9 Hz) en 17]. La posicion de esta unidad de acetato
sobre ese carbono del metino C-12, se confirma por las correlaciones HMBC observadas
del metino H-12 con el carbono del carbonilo del éster. En la figura 2.4.55 se representa
el sistema de espin establecido por el experimento COSY y resumen las correlaciones

HMBC principales para esta molécula.

En cuanto a su configuracion relativa, los datos de RMN indican que respecto a los
centros quirales C-6, C-7, C-9 y C-10, la situacion es equivalente a los metabolitos 14-16,
es decir, 6R*, 7R*, 9S* y 10S*.
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H4 H-3 H-12 H-6 H-1 CH:;(AcL50
o ® w @ o o
% ‘Qod 60
Qgeoce
@ |- o C-g‘ “ c_z\ o 900 cem 70
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e = swo | |80
<D "0 ] <
c2 c2 -Sod
~90
as T 40 150
160 —> HMBC
CO (AC)—» o0 CO (Ac)—»e@ ||-170
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Figura 2.4.55. Secciones del experimento de HMBC (600 MHz) en CDCls, y principales correlaciones HMBC y
COSY del 12-acetoxi-marilzafurenino (18).

2.4.5. Acetogeninas C-15 con estructuras lineales

2.4.5.1. Z-Adrienino (19)

El Z-adrienino (19) fue aislado como un solido amorfo blanco con rotacién 6ptica
de [a]®p = -4 (c 0.11, CHCIy). En el andlisis por espectrometria de masas ESI-HRMS se
observaron picos correspondientes a los iones pseudomoleculares [M + Na]®* a m/z
389.0082, 391.0040 y 392.9998 (26:38:18); lo que permitid establecer la formula
molecular de este producto natural como CisH,;BrCl,Os3, con tres instauraciones en su

estructura.

Los datos de su espectro de IR ponen de manifiesto la existencia de grupos

hidroxilo (3440 cm™) y de sistemas enino conjugados (3298 y 2300 cm™).

La presencia de una cadena Z-2-penten-4-ilo, también se confirma por su
absorcion caracteristica de UV (MeOH) Anax = 225 nm (log ¢ 3.59), y por los datos
espectroscopicos de RMN *H [, 3.18 (dd, J = 0.7, 2.3 Hz), 5.65 (dd, J = 2.3, 10.8 Hz), y
6.14 (dddd, J = 0.7, 7.3, 7.3, 10.8 Hz)] (Figura 2.4.56) y RMN **C [0 140.2 (CH), 111.2
(CH), 82.6 (CH) y 80.0 (C)] (Tabla 2.4.21).
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treo treo
Br CI Cl OH
3
15 - \ Hs3-15
\ 1
H-3
5.65 He12
H-4 H9+H10 H'13i""7 H-6
R ¢ Y
T T | T T T T | T T T T I T T T | T
(ppm) 6.0 5.0 40 1.0

Figura 2.4.56. Experimento RMN 'H de Z-adrienino (19) en CDCl3 (500 MHz).

N°C 5°C (ppm) & 'H(ppm) Multiplicidad J (Hz)
1 82.6 3.18 dd 0.7,2.3
2 80.0
3 111.2 5.65 dd 2.3,10.8
4 140.2 6.14 dddd 0.7,7.3,7.3,10.8
5 35.6 2.73 m
2.66 m
6 72.4 3.84 ddd 3.6,5.1,7.8
7 67.1 3.99 ddd 3.6, 5.6, 9.0
8 33.1 2.74 m
2.66 m
9 128.4 5.68 m?
10 127.9 5.62 m?
11 34.1 2.84 ddd 5.6, 7.7, 15.1
2.62 m
12 64.3 4.06 ddd 2.6,5.6,8.3
13 61.0 4.15 ddd 2.6,4.4,95
14 28.8 2.06 dd 4.4,7.3,14.3
1.98 7.3,9.5,14.3
15 12.6 1.10 (3H) dd 7.3,7.3

Tabla 2.4.21. Datos RMN *H (500 MHz) y RMN **C (125 MHz) del Z-adrienino (19) en CDCls. ®La constante
de acoplamiento 3JH.9,H.10 =11.5 Hz se determiné a partir de un experimento DQF-COSY.

El andlisis de los experimentos de COSY y HSQC permitid, asignar el esqueleto
carbonado del compuesto como un Unico sistema de espin *H-'H, C-3 — C-15 (Figura
2.4.57), establecer el doble enlace aislado entre las posiciones C-9 y C-10, asi como

situar los distintos heterodtomos sobre sus respectivos carbonos: un hidroxilo en C-6, un
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cloro en C-7 y C-12, el bromo sobre C-13 (Tabla 2.4.21). La geometria del doble enlace
A\°, debido al solapamiento de las sefiales (Figura 2.4.56), fue establecida como Z a partir
de la constante de acoplamiento de H-10 medida en el experimento COSY-DQF (SJH_g’H_lo

= 11.5 Hz), y los desplazamientos quimicos de los carbonos metilénicos alilicos C-8 (&¢
33.1) y C-11 (6. 34.1).%

Las correlaciones HMBC de los protones H-1, H-3 y H-4 con el carbono
cuaternario C-2 (6c 80.0) (Figura 2.4.57), completan los datos para determinar que la
estructura quimica del Z-adrienino (19), corresponde con una nueva acetogenina C-15
lineal (32,92)-13-bromo-7,12-dicloropentadeca-3,9-dien-1-in-6-ol.

H-6 H-1
o ® - cs 130
’ (] 0“’ 8/ * XY
b@ <«—C-5
" ° :40
® & 0 u0
“l" \ .
C - 70
v —110
%3
120
"o 130
ec4 oc4 140
I T T T — I T 631[,5”?)
(ppm) 4.0 3.0

Figura 2.4.57. Experimento HMBC de Z-adrienino (19) en CDCI; (500 MHz) y principales correlaciones HMBC
y COSY.

La configuracion relativa de los centros estereogénicos C-6, C-7, C-12 y C-13 fue
determinada una vez mas, mediante el estudio configuracional basado en el analisis de
constantes de acoplamiento (Figura 2.4.58). El pequefio valor de la constante de
acoplamiento entre H-6 y H-7 (*Juysn = 3.6 Hz) es consistente con una conformacion
gauche, con cuatro posibles conformaciones relativas. Los valores de las constantes de
acoplamiento heteronucleares *Jc.sp.s = <1.0 Hz, %Jcgne = 1.8 HZ y “Jc7me = 3.0 Hz
indican una orientacion anti entre C-5 y C-8. En base a estos datos, la configuracion
relativa entre C-6 y C-7 se propone como treo. De la misma manera, una orientacion
gauche entre H-12 y H-13 se deduce del valor pequefio de la constante de acoplamiento
homonuclear 2Jy.12 413 = 2.6 Hz, mientras que los valores 2Jc.izp12 Y 2Jc.11 s, @l resultar

ser de 2.0y 2.8 Hz, respectivamente, sostienen una orientacion treo entre C-12 y C-13.

64 Kladi, M.; Vagias, C.; Papazafiri, P.; Brogi, S.; Tafi, A; Roussis, V. J. Nat. Prod., 2009, 72, 190-193.
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Cl Cl
13 2 10
15 12 w* T ™ 4/ ’ ’
Br OH 1
Hqs H7
H12 C11 zJH-12yH-13 =+2.6 Hz H6 C5 zJH_e‘HJ =+3.6 Hz
3JC-14:H-12 =nd SJC-B,H-G =+1.8 Hz
Jc11,H-13 = t2.8 Hz JC—S,H-? =<1.0Hz
Ci4 Br 20 1= +20Hz Cs Cl 2jc;6=+30Hz
Cl 2Jc 12,443 = nd OH %Jo.gnr = nd

Figura 2.4.58. Configuracion relativa propuesta para C-6, C-7, C-12 y C-13 en el Z-adrienino (19).

2.4.5.2. E-Adrienino (20)

El E-adrienino (20), fue también aislado como un soélido amorfo blanco opticamente

activo, [a]*°, = -20 (c 0.04, CHCI;). Su férmula molecular resultd idéntica a la del Z-
adrienino (19), CisH»:BrCl,0O, en base a sus espectros de masa ESI-HRMS (m/z 391.0165
[M + NaJ"). Estos hechos, junto a la comparacion de sus datos espectroscépicos con los

obtenidos para el compuesto 19, (Tablas 2.4.21 y 2.4.22) mostré6 que ambos metabolitos

son isémeros en la terminacién enino.

Esto se ve claramente al superponer sus espectros de HSQC (Figura 2.4.59) y al

observar las sefiales caracteristicas de una unidad E-enino en el espectro de RMN *H en
el metabolito 20 a 6 2.84 (1H, br d, J = 2.0 Hz), 5.62 (1H, dd, J = 2.0, 15.4 Hz) y 6.22 (1H,
ddd, J=7.5, 7.5, 15.4 Hz) (Figura 2.4.60).

[ 4
HSQC de Z-Adrienino en CDCI3 (600 MHz)
HSQC de E-Adrienino en CDCI3 (600 MHz) H2-5
AN - . |30
@ .
W <«—H25 40
®
®»
H-1
o® °/
H-1—>0o
~110
H-3 —»oo <HsS
H-4 ® 130
» ® < H4 140
[ T T T T T ’ T T T T ‘ T T T T | T T T T | T T T T | T
(ppm) 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0

Figura 2.4.59. Superposicion de los espectros HSQC del Z-adrienino (19) y del E-adrienino (20).
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Hs-15

(ppm) 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0
Figura 2.4.60. Experimento RMN 'H de E-adrienino (20) en CDCl3 (500 MHz).

N°C 5°C (ppm) & 'H(ppm) Multiplicidad J (Hz2)

1 77.1 2.84 br d 2.0

2 81.8

3 112.2 5.62 dd 2.0,15.4

4 140.9 6.22 dddd 75,75, 15.4

5 38.5 2.45 m
2.45 m

6 72.0 3.76 m

7 66.3 3.95 ddd 2.9,6.0,8.7

8 33.2 2.71 ddd 6.0, 6.6, 14.7
2.63 m

9 128.3 5.63 m

10 128.0 5.60 m

11 34.0 2.80 ddd 5.5, 6.3, 14.6
2.60 ddd 6.0, 8.8, 14.6

12 64.3 4.03 ddd 25,55,8.8

13 61.0 4.12 ddd 2.5,4.5,9.0

14 28.8 2.04 ddd 45,7.3,14.6
1.95 ddd 7.5,9.0, 14.6

15 12.6 1.08 (3H) dd 73,75

Tabla 2.4.21. Datos RMN *H (600 MHz) y RMN **C (150 MHz) del E-Adrienino (20) en CDCla.

Como se comentd en los antecedentes, se acepta que las acetogeninas C-15 de
Laurencia, proceden biogenéticamente de un precursor lineal C;s hidroxi, halohidroxi o
epoxi-polienino, y éste a su vez, del acido hexadeca-4,7,10,13-tetraenoico. En este
sentido, estas nuevas acetogeninas lineales 19 y 20, podrian ser consideradas como los

precursores de las distintas acetogeninas ciclicas descritas anteriormente. De acuerdo
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con esta hipotesis, para dar lugar a las configuraciones, por ejemplo de los macrociclos y

de los lauroxanos aislados, la configuracion relativa en C-6 y C-7 de los compuestos 19 y
20 deberia ser 6R* y 7R*. Esta configuracion relativa Unicamente se daria en el caso de
que se trate de un rotametro treo, tal y como se establecié para estos compuestos a

través de los estudios configuracionales llevados a cabo.

2.4.6. Compuestos de naturaleza terpénica

2.4.6.1. E-dactileno B (21)

Este diterpeno fue aislado como un sélido blanco amorfo 6pticamente activo [a]*°p
= +2 (c 0.33, CHCIs). Su formula molecular, C,H3,0,, fue establecida por espectrometria
de masas ESI-HRMS (m/z 327.2167 ([M + Na]’), indicando cinco insaturaciones en la

molécula.

La presencia de un sistema de dieno conjugado se pone de manifiesto por las
absorciones de UV (MeOH) Amax = 238 nm (log € 4.43) e IR (1650 cm™). Ademas en el
experimento de RMN 'H (Figura 2.4.61) se observan las sefiales de dos metinos y un
metileno olefinicos exo [64 6.16 (d, J = 15.5 Hz), 5.61 (dt, J = 7.7, 15.5 Hz) y 4.88 (s, 2H)].
Otras bandas de IR destacables son las correspondientes a alcohol (3418 cm™) y a grupo
éter (1127 cm™).

Hs-17
He-18| | 127 poqg
1-3\‘; ¥ osr
Hs3-20
1.87
Hz-16
4.88
7
Hz-1 L H2-12
H-14 5.21/5.06 Al 217
6.16 H-2 <k
588 H13
1 Mﬂk\lwm\\wk
T T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T
(ppm) 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0

Figura 2.4.61. Espectro de RMN 'H del E-dactileno B (21) en CDCl3 (600 MHz).
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Un primer estudio de las sefiales que aparecen en los espectros de RMN *3C
(Tabla 2.4.22) confirma la presencia de los carbonos determinados en su formula
molecular, carbonos que de acuerdo al experimento de HSQC con editado de
multiplicidad (Figura 2.4.62) se clasifican en cuatro metilos (6c 27.7, 21.5, 18.8, 17.1),
siete metilenos (6c 114.7, 111.9, 47.0, 42.1, 29.1, 26.5, 21.1), cinco metinos (&c 144.7,
135.8, 127.1, 84.3, 55.2) y cuatro carbonos totalmente sustituidos a (6c 142.0, 88.1, 73.2,
45.8).

Hs-18 Ha-19
H3-20—» Hz2-5 20
) W K
H2-9 /H3-17
g Hz2-8 b‘ 30
Ho-4 140
Hz-12 e
° 50
e
~80
0H-10
90
[
H2-1 .H2'16
120
H-13
-
130
H-14
"
H-2 140
"
T ‘ T T T | T T T | T T | T T ‘ T T T ‘ T (ppm)
(ppm) 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0

Figura 2.4.62. Fragmentos seleccionados del espectro de HSQC con editado de multiplicidad del E-dactileno
B (21) en CDCl; (600 MHz).

Un andlisis detallado del experimento COSY (Figura 2.4.63) permitid establecer
cuatro sistemas de espin 'H-'H: fragmento 1 (H,-1-H-2), fragmento 2 (H-4 - H-6),
fragmento 3 (H,-8 -H-10) y fragmento 4 (H-12 - H-14). Como puede observarse en la
Figura 2.4.64, los fragmentos 1 y 4, albergan tres metinos olefinicos. La geometria del
doble enlace A™ se estableci6 como E en funcion del valor de la constante de

acoplamiento 3Jy.134.14= 15.5 Hz.

Por otro lado, a través del experimento HMBC (Figura 2.4.64) se lograron conectar
estas estructuras parciales junto con los carbonos cuaternarios y los restantes grupos
metilo presentes en la molécula, asi como establecer un puente éter. Efectivamente, las
correlaciones HMBC del metino H-2 (64 5.88) con los carbonos C-3 (6¢ 73.2), C-4 (6c42.1)
y C-17 (8¢ 27.7), enlazan los fragmentos 1y 2, a través del carbono cuaternario en a a un

grupo hidroxilo C-3 y sitda el metilo Hs-17 sobre él. El acoplamiento de H-10 (64 3.95) con
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C-7 (6c 88.1) confirma un puente éter entre dichas posiciones, y las del mismo proton con
C-11 (8¢ 45.8), C-6 (0c 55.2) y C-18 (0c 21.5), unen el fragmento 3 al 2 y fijan el metilo Hs-
18 sobre C-7. Otras correlaciones HMBC igual de importantes son las del metileno H,-12

(6n 2.17) con el carbono cuaternario C-11 y el carbono del metilo C-19 (6¢c 17.1), que sitda
al metilo H;-19 y conecta el fragmento 4 a los segmentos anteriores de la molécula.
Finalmente, los protones olefinicos exo H»-16 (64 4.88) se correlacionan con C-15 (6c
142.0), C-14 (6c 135.8) y C-20 (6¢ 18.8) completando la estructura plana del E-dactileno B
(21).

A
H-10/H2-9 H2-9/H2-8

H-13/H2-12

‘l “ H-14/H-13 N (ppm)
T ‘ T T T T ‘ T | T T T T | T T T
(pPM) 6.0 5.04.0 3.0 2.0 1.0

Figura 2.4.63. Experimento COSY del E-dactileno B (21) en CDCls; (600 MHz).

H-2 H2-16 H-10 H2-12
® ¢c-20 c-18 C-19|}- 20
c-17 - Lo
40
Cc4 o O
= = c-11 *C-H||
C-6 -
60
C-3 .q 70
180
-
C7 190
F120
- -
F130
C-14 —> ¢ o 140
® . .- « o '€ C15 r — cOSY
'\'lu[.,,.“,,,l[(ppm)
(ppm) 6.0 5.0 40 2.0 — HMBC

Figura 2.4.64. Principales correlaciones HMBC y COSY del E-dactileno B (21) en CDCl; (600 MHz).
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N°C &°C (ppm) & 'H (ppm) Multiplicidad J (Hz)
1 111.9 5.21/5.06 d/d 17.4/10.8
2 144.7 5.88 dd 10.8,17.4
3 73.2
4 42.1 1.54/1.39 m/m
5 21.1 1.27/1.18 m/m
6 55.2 1.24 dd 24,75
7 88.1
8 29.1 1.66/1.21 m/m
9 26.5 1.78/1.60 m/m
10 84.3 3.95 br d 5.1
11 45.8
12 47.0 2.17 (2H) m
13 127.1 5.61 dt 77,155
14 135.8 6.16 d 15.5
15 142.0
16 114.7 4.88 (2H) s
17 27.7 1.27 (3H) s
18 21.5 1.39 (3H) s
19 17.1 0.87 (3H) s
20 18.8 1.87 (3H) s

Tabla 2.4.22. Datos de RMN *H (600 MHz) y RMN **C (150 MHz) del E-dactileno B (21) (CDCls).

En funcion de lo anterior podemos concluir que el metabolito 21 posee esqueleto

carbonado de dactilomelano.?

La estereoquimica relativa de este compuesto fue establecida en base a las
correlaciones observadas en el espectro ROESY (Figura 2.4.65). En el mismo cabe
destacar, las correlaciones ROE del metino H-10 con los protones metilenos H»-9, H,-12 y
H,-13, que sugieren que la estereoquimica relativa en los centros quirales C-10 y C-11
son R* y S*, respectivamente. Por otro lado, en funcién del puente éter existente entre las
posiciones C-7-C-10, se puede deducir que el centro quiral C-7 es S*. Finalmente, la
interaccion ROE entre el par H-6 y H3-19 implica que la estereoquimica relativa en esa
region es C-6 S*. Sefalar que la disposicion espacial del centro quiral restante C-3 no

pudo ser definida.
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Figura 2.4.65. Secciones del experimento ROESY con las correlaciones principales del E-dactileno B (21) en
CDCl3 (600 MHz).

2.4.6.2. Nor- E-cetodactileno (22)

El nor-E-cetodactileno (22) fue aislado como un sélido blanquecino con rotacion
optica [a]*p = +38 (c 0.02, CHCIl;). Su férmula molecular, establecida en base al i6n
pseudomolecular [M + Na]" a m/z 329.2088 observado en su espectro de masas de alta

resolucion ESI-HRMS, fue C19H3003 por lo que se trata posiblemente de un nor-diterpeno.

Los datos de IR ponen de manifiesto la presencia en la molécula de grupos
hidroxilo (3540 y 3439 cm™), éter (1120 cm™) y cetona a,B-insaturada (1685 cm™).

La comparacion de sus datos espectroscopicos de RMN con los de E-dactileno B
(21), nos indican que ambas estructuras estan muy relacionadas (Tablas 2.4.22 y 2.4.23).
Eso se ve claramente al confrontar los espectros RMN *H de ambos compuestos (Figura
2.4.66), en las que las Unicas diferencias corresponden a la ausencia en 22 del metileno
olefinico H»-16 y al desplazamiento a campos mas bajos del metino H-13 y del metilo mas
desapantallado [0y 5.61 (dt, J = 7.7, 15.5 Hz) y 1.87 (s) en 21 vs 0y 6.11 (dt, J = 7.6, 15.7
Hz) y 2.25 (s) en 22].

Eso se confirma con sus datos de RMN 'C (Tabla 2.4.23) en el que no se
observan los carbonos olefinicos del metileno (C-16, ¢ 114.7) ni del carbono cuaternario
(C-15, dc 142.0) que estaban presentes en el E-dactileno B (21), y por el contrario, se

establece la presencia de un grupo carbonilo (6c 198.5).
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Elucidacion estructural
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Figura 2.4.66. Comparacién de los espectros de RMN 'y (600 MHz) del E-dactileno B (21) (A) y el nor-E-
cetodactileno (22) (B).

Las correlaciones de los experimentos RMN 2D (COSY y HMBC) confirman que la
Unica diferencia entre ambos compuestos es la fragmentacion del doble enlace exociclico

de 21 para dar lugar en el metabolito 22 a una metil cetona en C-15 (Figura 2.4.67).

H-‘13 H-14 Hs-16
; 190
L]
c-15 c15 c15 |200
% 210
(ppm)
T | T T T | T T T T | 1
(ppm) 7.0 6.0 3.0 2.0

17 1

Figura 2.4.67. Secciones del experimento HMBC en CDCl; (600 MHz) y correlaciones principales del nor-E-
cetodactileno (22).
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N°C 5°C (ppm) & 'H(ppm) Multiplicidad J (Hz)
1 112.1 5.21/5.08 d/d 17.4/10.7
2 144.7 5.88 dd 10.7,17.4
3 73.2
4 42.1 1.54/1.45 m/m
5 21.1 1.36/1.20 m/m
6 55.3 1.24 dd 24,75
7 88.3
8 29.1 1.66/1.21 m/m
9 26.5 1.82/1.67 m/m
10 84.1 3.94 brd 5.1
11 45.8
12 46.8 2.29 (2H) m
13 145.3 6.11 dt 7.6,15.7
14 133.7 6.80 d 15.7
15 198.5
16 27.9 2.25 s
17 27.0 1.28 (3H) s
18 21.5 1.39 (3H) s
19 17.4 0.90 (3H) s

Tabla 2.4.23. Datos de RMN ‘H (600 MHz) y RMN B¢ (150 MHz) del nor-E-cetodactileno (22) (CDCls).
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2.5. PROPUESTA BIOGENETICA DE LOS MARILZABICICLOALE NOS Y LOS
NUEVOS OXOLANOS

Como se sefald en los antecedentes de este capitulo, el origen biogenético de las
acetogeninas C-15 heterociclicas se considera derivado de precursores lineales C-15 con
funcionalizaciones hidroxi, halohidroxi o epoxipolienos (acetogeninas aciclicas) que a su
vez provienen del metabolismo del acido (Z,Z,Z)-hexadeca-4,7,10,13-tetraenoico.’* Un
intermedio clave que ha sido sugerido en la ruta a estos precursores lineales es el (2)-6,7-
ep6xido derivado que se muestra en la figura 2.5.1.'° Si partimos de este intermedio de
forma similar a la propuesta realizada por Braddock para el grupo de los obtusalenos,™
una apertura del epédxido por ataque nucleofilico de un anién cloruro daria un
hidroxicloruro con configuracion treo (Figura 2.5.1). Posteriormente, la formacion del ion
bromonio sobre el doble enlace en posiciones C-9/C-10, seguido por la ciclacion nos daria
dos posibles tetrahidrofuranos con cierre cis o trans, segun fuese un proceso endo 0 exo,
respectivamente. El siguiente paso implicaria una nueva bromacion electrofilica o
epoxidacion en las posiciones C-12/C-13 que evolucionarian con un ataque intramolecular
del oxigeno del tetrahidrofurano correspondiente, dando lugar a un intermedio oxonio que
puede fragmentarse para dar un bromuro o un alcohol alilico, o dar al 12-acetoxi-
marilzafurenino (18). El bromuro alilico, puede sufrir desplazamiento con agua a través de
una Sy2°, situando el alcohol en C-14. Finalmente una tercera bromacion electrofilica en
el grupo enino en C-1, induciria el ataque de agua en C-4 dando lugar a la unidad de
bromoaleno de los marilzafuralenos A-D (14-17).

Un punto esencial para nuestra propuesta biogenética referente a los
marilzabicicloalenos A-D, y al 12-epoxi-obtusaleno IV (1-5), es el equilibrio de conférmeros
en disolucién y las poblaciones de conféormeros predominantes, que presentan el

%355 Estos dos

obtusaleno Il y el obtusaleno IV (comentado en los antecedentes).
obtusalenos poseen el mismo nucleo tetrahidrofuranico, diferencidndose en la
configuracion absoluta en C-4 (4S para el obtusaleno Il y 4R para el obtusaleno 1V), y en
la unidad de bromo aleno (R y S, respectivamente). EIl origen biogenético de estos dos
obtusalenos se puede trazar desde el precursor lineal de la misma forma que en el caso
de los marilzafureninos (Figura 2.5.1)," con la diferencia de que cuando se produce la
tercera bromacién electrofilica en el enino, en vez de atacar el agua en C-4, quien actta

como nucledfilo es el hidroxilo en C-14, creandose simultdneamente el macrociclo y el
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terminal bromoaleno. Segun sea el ataque en una u otra cara del enino, da lugar al

obtusaleno Il o el IV.

)

cl //

‘
W
o

12-Acetoxi-marilzafurenino

l Br*/H,0
cl

Marilzafuraleno A MarilzafuralenoB  R=H Marilzafuraleno D
Marilzafuraleno C  R= CHj;

Figura 2.5.1. Propuesta biogenética para la formacion de los marilzafuralenos A-D y el 12-acetoxi-
marilzafurenino (14-18)
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De forma similar, a como Braddock plantea para la biogénesis de los obtusalenos
V-VII, nosotros proponemos que cuando los obtusalenos Il y IV presentan el contacto
transanular entre el oxigeno del éter del tetrahidrofurano y C-12 més cercano, puede tener
lugar la formacion de un ep6xido o un ion cloronio en la cara exo del doble enlace entre C-
12 y C-13. Estos intermedios pueden evolucionar para generar nuevamente un ion oxonio
pero ahora triciclico, por ataque del oxigeno del anillo del tetrahidrofurano via un proceso
exo. El atague nucleofilico de agua o cloruro en C-9 daria lugar al sistema de anillos
[5.5.1]biciclotridecano presente en los marilzabicicloalenos, con toda la estereoquimica

correctamente establecida (Figura 2.5.2).

R R H H
Conférmero Obtusaleno IV Conférmero  Conférmero Obtusalleno Il Conférmero
mayoritario l minoritario minoritario mayoritario

cl / lC'Z cl

OI/:.

Marilzabicicloaleno A, R = OH Marilzabicicloaleno D
Marilzabicicloaleno C, R=0OCH 3

Marilzabicicloaleno B

Figura 2.5.2. Propuesta biogenética para la formacion del 12-epoxi-obtusaleno IV (5) y los
marilzabicicloalenos A-D (1-4) a partir de los obtusalenos Il y IV.
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2.6. DATOS FiSICOS DE LOS METABOLITOS AISLADOS

2.6.1. Marilzabicicloaleno A (1)

Solido amorfo blanco.

[0]*°5=-126 (c 0.11, CHCly).

UV (MeOH) Amax = 202 nm (log £ 3.94).

DC (CH3CN) Apax= 220 nm (Ae -1.92).

IR (CHCI5) Vinax = 3365, 3055, 2951, 2902, 1958, 1428, 1372, 1141, 1074, 1027 cm™.
ESI-HRMS: para Ci5H,, "°Br,*ClOsNa, CisHy, *Br¥*Br®*ClO,Na, CysH,: °Bre!Bri’ClO,Na; [M
+ Na]" m/z 480.9358, 482.9375, 484.9342; a. r.: 56:100:82; (calc. 480.9393, 482.9372,
484.9343).

Datos de RMN *H (600 MHz) y RMN **C (150 MHz) en CDCl,

N°C 5°C (ppm) & 'H(ppm) Multiplicidad J (Hz)
1 74.1 6.05 dd 2.1,5.7
2 200.9
3 103.2 5.47 dd 5.5,5.7
4 81.1 4.33 dddd 1.8,2.1,55,11.3
5 38.7 B2.13 ddd 10.9, 11.3, 145
o 1.48 ddd 1.8,1.8,14.5
86.4 3.87 ddd 1.8,1.8,10.9
7 63.6 414 ddd 1.8,1.9,5.7
8 44.4 o 2.98 ddd 1.9, 7.4, 15.8
B 211 ddd 1.1,5.7,15.8
9 70.3 4.58 ddd 1.1,13,7.4
10 64.8 4.83 ddd 1.3,3.5, 4.0
11 41.7 a 2.59 ddd 1.3, 4.0, 15.3
B 231 ddd 3.5, 10.6, 15.3
12 84.2 3.71 ddd 1.3, 9.0, 10.6
13 74.7 3.26 dd 8.7,9.0
14 85.1 3.57 dd 6.2,8.7
15 20.6 1.35 (3H) d 6.2
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2.6.2. Marilzabicicloaleno B (2)

Solido amorfo blanco.

[a]?°, = +94 (c 0.13, CHCLy).
UV (MeOH) Amax = 202 nm (log £4.16).
DC (CH3CN) Amax = 219 nm (Ag +1.96).
IR (CHCI3) vimax = 3355, 3055, 2956, 2909, 1959, 1712, 1603, 1431, 1376, 1262, 1149,

1023, cm™.

ESI-HRMS: para CysH,; °Br,**ClO4Na, Ci5Hx "Bre'Br¥*ClO,Na, Ci5Ha1 °Bre'Br¥’ClO Na; [M
+ Na]" m/z 480.9378, 482.9382, 484.9413; a. r.: 26:59:47; (calc. 480.9393, 482.9372,

484.9343).

Datos de RMN *H (600 MHz) y RMN *C (150 MHz) en CDCl,

N°C 5°C (ppm) & 'H(ppm) Multiplicidad J (Hz)

1 73.9 6.03 dd 1.6, 5.7

2 201.0

3 102.8 5.42 dd 5.7,6.5

4 67.4 4.34 dddd 1.6, 4.7, 6.5, 10.9

5 37.8 B 2.09 ddd 4.7,10.8,13.7
o 1.68 ddd 1.8,10.9, 13.7

6 82.5 3.98 ddd 1.8,1.9,10.8

7 63.1 4.15 ddd 1.8,1.9,5.6

8 45.0 o 2.99 ddd 1.8,7.5,15.7
B2.16 dddd 0.8,0.8,5.6, 15.7

9 70.4 454 br d 75

10 64.9 4.86 br dd 35,42

11 40.7 a 2.53 ddd 1.3,4.2,15.2
B 2.26 ddd 3.5,11.2,15.2

12 82.2 3.78 ddd 1.3,8.8,11.2

13 76.0 3.48 m

14 79.1 3.68 dd 6.6, 8.8

15 18.1 1.42 (3H) d 6.6

98



Estudio de Metabolitos Secundarios de Rhodophytas y P haeophytas Tesis doctoral

2.6.3. Marilzabicicloaleno C (3)

Sélido amorfo blanco.

[a]?®, = -50 (c 0.03, CHCIy).

UV (MeOH) Amax = 203 nm (log £3.97).

DC (CHsCN) Apax = 220 nm (Ag -7.72).

IR (CHCIgi) Vmax = 3442, 3059, 2925, 1959, 1731, 1648, 1433, 1372, 1259, 1141, 1086,
1045 cm™.

ESI-HRMS: para CyH,3"°Br,**ClO4Na, Ci6Has*Bre'Br¥®ClO,Na, Ci6Has"°Bre'Bré¥’ClO Na; [M
+ Na]" m/z 494.9570, 496.9541, 498.9563; a. r.: 22:53:37; (calc. 494.9549, 496.9529,
498.9499).

Datos de RMN *H (600 MHz) y RMN **C (150 MHz) en CDCl,

N°C 5°C (ppm) & 'H(ppm) Multiplicidad J (Hz)
1 74.1 6.05 dd 2.1,5.6
2 200.9
3 103.2 5.47 dd 5.5,5.6
4 81.1 4.33 dddd 2.0,2.1,55,11.3
5 38.7 B2.13 ddd 10.9, 11.3, 14.8
o 1.49 ddd 1.7, 2.0, 14.8
86.7 3.89 ddd 1.7, 1.9, 10.9
7 63.9 4.18 ddd 1.8,1.9,5.7
8 40.4 a 2.90 ddd 1.8,7.1,16.0
B2.17 ddd 1.1,5.7,16.0
9 79.0 4.06 ddd 1.0,1.1,7.1
10 61.0 4.85 ddd 1.0,3.3,4.1
11 42.2 a 2.59 ddd 1.4,4.1,15.1
B 2.27 ddd 3.3,10.0,15.1
12 84.5 3.74 ddd 1.4, 9.9, 10.0
13 74.7 3.26 dd 9.0,9.9
14 85.1 3.57 dd 6.2, 9.0
15 20.6 1.35 (3H) d 6.2
CH;0- 56.1 3.37 (3H)
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2.6.4. Marilzabicicloaleno D (4)

Solido amorfo blanco.

[a]?®, = -28 (c 0.05, CHCIy).

UV (MeOH) Amax = 202 nm (log £ 3.55).
DC (CH3CN) Apax = 219 nm (Ag -2.92).

IR (CHCls) Vinax = 2930, 2859, 1957, 1730, 1445, 1414, 1355, 1293, 1139, 1025 cm™.

ESI-HRMS: para C15H197gBr235C|302Na, C15H197gBr235C|237C|02Na,

Ci15H16°Br*'Br**Cl,*'CIO;Na; [M + Na]* m/z 516.8801, 518.8710, 520.8683; a. r.:

36:95:100; (calc. 516.8715, 518.8686, 520.6365).

Datos de RMN *H (600 MHz) y RMN *3C (150 MHz) en CDCl,

N°C 5°C (ppm) & 'H(ppm) Multiplicidad J (Hz)
1 74.3 6.07 dd 2.1,5.6
2 201.0
3 102.7 5.43 dd 5.5,5.6
4 81.1 4.35 dddd 2.1,2.1,55,11.2
5 38.3 B 2.18 ddd 11.2,11.2,14.7
o152 ddd 1.7,2.1,14.7
86.2 3.93 ddd 1.7,1.9,11.2
7 63.4 4.06 ddd 1.9,1.9,5.4
8 45.2 a 3.24 ddd 1.9, 7.8, 16.4
B 2.62 dddd 1.1,1.1,54,16.4
9 60.1 5.01 ddd 1.1,1.1,7.8
10 62.9 4.96 ddd 1.1,3.2,4.2
11 44.1 0 2.78 ddd 1.2,4.2,15.1
B2.35 ddd 3.2,10.5, 15.1
12 84.3 3.96 ddd 1.2,9.8,10.5
13 63.0 3.51 dd 9.8,9.8
14 85.1 3.75 dd 6.2,9.8
15 22.4 1.46 (3H) d 6.2
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2.6.5. 12-Epoxi-obtusaleno 1V (5)

Sélido cristalino.

Punto de fusion: 143-145 °C.

[0]*°p= +53 (¢ 0.12, CHCIs).

UV (MeOH) Amax = 204 nm (log £4.43).

IR (CHCI5) vinax = 3060, 2958, 2927, 2861, 1959, 1380, 1265, 1122, 1076, 1032 cm™.
ESI-FTICR: para C15H197gB|’235C|03Na, C15H197gBrslBr35C|03Na, C15H19818r235C|03Na; [M +
Na]* m/z 462.9285, 464.9262, 466.9241; a. r.: 23:43:34; (calc. 462.9287, 464.9267,

466.9246).

Datos de RMN *H (500 MHz) y RMN *3C (125 MHz) en CDCl,

N° C 5°C (ppm) & 'H(ppm) Multiplicidad J (Hz)
1 74.1 6.04 dd 1.7,5.7
2 201.1
3 103.4 5.37 dd 5.7,6.4
4 66.4 4.45 dddd 1.7, 1.8, 6.4, 11.0
5 37.7 B 1.89 ddd 1.8,10.8,13.8
al74 ddd 1.9,11.0, 13.8
79.2 4.27 ddd 1.8,1.9,10.8
7 62.1 4.41 br dd 1.8, 4.4
8 39.0 B 2.50 dd 6.5, 14.4
o 2.43 ddd 44,95, 14.4
9 77.8 4.76 ddd 5.9, 6.5, 9.5
10 46.9 4.50 ddd 29,59, 12.7
11 35.8 B 2.64 dd 2.9, 15.0
o 1.89 ddd 8.7,12.7,15.0
12 53.9 3.18 dd 2.1,87
13 61.6 3.03 dd 2.1,34
14 72.2 4.54 dd 34,71
15 10.2 1.08 (3H) d 7.1
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2.6.6. 12-Epoxi-obtusaleno 1VB (6)

Solido amorfo blanco.

[a]?°, = + 127 (c 0.12, CHCLy).

UV (MeOH) Amax = 203 nm (log £ 3.59).
IR (CHCls) Vinax = 3442, 2973, 2930, 1958, 1729, 1377, 1265, 1129, 1087, 1044 cm™.
ESI-HRMS: para CysHyo"°Br,**ClOsNa, Ci5His°Bre'Br¥®ClOsNa, Ci5H16®'Br,*°>CIO;Na,
Ci15H16*'Br,*'CIOsNa; [M + Na]* m/z 462.9291, 464.9272, 466.9248, 468.9232; a. r.:

45:100:100:15; (calc. 462.9287, 464.9267, 466.9246, 468.9217).

Datos de RMN *H (600 MHz) y RMN *C (150 MHz) en CDCl,

N°C 5°C (ppm) & 'H(ppm) Multiplicidad J (Hz)

1 73.9 6.04 dd 1.0, 5.6

2 200.6

3 103.8 5.40 dd 5.7,5.8

4 67.9 452 m

5 37.3 B 2.02 ddd 2.3,11.2,14.9
a 1.75 ddd 25,115,149

6 775 4.47 m

7 62.5 4.56 m

8 41.9 2.94 dt 6.5, 14.8

2.53 ddd 1.0, 8.0, 14.8

9 79.1 457 m

10 52.8 4.29 m

11 35.7 B2.72 ddd 7.1,8.9,15.1
o 1.97 dd 6.1,15.1

12 57.3 3.28 m

13 61.2 3.29 m

14 77.3 3.29 m

15 18.2 1.45 (3H) d 6.1
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Datos de RMN *H (600 MHz) y RMN *3C (150 MHz) en C¢Ds

N° C 5°C (ppm) & 'H(ppm) Multiplicidad J (Hz)
1 74.0 5.60 dd 1.1,5.9
2 200.8
3 104.4 5.02 dd 5.9, 6.7
4 68.0 4.22 dddd 1.1,3.1,6.7,11.5
5 37.5 B1.91 ddd 3.1,10.4, 13.7
o 1.44 ddd 35,115, 13.7
77.6 4.05 dt 3.5,10.4
62.8 3.86 br d 3.5,6.2
8 41.8 2.32 ddd 5.9, 6.2, 14.7
2.06 dd 7.8,14.7
9 79.0 3.93 m
10 53.3 3.48 dd 2.3,8.7
11 35.9 a2.22 ddd 3.1,8.7,15.0
B 1.54 dd 6.3, 15.0
12 56.9 3.06 ddd 1.9,3.1,6.3
13 60.9 2.90 dd 1.9, 8.7
14 77.4 3.24 dd 6.8, 8.7
15 18.2 1.30 (3H) d 6.8
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2.6.7. Bromopropargilo del 12-epoxi-obtusaleno IV ( 7)

Sélido cristalino.

Punto de fusion: 120-122 °C

[a]*b=-5 (c 0.1, CHClIy).

UV (MeOH) Amax = 202 nm (log £4.06).

IR (CHCl3) Vinax = 3289, 2854, 2117, 1732, 1570, 1450, 1384, 1261, 1092, 1029 cm™.
ESI-HRMS: para CisHis °Br¥*Br*ClO;Na; [M + Na]* m/z 464.9275; (calc. 464.9267).

Datos de RMN *H (600 MHz) y RMN **C (150 MHz) en CDCl,

N°C 5°C (ppm) & 'H(ppm) Multiplicidad J (Hz)
1 77.0 2.68 s
2 79.2
3 37.7 4.42 d 39
4 71.0 4.06 ddd 1.8,3.9,11.2
5 31.9 B 2.31 ddd 1.8,10.8, 14.0
o 1.92 ddd 1.8,11.2,14.0
78.9 4.23 ddd 1.8,1.8,10.8
7 62.1 4.44 br dd 1.8,45
8 38.9 B 251 dd 6.8, 14.4
o 2.43 ddd 45,9.7,14.4
9 77.9 4.80 ddd 5.8, 6.8,9.7
10 46.8 4.49 ddd 2.9,5.8,12.6
11 35.5 B 2.63 dd 2.9,14.9
o 1.88 ddd 8.7,12.6,14.9
12 54.1 3.14 dd 2.1,87
13 61.1 3.05 dd 2.1,35
14 72.5 4.59 dd 35,71
15 10.1 1.09 (3H) d 7.1
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2.6.8. 1-Metoxi-12-epoxi-obtusaleno IV (8)

Sélido amorfo blanco.

[a]?®, = +63 (c 0.10, CHCI5).

UV (MeOH) Amax = 204 nm (log £ 3.93).

IR (CHCl3) Vinax = 3475, 2953, 2925, 2855, 1721, 1658, 1446, 1382, 1278, 1168, 1094,
1027 cm™.

ESI-HRMS: para CyH,, °Br¥*ClOsNa, Ci6H,, °BrP’ClOsNa; [M + Na]* m/z 431.0257,
433.0280; a. r.: 33:42; (calc. 431.0237, 433.0207).

Datos de RMN *H (600 MHz) y RMN **C (150 MHz) en CDCl,

N° C 5°C (ppm) & 'H(ppm) Multiplicidad J (Hz)

1 167.0

2 120.2 6.10 dd 1.8, 15.5

3 150.2 6.94 dd 4.0,155

4 67.9 4.45 dddd 1.8,1.8,4.0,11.2

5 37.3 B 1.89 ddd 1.8, 10.8, 14.0
o 1.58 ddd 1.8,11.2,14.0

79.0 4.30 ddd 1.8,1.8,10.8

7 62.0 4.42 br dd 1.8,4.5

8 39.0 B 2.52 dd 6.8, 14.4
o 2.45 ddd 45,97, 14.4

9 77.3 4.78 ddd 5.8, 6.8, 9.7

10 46.8 451 ddd 2.9,5.8,12.6

11 35.7 B 2.65 dd 2.9,14.9
al9l ddd 8.7,12.6, 14.9

12 54.0 3.17 dd 21,87

13 61.6 3.08 dd 2.1,35

14 72.0 4.59 dd 35,7.1

15 10.0 0.99 (3H) d 7.1

CH30- 51.8 3.75 (3H)
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2.6.9. Clorohidrina del 1-metoxi-12-epoxi-obtusalen o IV (9)

Solido amorfo blanco.

[a]?®, = +9 (c 0.06, CHCIy).

UV (MeOH) Amax = 203 nm (log £3.32).

IR (CHCls) Vinax = 3443, 2919, 2850, 1721, 1656, 1438, 1349, 1278, 1168, 1087 cm™.
ESI-HRMS: para CyH,3"°Br¥®Cl,0sNa, Ci6Ha'Br*>Cl,0sNa, CygH,3"°Br*CIP’ClOsNa,
CisHa2s""Br¥’Cl,0sNa; [M + Na]* m/z 467.0000, 468.9984, 468.9984, 470.9964; a. .
64:100:100:49; (calc. 467.0004, 468.9983, 468.9974, 470.9945).

Datos de RMN *H (600 MHz) y RMN *3C (150 MHz) en CDCl,

N°C 5°C (ppm) & 'H(ppm) Multiplicidad J (Hz)
1 166.4
2 121.8 6.05 dd 1.3,15.8
3 148.8 7.10 dd 6.2, 15.8
4 70.7 455 dddd 1.3,2.5,6.2,9.4
5 36.0 B 2.16 ddd 2.5,11.1, 145
a 1.60 ddd 2.6,9.4, 145
76.9 4.22 ddd 2.6,3.5,11.1
7 60.8 4.48 br dd 3.5,6.1
8 405 2.56 ddd 6.1,9.1, 14.4
2.39 dd 6.7, 14.4
9 76.3 4.65 ddd 45,6.7,9.1
10 475 451 ddd 24,45, 11.7
11 43.9 o 2.67 ddd 1.1,11.7,15.5
B 2.57 ddd 2.4,9.6,15.5
12 62.4 4.80 br dd 4.0,9.6
13 76.7 3.77 dd 3.4, 4.0
14 74.5 4.19 dd 3.4,6.9
15 11.6, 1.21 (3H) d 6.9
CH30- 51.8 3.76 (3H) s
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2.6.10. Obtusaleno X (10)

Sélido amorfo blanco.

[a]?®, = +20 (c 0.29, CHCLy).

UV (MeOH) Amax = 204 nm (log £4.04).
IR (CHCls) Vinax = 3455, 3057, 2926, 1957, 1380, 1261, 1186, 1145, 1073, 1030 cm™.
ESI-HRMS: para CysH,0"°Br,*' Br¥®CIO;Na, CysH,o °Br,*'Br¥’CIO;Na,
Ci5H20°Br?'Br,*’ClO;sNa; [M + Na]* m/z 544.8540, 546.8513, 548.8574; a. r.: 34:42:24;
(calc. 544.8528, 546.8499, 548.8478).

Datos de RMN *H (600 MHz) y RMN **C (150 MHz) de los conférmeros en CDCl;

Obtusaleno X (10a)

Obtusaleno X (10b)

N°C &5C (ppm) &'H(ppm) Mult. J (Hz) &°C (ppm) &'H(ppm)  Mult. J (Hz)
1 735 6.03 brd 5.6 735 [a] 735
2 202.2 202.1
3 99.9 5.74 dd 5.6,8.9 100.2 5.70 dd 5.6, 8.7
4 70.4 4.55 m 70.2 [a]
5 35.3 B2.37 ddd 1.8,12.0,14.4 354 2.33 ddd 2.0, 12.3,14.3
al.72 ddd 3.8,7.3,14.4 [a]
6 76.4 4.39 ddd 3.8,4.8,12.0 [a] 4.37 br dd 35,123
7 59.7 4.58 m 59.9 [a]
8 41.1 a 2.54 m 41.3 [a]
B226 brdd 57,137 2.25 brdd 5.6,13.6
9 74.2 4.49 m 74.6 [a]
10 48.6 4.46 m 48.2 4.44 m
11 43.6 a2.87 brdd 121,155 43.0 a275 brdd 118,153
B 2.65 ddd 2.3,9.3,15.5 B 2.50 ddd 2.0, 8.9, 15.3
12 58.1 4.59 m 63.5 4.55 m
13 76.5 3.69 dd 3.3,6.1 [a] 3.72 dd 3.7,6.1
14 73.0 4.18 dd 3.3,6.5 72.6 4.16 dd 3.7,6.6
15 13.1 136 (3H) d 6.5 127 134(@3H) d 6.6

[a] Sefial superpuesta con la del conférmero 10a.
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Datos de RMN *H (600 MHz) y RMN *3C (150 MHz) de los conférmeros en CgsDs

10a 10b
N°C &C (ppm) &'H(ppm) Mult. J (Hz) &°C (ppm) &'H(ppm) Mult. J (Hz)
1 72.5 5.57 br d 5.7 [a] [a]
2b
3 100.0 5.22 dd 5.7,8.8 100.2 5.20 dd 5.6, 8.7
4 69.8 4.10 m [a] [a]
5 34.7 B2.02 m [a] [a]
all9 m [al
6 75.6 3.66 m [a] [a]
7 59.1 3.82 br d 7.2 59.2 3.80 br d 8.3
8 40.5 a 2.00 m [a] [a]
B1.70 ddd 52, 89,143 B166 ddd 5.2,9.4,6 138
9 73.3 3.97 ddd 2.6,5.4,8.9 73.7 3.95 ddd 3.3,5.7,9.4
10 48.7 4.13 m 48.4 4.09 m
11 43.4 247 (2H) m 43.0 233(2H) m
12 58.5 4.28 ddd 2.4,6.2,8.2 63.6 4.24 ddd 2.4,7.3,95
13 76.3 3.21 dd 4.0,6.2 [a] 3.24 dd 41,73
14 72.1 3.66 m 72.3 3.69 m
15 12.7 1.33(BH) m 12.5 1.32(BH) m

[a] Sefial superpuesta con la del conférmero 10a. ° Sefial no observada.

Datos de RMN *H (500 MHz) y RMN *3C (125 MHz) de los conférmeros en CD;OD

10a 10b
N°C &'°C (ppm) &'H(ppm) Mult. J (Hz) & °C (ppm) & 'H (ppm) Mult. J (Hz)
1 72.7 6.31 br dd 5.7 [a] [a]
2b
3 100.7 5.71 dd 5.4,5.7 100.8 5.69 dd 5.4,5.7
4 69.2 4,54 m [a] [a]
5 35.4 B2.17 m [a] 2.14 m
a1.73 ddd 3.2, 8.6, 14.5 [a] [a]
6 76.6 4.35 ddd 3.2, 4.0,10.9 [a] 432 ddd 3.2,3.9 11.0
7 60.8 4.63 m [a] [a]
8 40.3 a2.64 dddd 1.9,6.8,8.8,14.3 [a] 261 m
p2.31 dddd 1.0,3.8,6.3,14.3 [q] [a]
9 75.6 4.60 m 74.6 [a]
10 48.6 4.61 m [a] 4.58 m
11 44.2 @292 ddd 1.2,12.7,156 434 282 ddd 1.2,11.7,15.2
B259 ddd 21,99 156 244 ddd 2397 152
12 55.0 4.67 ddd  1.2,4.9,9.9 60.8 4.62 m
13 76.6 3.70 dd 3.3,4.9 [a] 3.77 dd 3.4,45
14 74.3 4.17 dd 3.3,6.7 74.5 4.14 dd 3.4,6.8
15 114 136(3H) d 6.7 11.1 1.34 (3H) d 6.8

[a] Sefial superpuesta con la del conférmero 10a. ° Sefial no observada.
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2.6.11. Marilzaleno (11)

Sélido amorfo blanco.

[a]?®,= +77 (c 0.11, CHCLy).

UV (MeOH) Amax = 202 nm (log £ 3.97).

IR (CHCI5) vinax = 3421, 3022, 2926, 2854, 1958, 1720, 1646, 1451, 1378, 1190, 1093,
1064, 1042, 1011 cm™.

ESI-HRMS: para CisHzo °Br¥*ClO,Na, CyisHx0®'Bri®*ClO,Na, CisHao  Bri’ClO,Na; [M + Na]*
m/z 369.0234, 371.0215, 373.0193; a. r.: 27:100:78; (calc. 369.0233, 371.0212,
373.0183).

Datos de RMN *H (600 MHz) y RMN **C (150 MHz) en CDCl,

N°C 5°C (ppm) & 'H(ppm) Multiplicidad J (Hz)

1 75.3 6.15 dd 2.2,5.4

2 200.2

3 105.1 5.51 dd 5.3,5.4

4 65.6 4.47 dddd 2.2,29,5.3,9.8

5 41.6 B2.14 ddd 2.9,10.6, 14.5
o 1.47 ddd 2.3,9.8,14.5

75.3 4.25 ddd 2.3,2.5,10.6

7 66.5 3.95 ddd 2.5,5.2,11.3

8 34.6 B 2.96 ddd 11.2,11.3,11.9
a2.53 ddd 5.2,6.3,11.9

9 128.5 5.69 ddd 6.3,9.7,11.2

10 131.2 5.93 ddd 7.1,84,9.7

11 35.0 B2.48 ddd 7.1,8.9,14.4
o 2.16 ddd 1.7, 8.4, 14.4

12 81.6 3.97 ddd 1.7, 6.6, 8.9

13 132.2 5.56 ddd 1.8, 6.6, 15.4

14 126.5 5.71 dd 6.4,15.4

15 17.8 1.68 dd 1.8, 6.4
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Datos de RMN *H (600 MHz) y RMN *3C (150 MHz) en piridina-ds.

N°C 5°C (ppm)  &'H(ppm) Multiplicidad J (Hz)

1 74.8 6.47 dd 1.8,5.9

2 201.1

3 107.0 5.81 dd 5.9,5.9

4 65.8 4.86 dddd 1.8,25,5.9,10.8

5 43.1 B 2.40 ddd 2.5,10.4, 14.0
o 1.86 ddd 2.1,10.8, 14.0

76.1 4.65 ddd 2.1,2.1,10.4

7 68.2 4.18 ddd 2.1,47,11.4

8 35.6 B 3.15 ddd 10.9,11.4,11.9
o 2.55 ddd 4,7,5.5,11.9

9 129.2 5.66 ddd 5.5, 10.1, 10.9

10 131.8 5.86 ddd 7.2,8.5,10.1

11 35.7 B 2.50 ddd 7.2,9.3,14.1
a2.14 br dd 85,141

12 81.8 4.27 br dd 5.6, 9.3

13 133.7 5.61 ddd 1.1,5.6, 15.5

14 125.7 5.69 dd 6.3, 15.5

15 18.1 1.54 dd 1.1,6.3
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2.6.12. (+)-4R-Acetoxi-marilzaleno (12)

Sélido cristalino.

Punto de fusion: 94-96 °C.

[0]*°b = +89 (c 0.06, CHCIs).

UV (MeOH) Amax = 201 nm (log £3.97).

IR (CHCls) Vinax = 3023, 2928, 2855, 1962, 1743, 1641, 1450, 1370, 1232, 1106, 1057,
1019 cm™.

ESI-HRMS: para Cy;H,,"°Br¥®ClO;Na, Cy7H,,"°Br¥’ClOsNa, C17H», ' Bri’ClOsNa; [M + NaJ*
m/z 411.0334, 413.0298, 415.0358; a. r.: 85:100:39; (calc. 411.0339, 413.0309,
415.0289).

Datos de RMN *H (500 MHz) y RMN **C (125 MHz) en CDCl,

N° C 5°C (ppm) & 'H(ppm) Multiplicidad J (Hz)
1 75.0 6.09 dd 2.0,5.3
2 201.4
3 100.6 5.46 m
4 67.4 5.45 dddd 2.0,2.0,4.7,9.3
5 39.1 B2.18 ddd 2.0,10.2, 15.0
al71 ddd 2.3,9.3,15.0
75.1 3.97 ddd 2.3,2.3,10.2
7 65.9 3.94 ddd 2.3,4.9,11.9
8 34.5 B 2.97 ddd 9.9,11.9,12.7
o 2.54 ddd 4.9,6.9,12.7
9 128.5 5.69 ddd 6.9, 9.9, 10.4
10 131.2 5.90 ddd 7.0, 8.3,10.4
11 34.8 B2.48 ddd 7.0,9.6,14.4
a 2.15 ddd 1.8,8.3,14.4
12 82.1 3.63 dddd 1.1,1.8,6.9, 9.6
13 131.6 5.54 ddd 1.6, 6.9, 15.4
14 127.3 5.72 ddd 1.1, 6.5, 15.4
15 17.9 1.69 (3H) dd 1.6, 6.5
CO (Ac) 170.0
CHjs (Ac) 21.1 2.09 (3H) s
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2.6.13. (-)-4-Acetoxi-marilzaleno (13)

Solido amorfo blanco.
[a]*®, = -58 (c 0.08, CHCIy).
UV (MeOH) Amax = 202 nm (log £ 3.99).

IR (CHCI5) vinax = 2961, 2926, 2856, 1950, 1731, 1634, 1534, 1380, 1266, 1238, 1077,
1019, 1011 cm™.

ESI-HRMS: para Cy;H,,*'Br®*CIO;Na, [M + Na]* m/z 413.2685, (calc. 413.0318).

Datos de RMN *H (600 MHz) y RMN *3C (150 MHz) en CDCl,

N° C 5°C (ppm) & 'H(ppm) Multiplicidad J (Hz)
1 74.9, 6.10 dd 1.9,5.6
2 202.4
3 99.5 5.58 dd 5.5,5.6
4 67.7 5.40 dddd 1.9, 4.6, 5.5, 8.8
5 38.3 B 2.20 ddd 4.6,9.3,14.1
o 1.87 ddd 35,8.8,14.1
73.8 3.96 ddd 25,35,9.3
65.6 3.99 ddd 2.5,4.8,11.3
8 34.4 B 2.96 ddd 9.9,11.3,12.3
o 2.53 ddd 4.8,6.5,12.3
9 128.6 5.69 ddd 6.5, 9.9, 10.3
10 131.0 5.91 ddd 7.1,8.3,10.3
11 34.8 B2.48 ddd 7.1,89,14.3
a2.17 ddd 1.6, 8.3, 14.3
12 81.7 3.76 dddd 1.6, 1.6, 6.3, 8.9
13 131.7 5.54 ddd 2.3,6.3,15.4
14 126.8 5.72 ddd 1.6, 6.5, 15.4
15 17.8 1.70 (3H) dd 2.3,6.5
CO (Ac) 170.0
CHjs (Ac) 21.0 2.06 (3H) s
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2.6.14. Marilzafuraleno A (14)

Tesis doctoral

Solido amorfo blanco.

[a]?®, = +32 (c 0.06, CHCI5).

UV (MeOH) Amax = 205 nm (log £3.58).

IR (CHCls) Vimax = 3439, 2928, 1962, 1729, 1684, 1663, 1447, 1368, 1263, 1072 cm™.

ESI-HRMS: m/z 462.9298, 464.9296, 466.9330 [M + Na]*; 38:100:42; (calc. para

CisH19°Br,*°ClOzNa 462.9287, CisHio " BriiBr®ClOzNa 464.9267, CisH1o2 Br,>>ClO;Na

466.9246).

Datos de RMN *H (600 MHz) y RMN **C (150 MHz) en CDCl,

N° C 5°C (ppm) & 'H(ppm) Multiplicidad J (Hz)
1 74.9 6.13 dd 2.2,5.6
2 200.6
3 104.1 5.52 dd 5.6, 5.6
4 66.4 4.56 ddd 3.6,5.6,8.2
5 38.3 b2.13 ddd 3.6,8.8,14.4
a1.88 ddd 3.6,8.2,14.4
6 80.0 4.48 ddd 3.0,36,8.8
63.2 455 ddd 0.8,3.0,4.8
40.9 o 2.55 ddd 4.8,9.6,13.9
B2.42 ddd 0.8,6.2,13.9
9 79.1 4.46 ddd 3.0,6.2,9.6
10 55.6 4.10 ddd 3.0,5.2,85
11 38.5 2.90 (2H) m
12 143.2 6.83 ddd 7.0,7.0,15.9
13 133.4 6.18 ddd 1.4,1.4,15.9
14 198.5
15 27.3 2.28 (3H) s
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2.6.15. Marilzafuraleno B (15)

Sélido amorfo blanco.

[a]?®, = +60 (c 0.10, CHCI5).

UV (MeOH) Amax = 203 nm (log £ 3.49).

IR (CHCls) Vinax = 3413, 2965, 1962, 1724, 1634, 1444, 1376, 1266, 1194, 1065,cm™.
ESI-HRMS: m/z 464.9453, 466.9432, 468.9418, 470.9395 [M + Na]"; a. r.: 46:100:71:15;
(calc. para CisHz,"°Br,**ClOsNa 464.9444, CysH,, °Br¥*Br’°>ClO;Na 466.9423,
C15H2:*'Br,*CIO;Na 468.9403, Ci5Hx%'Br,*’ClOsNa 470.9373).

Cl OH
15 \ ; H
X (o
H
OH Br|-I C
>\'1"Br
H

Datos de RMN *H (600 MHz) y RMN *C (150 MHz) en CDCl,

N°C 5°C (ppm) & 'H(ppm) Multiplicidad J (Hz)

1 74.8 6.13 dd 2.2,5.7

2 200.6

3 104.1 5.52 dd 5.5,5.7

4 66.5 457 ddd 3.6,55,7.7

5 38.1 2.15 ddd 3.6,9.1,145
1.86 ddd 3.5,7.7,145

6 79.7 4.46 ddd 3.3,35,0.1

7 63.3 453 ddd 0.8,3.3,4.8

8 40.7 o 2.52 ddd 4.8,9.6,13.9
B 2.39 ddd 0.8,6.2,13.9

9 79.1 4.47 dddd 3.1,6.2,9.6

10 57.3 4.06 ddd 3.1,5.7,7.9

11 38.5 2.70 (2H) m

12 126.2 5.72 ddd 6.4,7.0,15.6

13 137.6 5.65 br dd 6.1, 15.6

14 68.5 4.30 dd 6.1, 6.3

15 23.4 1.28 (3H) d 6.3
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2.6.16. Marilzafuraleno C (16)

H
OMe Br

Datos de RMN *H (600 MHz) y RMN *3C (150 MHz) en CDCl,

N°C &°C (ppm) & 'H (ppm) Multiplicidad J (Hz)
1 74.8 6.13 ddd 1.5,2.2,5.6
2 200.8
3 104.2 5.53 dd 5.6, 5.6
4 66.6 457 ddd 3.4,5.6,8.0
5 38.2 2.14 ddd 3.4,87,14.0
1.87 ddd 3.1,8.0,14.0
6 79.8 4.46 ddd 25,3.1,87
63.4 454 ddd 25,3.4,45
40.9 o 2.52 ddd 45,89, 14.1
B 2.39 ddd 3.4,6.3,14.1
9 79.1 4.47 ddd 3.4,6.3,8.9
10 57.9 4.03 ddd 3.4,4.6,8.6
11 38.4 2.71 (2H) m
12 128.5 5.67 ddd 7.0,7.2,155
13 135.8 5.48 dddd 1.5,1.5,6.8,15.5
14 77.7 3.72 dd 6.5, 6.8
15 21.3 1.24 (3H) d 6.5
CH30- 56.0 3.28 (3H) s
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2.6.17. Marilzafuraleno D (17)

Sélido amorfo blanco.

[a]?®, = +22 (c 0.08, CHCLy).

UV (MeOH) Amax = 203 nm (log £ 3.49).

IR (CHCls) Vinax = 3413, 2965, 1962, 1724, 1634, 1444, 1376, 1266, 1194, 1065 cm™.
ESI-HRMS: m/z 464.9445, 466.9428, 468.9416, 470.9414 [M + NaJ"; a. r.: 49:100:74:12;
(calc. para CisHz,°Br,**ClOsNa, 464.9445, CisH,: "*Bre'Br*°ClO;Na, 466.9423,
C15H2:.*'BrBr¥’ClO;Na, 468.9394, Cy5H,,*'Br,* ClOsNa, 470.9374).

Datos de RMN *H (600 MHz) y RMN *C (150 MHz) en CDCl,

N°C 5°C (ppm) & 'H(ppm) Multiplicidad J (Hz)

1 74.8 6.12 dd 2.1,5.6

2 200.6

3 104.1 5.52 dd 5.6, 5.6

4 66.6 457 ddd 3.7,5.6,7.8

5 38.2 b 2.15 ddd 37,89, 14.3
a1.87 ddd 3.6,7.8,14.3

6 79.8 4.41 ddd 3.4,3.6,8.9

7 63.4 4.54 dd 34,45

8 41.1 a 2.56 ddd 45,95,13.9
B 2.40 dd 6.2,13.9

9 80.0 4.41 ddd 2.8,6.2,95

10 56.2 4.35 ddd 2.8,2.8,11.3

11 43.1 2.09 ddd 3.4,11.3,15.0

1.91 ddd 2.8,8.9, 15.0

12 70.4 4.42 ddd 3.4,3.4,89

13 133.3 5.54 dd 1.4,6.7,15.2

14 127.5 5.74 dq 6.4, 15.2

15 17.7 1.70 (3H) d 6.4
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Datos de RMN *H (600 MHz) y RMN **C (150 MHz) en C4Ds

N°C 5°C (ppm) & 'H (ppm) Multiplicidad J (Hz)
1 74.1 5.66 dd 2.1,5.7
2 200.4
3 104.5 5.00 dd 5.7,5.7
4 66.1 4.22 m
5 38.5 1.98 m
1.56 m
6 79.4 4.15 ddd 3.0,3.3,87
7 63.6 3.84 dd 2.7,4.4
8 40.7 2.02 m
1.83 m
9 79.8 4.13 ddd 3.0,6.3,9.6
10 56.6 4.25 m
11 43.3 1.98 m
1.64 m
12 79.4 4.27 m
13 133.3 5.29 m
14 125.7 5.39 m
15 17.7 1.47 (3H) d 6.3
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2.6.18. 12-Acetoxi-marilzafurenino (18)

Sélido amorfo blanco.
[0]*°=-13 (c 0.07, CHCly).
UV (MeOH) Amax = 225 nm (log £2.79).
IR (CHCls) Vinax = 3293, 2926, 2326, 1960, 1733, 1645, 1378, 1259, 1188, 1050 cm™.
ESI-HRMS: m/z 411.0332, 413.0320, 415.0298 [M + NaJ*; a. r.: 77:100:26; (calc. para
C17H2,"°Br*>ClOsNa 411.0339, C1/H,*'Br*°>ClOsNa 413.0318 y Cy;H,,"°Br¥’ClO;Na
413.0309, Cy7H,,*'Br¥’ClO;Na, 415.0289).

Datos de RMN *H (600 MHz) y RMN *3C (150 MHz) en CDCl,

N°C &°C (ppm) & 'H (ppm) Multiplicidad J (Hz)

1 77.0 2.84 br d 1.7

2 82.0

3 111.9 5.64 dd 1.7,16.1

4 140.7 6.20 ddd 7.4,7.4,16.1

5 35.0 b 2.60 ddd 6.8, 7.4, 14.7
a2.50 ddd 6.8,7.4,14.7

6 82.1 4.19 ddd 2.8,6.8,6.8

7 62.3 4.49 dd 2.8,4.8

8 41.0 o 2.56 ddd 4.8,9.8,13.9
B 2.38 dd 6.1, 13.9

9 79.6 4.39 ddd 25,6.1,9.8

10 54.8 4.05 ddd 2.5,3.1,10.7

11 40.8 2.22 ddd 3.3,10.7,14.3

2.17 ddd 3.1,9.8, 14.3

12 72.8 5.48 ddd 3.0,33,7.1

13 128.7 5.43 ddd 2.3,6.3,15.1

14 130.0 5.80 dq 6.5, 15.1

15 17.8 1.69 (3H) br d 6.5

CO (Ac) 170.2
CHjs (Ac) 21.3 2.05 (3H) s
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2.6.19. Z-Adrienino (19)

Sélido amorfo blanco.

[a]?®, = -4 (c 0.11, CHCIs).

UV (MeOH) Amax = 225 nm (log £3.59).

IR (CHCl3) vinax = 3440, 3298, 2934, 2300, 1828, 1728, 1606, 1443, 1385, 1267, 1189,
1095 cm™.

ESI-HRMS: para CysH,; °Br¥*Cl,0Na, Cy5H,:*'Br*°Cl,ONa, C15Hx °Br*’Cl,ONa; [M + NaJ*
m/z 389.0082, 391.0040, 392.9998; a. r.: 26:38:17; (calc. 389.0051, 391.0030, 392.9992).

treo treo
) N
Br CI Cl OH

15

A\

Datos de RMN *H (600 MHz) y RMN **C (150 MHz) en CDCl,

N°C 5°C (ppm) & 'H(ppm) Multiplicidad J (Hz)
1 82.6 3.18 dd 0.7,2.3
2 80.0
3 111.2 5.65 dd 2.3,10.8
4 140.2 6.14 dddd 0.7,7.3,7.3,10.8
5 35.6 2.73 m
2.66 m
6 72.4 3.84 ddd 3.6,5.1,7.8
7 67.1 3.99 ddd 3.6, 5.6, 9.0
8 33.1 2.74 m
2.66 m
9 128.4 5.68 m?
10 127.9 5.62 m?
11 34.1 2.84 ddd 5.6,7.7,15.1
2.62 m
12 64.3 4.06 ddd 2.6,5.6,8.3
13 61.0 4.15 ddd 2.6,4.4,95
14 28.8 2.06 dd 4.4,7.3,14.3
1.98 7.3,9.5,14.3
15 12.6 1.10 (3H) dd 7.3,7.3
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2.6.20. E-Adrienino (20)

Solido amorfo blanco.
[a]?®, = -20 (c 0.04, CHCIy).
UV (MeOH) Amax = 225 nm (log £ 3.58).

IR (CHCI5) vinax = 3411, 3302, 2959, 2925, 2854, 2341, 1725, 1641, 1461, 1379, 1261,
1094, 1030 cm™.

ESI-HRMS: para CysH,,*'Br®*Cl,0Na, [M + Na]* m/z 391.0165, (calc. 391.0030).

Datos de RMN *H (600 MHz) y RMN *3C (150 MHz) en CDCl,

N°C 5°C (ppm) & 'H(ppm) Multiplicidad J (Hz)

1 77.1 2.84 br d 2.0

2 81.8

3 112.2 5.62 dd 2.0,15.4

4 140.9 6.22 dddd 75,75, 15.4

5 38.5 2.45 m
2.45 m

6 72.0 3.76 m

7 66.3 3.95 ddd 2.9,6.0,8.7

8 33.2 2.71 ddd 6.0, 6.6, 14.7
2.63 m

9 128.3 5.63 m

10 128.0 5.60 m

11 34.0 2.80 ddd 5.5, 6.3, 14.6
2.60 ddd 6.0, 8.8, 14.6

12 64.3 4.03 ddd 25,55, 8.8

13 61.0 412 ddd 2.5,45,9.0

14 28.8 2.04 ddd 45,7.3,14.6
1.95 ddd 7.5,9.0, 14.6

15 12.6 1.08 (3H) dd 73,75
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2.6.21. E-dactileno B (21)

Tesis doctoral

Solido amorfo blanco.

[a]?®, = +2 (c 0.33, CHCIy).

UV (MeOH) Amax = 238 nm (log £4.43).
IR (CHCls) Vinax = 3418, 2967, 2932, 2880, 1650, 1456, 1127, 1097, 996 cm™.

ESI-HRMS: para CyH3,0:Na, [M + Na]* m/z 327.2167, calc. 327.2300.

17

Datos de RMN *H (600 MHz) y RMN **C (150 MHz) en CDCl,

N°C 5°C (ppm) & 'H(ppm) Multiplicidad J (Hz)
1 111.9 5.21/5.06 d/d 17.4/10.8
2 144.7 5.88 dd 10.8, 17.4
3 73.2
4 42.1 1.54/1.39 m/m
5 21.1 1.27/1.18 m/m
6 55.2 1.24 dd 24,75
7 88.1
8 29.1 1.66/1.21 m/m
9 26.5 1.78/1.60 m/m
10 84.3 3.95 brd 5.1
11 45.8
12 47.0 2.17 (2H) m
13 127.1 5.61 dt 77,155
14 135.8 6.16 d 15.5
15 142.0
16 114.7 4.88 (2H) s
17 27.7 1.27 (3H) s
18 21.5 1.39 (3H) s
19 17.1 0.87 (3H) s
20 18.8 1.87 (3H) s
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2.6.22. Nor- E-cetodactileno (22)

Solido amorfo blanco.

[a]?®, = + 38 (c 0.024, CHCLy).

UV (MeOH) Amax = 204 nm (log £4.43).
IR (CHCls) Vinax = 3540, 3439, 2963, 2928, 2880, 1685, 1632, 1120, 1095, 995 cm™.

ESI-HRMS: para C19H3003Na, [M + Na]* m/z 329.2088, calc. 329.2093.

7

-

Datos de RMN *H (600 MHz) y RMN **C (150 MHz) en CDCl,

posicion & '°C (ppm) & 'H (ppm) Multiplicidad J (Hz)
1 112.1 5.21/5.08 d/d 17.4/10.7
2 144.7 5.88 dd 10.7,17.4
3 73.2
4 42.1 1.54/1.45 m/m
5 21.1 1.36/1.20 m/m
6 55.3 1.24 dd 24,75
7 88.3
8 29.1 1.66/1.21 m/m
9 26.5 1.82/1.67 m/m
10 84.1 3.94 br d 5.1
11 45.8
12 46.8 2.29 (2H) m
13 145.3 6.11 dt 7.6,15.7
14 133.7 6.80 d 15.7
15 198.5
16 27.9 2.25 s
17 27.0 1.28 (3H) s
18 21.5 1.39 (3H) s
19 17.4 0.90 (3H) s
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2.6.23. Metabolitos conocidos aislados de L. marilzae

Tal y como se comento en el apartado 2.3, el estudio cromatografico de L. marilzae
dio lugar al aislamiento de 13 compuestos conocidos, ademas de los nuevos metabolitos
descritos previamente. Sus estructuras fueron identificadas mediante el analisis detallado
de sus datos de RMN y masas, en comparacion con los previamente reportados en la
literatura. Estos metabolitos son el caespitol,® dactilomelol,® obtusaleno 1V,>*** (3E)-
isolaurepinnacino,®* (3E)-pinnatifidenino,®® (3E)-laurenino,®’ (32)-obtusenino,*® dactilol,*® 3-
|’71

hidroxi-octa-1,5-E-dien-7-ona,*®  (10S*)-10-O-metilfurocaespitanolactol,”® cassipouro

pinnatol e isopinnatol B".

Br
0 R
Cl
HO" : =
Caespitol Dactilomelol
Cl
7 4
_  F
(0] = °
N
grH  H ¢ N Br
(3E)-Isolaurepinnacino (3E)-Pinnatifidenino
S OH
\”/\/\‘/\
(0]
(32)-Obtusenino Dactilol 3-Hidroxi-octa-1,5-trans-dien-7-

® Chang, M.; Vazquez, J. T.; Nakanishi, K.; Cataldo, F.; Estrada, D. M.; Fernandez, J.; Gallardo, A.; Martin, J. D.; Norte, M.;
Pérez, R.; Rodriguez, M. L. Phytochemistry, 1989, 28, 1417

% Gonzalez, A. G.; Martin, J. D.; Martin, V. S.; Norte, M.; Pérez, R.; Ruano, J. Z.; Drexler, S. A.; Clardy, J. Tetrahedron,
1982, 38, 1009.

7 Falshaw, C. P.; King, T. J.; Imre, S.; Islimyeli, S.; Thomson, R. H. Tetrahedron Lett., 1980, 21, 4951.

% Schmitz, F. J.; Hollenbeak, K. H.; Vanderah, D. J. Tetrahedron, 1978, 34, 2719.

% Bohlmann, F.; Gupta, R.; Jakupovic, J.; King, R.; Robinson, H. Phytochemistry, 1981, 20, 1635.

| hullier, C.; Falkenberg, M.; loannou, E.; Quesada, A.; Papazafiri, P.; Horta, P. Antunes S.; Eloir P.; Vagias, C.; Roussis,
V. J. Nat. Prod., 2010, 73, 27.

™ Chaturvedula, V.; Prakash; N.; Andrew; M.; James, S; Ratovoson, F.; Andriantsiferana, R.; Rasamison, V.; Kingston, D. J.
J. Nat. Prod., 2006, 69, 287.

2 Fukuzawa, A; Miyamoto, M.; Kumagai, Y.; Abiko, A.; Takaya, Y.; Masamune, T. Chemistry Letters, 1985, 8, 1259.
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MeO' -0

“,, OH
CIBI’ X o 7 W

(10S*)-10-O-Metilfurocaespitanolactol Cassipourol

Pinnatol Isopinnatol B

2.6.24. Hidrdlisis alcalina del (+)-4 R-acetoxi-marilzaleno (12)

El (+)-4R-acetoxi-marilzaleno (12) (0.5 mg, 1.3 gmol) fue disuelto en 2 mL de una
suspension de K,CO; (1% en MeOH) a 0 °C. Al cabo de 2 horas el disolvente la reaccion
se detuvo neutralizando con una disolucién de HCI (5%). Se extrajo con CH,Cl, (2x) y la
fase orgéanica fue eliminada al vacio. Posteriormente, el residuo obtenido fue sometida a
un proceso de separacion cromatogréafica en HPLC empleando un columna p-Porasil (150

x 19 mm ) y una mezcla de n-Hex:AcOEt (4:1) como eluyente, a un flujo de 1 mL/min.

T
—o=
w

j\"’Br

(+)-4R-acetoxi-marilzaleno marilzaleno

H

Tras la separacién, se obtuvieron dos productos: uno principal, el marilzaleno (11)
(0.38 mg), [a]®p = +77 (c 0.04, CHCI,); y otro secundario (0.05 mg), cuyos datos fisicos,

espectroscopicos y espectrométricos se detallan a continuacion:
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Derivado epoxidado minoritario

Sélido amorfo blanco.

[a]?®, = +3 (c 0.01, CHCIy).

IR (CHCl3) Vinax = 2924, 2853, 1734, 1561, 1541, 1326, 1236, 1096, 1012 cm™.
ESI-HRMS: para CysH1>'ClIO,.Na, [M + Na]* m/z 291.0954, (calc. 291.0942).

RMN *H (CDCl,) &: 1.25 (ddd, J = 2.4, 7.9, 14.4 Hz, H-5a); 1.68 (dd, J = 1.7, 6.3 Hz, Hs-15); 2.18
(ddd, J = 1.5, 8.4, 14.2 Hz, H-11a); 2.24 (ddd, J = 4.0, 10.6, 14.4 Hz, H-5B); 2.36 (d, J = 1.6 Hz, H-
1); 2.48 (ddd, J = 7.1, 8.9, 14.2 Hz, H-11p); 2.53 (ddd, J = 5.1, 6.3, 11.8 Hz, H-8a); 2.97 (ddd, J =
11.1, 11.3, 11.8 Hz, H-8p); 3.20 (dd, J = 1.6, 2.2 Hz, H-3); 3.27 (ddd, J = 2.2, 4.0, 7.9 Hz, H-4); 3.89
(ddd, J = 2.4, 5.1, 11.3 Hz, H-7); 3.91 (ddd, J = 1.5, 6.5, 8.9 Hz, H-12): 4.09 (ddd, J = 2.4, 2.4, 10.6
Hz, H-6); 5.57 (ddd, J = 1.7, 6.5, 15.2 Hz, H-13); 5.68 (ddd, J = 6.3, 9.7, 11.1 Hz, H-9); 5.71 (dd, J =
6.3, 15.2 Hz, H-14); 5.93 (ddd, J = 7.1, 8.4, 9.7 Hz, H-10).

RMN **C (CDCly) &: 17.8 (C-15, CH3); 34.4 (C-8, CH,); 35.0 (C-11, CH,); 37.3 (C-5, CH,); 45.8 (C-
3, CH); 58.0 (C-4, CH); 65.7 (C-7, CH); 72.0 (C-1, CH); 76.5 (C-6, CH); 80.2 (C-2, C); 81.9 (C-12,
CH); 126.5 (C-14, CH); 128.4 (C-9, CH); 131.2 (C-10, CH); 131.8 (C-13, CH).

125



Estudio de Metabolitos Secundarios de Rhodophytas y Phaeophytas

CAPITULO 3

Metabolitos secundarios
de Laurencia microcladia




Estudio de Metabolitos Secundarios de Rhodophytas y Phaeophytas

3

METABOLITOS SECUNDARIOS DE LAURENCIA MICROCLADIA

RESUMEN

Un estudio preliminar de especimenes de Laurencia microcladia
recolectada en EI Cotillo, Fuerteventura, dio como resultado el
aislamiento de 5 nuevos sesquiterpenos, laurocarpanos A-E, con un
esqueleto derivado de la ciclacion del p-bisaboleno denominado
macrocarpano, y del que existen pocos ejemplos en la literatura. Junto a
éstos se aislo un nuevo derivado de este esqueleto con un anillo
adicional de ciclopropano, el ciclolaurocarpano. Las estructuras de estos
nuevos metabolitos fueron caracterizadas a través de un estudio
exhaustivo de RMN, en el que la aplicacion de las diferentes variantes
del método de Murata para la determinacion configuracional de
segmentos aciclicos, asi como las consideraciones biogenéticas, fueron de
gran utilidad. Por otro lado, la elucidacion estructural del
ciclolaurocarpano, nos lleva a proponer la revision de la estructura
publicada para su isémero, el bromociclococanol.

Fotos seleccionadas del habito y las estructuras vegetativas de Laurencia microcladia
(Fuente: E. Aylagas, M. Machin Sanchez, M.C. Gil-Rodriguez. Vieraea, 2011, 39, 53-64)
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¢ Nuevos derivados de macrocarpanos y ciclomacrocarpanos:

Laurocarpano D Laurocarpano E Ciclolaurocarpano

128



Estudio de Metabolitos Secundarios de Rhodophytas y Phaeophytas Tesis doctoral

3.1. ANTECEDENTES

3.1.1. Esqueleto sesquiterpénico de macrocarpano: consideraciones biogenéticas

Los compuestos de naturaleza terpénica constituyen un amplio conjunto de
sustancias naturales, donde han sido descritos mas de 30,000 metabolitos de organismos
Vvivos tanto terrestres como marinos.' La construccion biosintética de los terpenos implica
siempre la participacién de especies deficientes en electrones que se forman gracias a la
accion estabilizadora de las terpenosintasas (TPSs) basada en la transferencia electronica
interna desde un fragmento rico en electrones de un aminoacido del enzima. Estos
enzimas especificos se caracterizan por su capacidad de producir multiples productos con
esqueletos carbonados diversos a partir de un sencillo precursor prenildifosfato.? Los
terpenos pueden contener un nimero muy variable de carbonos, desde 10 en adelante.
Los de 15 atomos de carbonos, denominados sesquiterpenos, conforman el mayor grupo
de terpenoides con mas de 8,000 estructuras individuales, agrupadas en
aproximadamente 200 esqueletos carbonados de distintas formas, tales como aciclicos,

monociclicos, biciclicos, triciclicos y en menor medida, tetraciclicos.

En la biosintesis de los sesquiterpenos, una unidad de pirofosfato de isopentenilo
(IPP) se adiciona al pirofosfato de geranilo (GPP) y se obtiene el pirofosfato de farnesilo
(2E,6E-FPP), que es el precursor fundamental de los sesquiterpenos.® Este precursor
lineal sufre la ruptura heterolitica del enlace carbono-oxigeno del fosfato dando lugar a un
carbocation alilico que experimenta una serie de ciclaciones, transposiciones de hidruros,
y otros reagrupamientos hasta que la reaccion concluye con la pérdida de un protén o la
adicion de un nucleéfilo. Por otro lado, ese carbocation alilico también se interconvierte
con facilidad por isomerizacion alilica al pirofosfato de 2Z,6E-farnesilo (2Z,6E-FPP), a
través del pirofosfato de 6E-nerolidilo (6E-NPP) (Figura 3.1.1). La formacion de estos dos
tltimos precursores, multiplica ain mas las elevadas posibilidades de ciclaciones y/o
modificaciones secundarias que daran lugar a los distintos esqueletos, y ademas explica
la formacion de numerosos sesquiterpenos ciclicos, cuya biogénesis no seria posible a

partir del 2E,6E-FPP debido a posibles factores estéricos.

! Marco, J. A. “Quimica de los productos naturales”, Ed. Sintesis, 2006, pp 172.

2Koliner, T. G.; Schnee, C.; Li, S.; Svatos, A.; Schneider, B.; Gershenzon, J.; Degenhardt, J. The Journal of Biological
Chemistry, 2008, 283, 20779.

% Dewick, P. M. “Medicinal natural products: a biosynthetic approach”. John Wiley & Sons; 2009, pp. 194.
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©
OPP
2 2 A heterdlisis 2 2 \9/
P > OPP -—
2E,6E-FPP T J
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27 6E-FPP OPP T
OPP
A A =
6E-NPP

Figura 3.1.1. Isomerizacion del 2E,6E-FPP para generar el 2Z,6E-FPP y 6E-NPP.

De acuerdo con las pautas mecanisticas de formacién de los distintos tipos de
estructuras sesquiterpénicas, cuando se trata de esqueletos con dos o mas ciclos, el
precursor inmediato no es el FPP o NPP, sino un hidrocarburo insaturado monociclico.
Para la formacion de éste son también clave las distintas configuraciones E y Z que
adopta el doble enlace cercano al pirofosfato, lo que produce diferentes plegamientos de
la cadena. De esta manera, la posterior protonacion de la nube 1T olefinica causa la
formacion de un carbocation que desencadena a su vez la misma secuencia de procesos
gue hemos mencionado anteriormente, extendiendo la variedad de derivados

sesquiterpénicos por una serie de intermedios ciclicos (Figura 3.1.2).

Uno de esos sistemas, el catién de tipo bisabolano, desempefia un papel central
en la biosintesis de bastantes sesquiterpenos, siendo el precursor de varios tipos de
esqueletos principales, como los cuparanos, lauranos, chamigranos, etc (Figura 3.1.3).
Por otra parte, la ciclacibn entre las posiciones C-14,C-11 del intermedio de
desprotonacion del cation bisabolilo es responsable de la formacion de una clase de
sesquiterpenos biciclicos no muy frecuentes, los macrocarpanos, que es el tipo de
esqueleto al que pertenecen la serie de metabolitos aislados de este estudio preliminar de
L. microcladia. Este esqueleto fue propuesto por primera vez en 2005, por Cool para una
serie de cinco sesquiterpenos hidrocarbonados nuevos, los macrocarpenos, aislados de

las hojas de Cupressus macrocarpa, de ahi el nombre comdn al sistema carbonado.”

4 Cool, L. G. Phytochemistry, 2005, 66, 249.
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Figura 3.1.2. Formacion de intermedios que juegan un papel central en la biosintesis de variados tipos de

esqueletos sesquiterpénicos.
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Figura 3.1.3. Formacion de esqueletos a partir del cation bisabolilo.

En su propuesta Cool considera que la biogénesis de los macrocarpanos esta
catalizada por las macrocarpano sintasas, y una vez generado el cation S-bisabolilo a
partir de la ionizaciobn y correspondiente ciclacion C-6,C-1 del cation precursor 6E-
nerolidilo, el primer paso conlleva la desprotonacion de éste a (6S)-p-bisaboleno. Este
bisaboleno neutro, en el mismo sitio activo de la enzima, es inmediatamente reprotonado
en C-10 con un cierre de anillo desde el metileno exociclico a C-11.

Esta hipoGtesis biosintética fue debidamente demostrada por Kollner vy
colaboradores,” mediante la expresion en E. coli de los genes que codifican las terpeno
sintasas TPS6 y TPS11. Estas enzimas fueron aisladas y caracterizadas de plantas de

maiz genéticamente manipuladas (Zea mays). Ambas enzimas produjeron p-bisaboleno y
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B-macrocarpeno, investigandose el mecanismo de formacion de este ultimo (Figura 3.1.4).

Asi, mediante mutaciones en las enzimas mostraron que procedia via el intermedio neutro
B-bisaboleno con estereoquimica definida S. El estudio biosintético continla demostrando
gue para la reprotonacion se requeria un protén que debia proceder finalmente del agua,
para ello producen la protonacién isotépica en C-10 del (S)-B-bisaboleno con 6xido de
deuterio (D,O). La posterior ciclacién entre los carbonos C-14,C-11, y finalmente, la

desprotonacion del intermedio catiénico conduce al (S)-p-macrocarpeno.

@
heterdlisis ciclacion C-6/C-1
_— _—
l\ .
OPP o+
NS NS = {
D
6E-NPP protonacion
en C-10
® |
ciclacion

C-14/C-11 (S)-p-bisaboleno

g v

(S)-B-macrocarpeno

Figura 3.1.4. Mecanismo de reaccion para la formacién del (S)-B-macrocarpeno, mediante la accion de las
sintasas TPS6 y TPS11.

Tal y como se comentd previamente, el nUmero de metabolitos con esqueleto
macrocarpano aislados de su fuente natural no es muy abundante. Tras una busqueda
bibliografica de compuestos relacionados, presentamos a continuacion los pocos ejemplos
encontrados.

Con anterioridad a la descripcion del esqueleto en si, metabolitos con la estructura

de macrocarpano fueron aislados en estudios distintos de L. majuscula. Un derivado

dibromado fue aislado de una muestra recolectada en las Islas Canarias (compuesto I)
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determinandose su estructura por rayos X.° Otros seis representantes se hallaron en
especimenes de las Filipinas: los majapolenos Ay B, y los majapoles A, B, Cy D.® Junto a
ellos, se aislé un nor-derivado, la cetona majapolona. Destacar que el majapoleno A

mostré actividad citotbxica moderada.

Br CH20R1 CH20R1
H O
(O] . )
Majapoleno A, R1=H Majapoleno B, R1=H
Acetil-majapoleno A, R1 = Ac Acetil-majapoleno B, R4 = Ac
H,OH
OH 2
iCl
v 'CHon
Cl OH
R % R o
Majapolol A Majapolol B Majapolol C
CH,OH
- o CH,OH H
O
—’/ = Br
R G R OH R R
H
Majapolol D Majapolona Tiomaneno

Posteriormente, el estudio fitoquimico de distintas especies no descritas de
Laurencias recolectadas en aguas de Malasia,’ llevd nuevamente al aislamiento de los
majapolenos A y B, asi como sus versiones acetiladas, los acetil-majapolenos A y B,
respectivamente. El tiomaneno fue otro metabolito aislado en el mismo estudio, que junto

a los anteriores comparten el sistema carbonado de macrocarpano.

Es curioso que en estos dos Ultimos trabajos tanto el majapoleno A, el majapol Ay

el acetil-majapoleno A, fueron aislados como mezclas de diastere6meros.

® Gonzélez, A. G.; Martin, J. D.; Norte, M.; Pérez, R.; Rivera, P.; Ruano, J. Z.; Rodriguez, M. L.; Fayos, J.; Perales, A.
Tetrahedron Lett., 1983, 24, 4143.

® Erickson K. L.; Beutler, J. A.; Gray, G. N.; Cardellina I, J. H.; Boyd, M. J. Nat. Prod., 1995, 58, 1848.

" Vairappan, C. S.; Suzuki, M.; Ishii, T.; Okino, T.; Abe, T.; Masuda, M. Phytochemistry, 2008, 69, 2490.
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3.2. RECOLECCION Y EXTRACCION DEL ALGA LAURENCIA MICROCLADIA

Los especimenes de Laurencia microcladia Kitzing fueron recolectados en la
localidad de El Catillo, Isla de Fuerteventura en Julio de 2009, en los primeros metros del
sublitoral y haciendo uso de equipo de buceo ligero. La muestra himeda cuyo peso
aproximado fue de 2 Kg, se refriger6 para ser trasladada a nuestro laboratorio y
posteriormente extraida por maceracidbn a temperatura ambiente en una mezcla
CHCI3:MeOH (1:1) (3x) durante cinco dias. Al término de este periodo los disolventes
fueron evaporados al vacio a 40 °C, obteniendo un extracto de color verdoso y aspecto

aceitoso de peso 14 g.

3.3. ANALISIS CROMATOGRAFICO DEL EXTRACTO

El extracto resultante de la maceracion fue inicialmente sometido a cromatografia
en una columna de Sephadex® LH-20 (600 x 70 mm &), usando como eluyente una
mezcla de CHCI;:MeOH (1:1). El proceso se monitoreé por cromatografia de capa fina
(TLC), para lo cual usamos un sistema de n-Hex:AcOEt (4:1) como fase maévil y como
agentes reveladores, primero visualizacion de las mismas con luz UV (A=254 nm), y
segundo, por pulverizaciébn con una solucion de 6leum o acido fosfomolibdico. Las
fracciones que presentaron el mismo comportamiento en TLC fueron reunidas,

obteniéndose finalmente cinco nuevas fracciones: (LM-1—LM-5).

Posteriormente, el andlisis en base a experimentos de RMN *H de cada una, nos
llevo a elegir la fraccion LM-4 para continuar nuestro estudio. Dicha fraccion se sometio a
cromatografia en una columna Lobar® LiChroprep® Si-60 (310 x 25 mm &, 40-63 pm) y
usando como eluyente mezclas (250 ml) de n-Hex:AcOEt en polaridad ascendente.
Aquellas fracciones recogidas que mostraron un comportamiento similar fueron
agrupadas, LM-41 — LM-45, y evaluadas nuevamente por RMN *H, centrando nuestra
atencion en las dos primeras. Asi, las fracciones LM-41 y LM-42 fueron nuevamente
cromatografiadas en la misma columna de media presion de fase normal usando como
fase movil una mezcla de n-Hex:AcOEt en gradiente de concentracibn por pasos
(19:1-59:1) y (17:3—3:2), respectivamente. Tras el habitual monitoreo por TLC se
obtuvieron seis nuevas fracciones (LM-411, LM-412 y LM-413; LM-421, LM-422 y LM-423)

gue fueron purificadas finalmente por HPLC, empleando una columna de fase normal
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preparativa p-Porasil (150 x 19 mm ), variando la composicion de la mezclas de n-
Hex:AcOEt de la fase movil segun la polaridad relativa de los metabolitos presentes, a un

flujo de 1 ml/min.

El resultado final de este proceso, esquematizado en la figura 3.3.1, fue la
obtencion de 7 sesquiterpenos cuyo estudio estructural se describe en el siguiente
apartado, de los cuales 6 resultaron ser nuevos en la literatura. Asimismo, se realizo el
aislamiento de varias acetogeninas conocidas (ver apartado 3.6.7), que fueron sometidas

a distintas pruebas bioldgicas junto con los nuevos metabolitos.

Laurencia microcladia

(Extracto14.09)

Sephadex LH-20
CHCl3:MeOH (1:1)

l FrLM-1 I l FrLM-2 | l Fr LM-3 II Fr LM-4 Il Fr LM-5 |

Lobar LiChropred Si-60
n-Hex:AcOEt

Proporcién Proporcién Proporcién Proporcién AcOEt
7:3 (100% )

l Fr LM-41 Il Fr LM-42 | l Fr LM-43 Il Fr LM-44 | l Fr LM-45 |
a) Lobar LiChropred Si-60 a) Lobar LiChropred Si-60
n-Hex:AcOEt (19:1-9:1) n-Hex:AcOEt (17:3-3:2)

b) HPLC: columna gPorasil b) HPLC: columna g-Porasil
n-Hex:AcOEt (19:1-9:1) n-Hex:AcOEt (4:1)

v v v v

Ciclolaurocarpano (3.8 mg) Laurocarpano A (5.0 mg) Laurocarpano B (1.4 mg)

(3)-Dihidrorodofitin (4.0 mg) Bromociclococanol (0.5 mg) Laurocarpano E (2.5 mg) Laurocarpano C (2.8 mg)

Obtusin (10.0 mg)
(3E)-Pinnatifidenino (6.0 mg)
Laurocarpano D (1.8 mg)

Figura 3.3.1. Marcha cromatogréfica del extracto obtenido de L. microcladia.
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3.4. ELUCIDACION ESTRUCTURAL DE LOS NUEVOS METABOLI TOS

Los nuevos sesquiterpenos 23-27 aislados de L. microcladia presentan un
esqueleto carbonado de tipo macrocarpano (Figura 3.4.1). En el apartado de
antecedentes de este capitulo se ha demostrado que este esqueleto deriva de la ciclacion
del B-bisaboleno, y se describieron los pocos trabajos publicados hasta la fecha en los
gue este tipo de esqueleto ha sido aislado. Junto a estas sustancias se aislaron dos
sesquiterpenos ciclopropanicos, uno de ellos ya conocido, el bromociclococanol.® La
distincion estructural entre estas dos sustancias supone un reto, ademas de generar

controversia con los datos publicados.

Figura 3.4.1. Esqueleto de macrocarpano

3.4.1. Nuevos derivados de macrocarpanos

3.4.1.1. Laurocarpano A (23)

Del conjunto de sesquiterpenos identificados en el estudio quimico de L.
microcladia, el laurocarpano A (23) se obtuvo como producto mayoritario y fue aislado
como un aceite incoloro Gpticamente activo [a]®p = +5 (¢ 0.57, CHCl;). Su férmula
molecular, se estableci6 como C;sH,6BrO, de acuerdo al espectro de masas de alta
resolucion ESI-FTICR, que mostro los iones pseudomoleculares [M + H]" a m/z 301.14 y
303.16 para CisHzs °BrO y CysH,6 ' BrO (calc. 301.12 y 303.14). Esta formula sugiere tres
insaturaciones, de las cuales una se infiere como doble enlace trisustituido, segin sus
datos de RMN (Figura 3.4.2). Su espectro de IR ademas evidencia la presencia de un

grupo hidroxilo en base a la fuerte absorcion observada a 3416 cm™.

8 Brito, I; Cueto, M.; Dorta, E.; Darias, J. Tetrahedron. Lett., 2002, 43, 2551.
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El espectro de RMN *C (Figura 3.4.2A) muestra las sefiales de 15 carbonos que
de acuerdo con las multiplicidades observadas en el experimento de HSQC editado
(Figura 3.4.3A) se corresponden con: tres metinos (¢ 118.1, 66.5, 41.3) seis metilenos
(6c 40.3, 35.2, 34.2, 31.0, 28.1, 26.9), tres metilos (6c 31.9, 23.3, 20.4), y tres carbonos
cuaternarios (6c 134.0, 71.0, 36.6).

Por otro lado, en el espectro de RMN *H (Figura 3.4.2B) destacan las sefiales de
un metino olefinico como una sefal ancha a éy 5.27, de un bromometino a éy 3.94 (dd, J
= 4.4, 12.8 Hz), un metilo vinilico a é4 1.68, y los dos metilos terciarios restantes a éy 1.07
y 1.04.

A RMN 13C del Laurocarpano A en CDCl3

34
118.1
71.0
66.5
41.3

36.2
31.9
31.0
28.1
26.9
23.3

/. — 403
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T
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B RMNH del Laurocarpano A en CDCl3

Hs-15 Hs-12 ||Hs-13
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5.27 H-10 H-90. YH-98 /
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Figura 3.4.2. Espectros de RMN **C (150 MHz) (A) y RMN *H (600 MHz) (B) del laurocarpano A (23).

El estudio del experimento bidimensional COSY (Figura 3.4.3B) permitio identificar
tres sistemas de espin *H-"H en la molécula. El primero, indicado como | lo conforman los

protones del metileno alilico H,-1 (&4 2.14 y 1.89) y el metino olefinico H-2 (6y 5.27); el
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segundo Il engloba otros dos metilenos diasterotopicos Hy-4 (64 2.13 y 1.94) - H,-5 (64

1.66 y 1.51); mientras que el tercer sistema de espin Il se inicia en el metino H-10 (&4
3.94), sobre el que se situa el atomo de bromo, y que presenta correlaciones con los
protones del metileno H,-9 (64 2.20 y 2.00), y éstos a su vez con los de H,-8 (64 1.78 y

1.19), siguiendo la secuencia a través del metino H-7 (64 1.61), hasta concluir en el
metileno H,-14 (64 1.82y 1.21).

CHs-15 § CHs3-13 |20
gH4, w_CH28
CHz9 . -4 #CHs12 |20
CH2-1 \ (?:'_'2_1 4 " |40
CH-7

70
[ronz ][] A ‘F(mo)

T T T T T T T T ppm
(ppm) 5.0 4.0 2.0 1.0
. —1.0
H2-9/H-8a. 909 | g
A H-7/H-14a ;

H2-4/H2-5

;H-4/H-4' *XH 148 *H-88 *H-1B
5 H-7 H-7 H-1a |-4.0
i i I-5.2
Q- 00 H2m-1p B (ppm)
[ [ I \ [ [ [ I \ I \ [ [ [
(pPm) 5.2 4.0 2.2 2.0 1.8 1.6 1.4 1.2

Figura 3.4.3. Secciones de los experimentos de HSQC con editado de multiplicidad (600 MHz) (A) y COSY
(600 MHz) (B) del laurocarpano A (23). Conectividades HMBC (600 MHz) mas relevantes para la elucidacion
estructural.

Como puede observarse en la figura 3.4.3, el analisis del experimento HMBC
permitid establecer conectividades entre los dos primeros sistemas de espin | y Il, los
cuales se unen por la correlacion HMBC de H-2 y H»-4 con el carbono cuaternario C-3 (&c

134.0), sobre el que se sitia el metilo angular Hs-15 (64 1.68). De igual manera, se
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identificaron conectividades entre el carbono cuaternario C-6 (6c 71.0), adyacente al
grupo hidroxilo, y los protones H,-1, H,-5 y H-7, completando asi la estructura de uno de
los anillos de la molécula y conectando éste con el sistema de espin Ill. Por otra parte, las
correlaciones HMBC de los metilos H;-12 (64 1.07) y H3-13 (éy 1.04) con el carbono
cuaternario C-11 (6c 36.6), los sitia como gem-dimetilo en esa posicion, y junto con las
conectividades observadas entre los carbonos de estos metilos y los protones H-10 y H,-
14, completa la estructura del laurocarpano A (23), estableciendo la existencia de otro

anillo de ciclohexano.

De esta forma se establece la asignacion de los desplazamientos quimicos de

carbono y proton para el compuesto 23, tal y como se recopilan en la tabla 3.4.1.

N°C 5°C (ppm) & 'H(ppm) Multiplicidad J (Hz)
1 35.2 0 2.14 dd 3.2,155
B 1.89 br d 15.5
2 118.1 5.27 br s
3 134.0
4 26.9 2.13 m
1.94 m
5 31.0 0 1.66 ddd 2.9,5.9, 13.0
B 1.51 ddd 6.1, 11.5, 13.0
71.0
7 41.3 1.61 dddd 3.2,3.4,12.6,12.6
8 28.1 B 1.78 dddd 34,39, 4.2, 13.1
o 1.19 dddd 3.5,12.6,13.1, 13.1
9 34.2 0 2.20 dddd 35,39, 4.4, 134
B 2.00 dddd 4.2,12.8,13.1, 13.4
10 66.5 3.94 dd 4.4,12.8
11 36.6
12 31.9 1.07 (3H) s
13 20.4 1.04 (3H) s
14 40.3 B 1.82 ddd 2.8,3.2,13.4
a1.21 ddd 2.8,12.6,13.4
15 23.3 1.68 (3H) s

Tabla 3.4.1. Datos de RMN *H (600 MHz) y RMN **C (150 MHz) del laurocarpano A (23) (CDCls).

El andlisis de los valores de las constantes de acoplamiento homo vy
heteronucleares en combinacion con los datos del experimento TROESY, permitieron
proponer la configuracion relativa del laurocarpano A (23). La disposicion del atomo de

bromo en C-10 fue establecida como ecuatorial en base a los valores de las constantes de
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acoplamiento de H-10, *J, = 4.4 y 12.8 Hz, sélo compatibles con una orientacion axial.

Por otro lado, se observé una correlacion ROE intensa entre este metino y uno de los
protones diasterotépicos H,-14 (64 1.21), que a su vez presenta un valor grande de
constante de acoplamiento con el metino adyacente H-7 (3JH_14Q,H_7 = 12.6 Hz), y que es
consistente con una disposicion trans-diaxial de H-14a y H-7. Esto indica que el enlace de

unién entre los dos anillos en la posicién C-7 tiene disposicién ecuatorial.

La configuracion relativa de C-6 se llevo a cabo analizando el segmento C-7/C-6
también en base al analisis de las contantes acoplamiento. Sin embargo, al tratarse uno
de los centros de un carbono cuaternario, aplicaremos la extension del método de Murata
descrita por Bifulco y col.® (ver apéndice Il). En ella, no contamos con la informacion de
una parte de las constantes que se emplean normalmente en estos estudios, y que
pueden ser claves para resolver situaciones ambiguas, pero se ha comprobado que si no
existen equilibrios de conformaciones, se puede llegar a una propuesta final con la ayuda
de los datos ROE.

Asi, procedimos a establecer los valores de las tres constantes de acoplamiento
implicadas en la resolucién de ese sistema, 2Jce .7, Josnr Y Jeips. Para medir las
constantes heteronucleares se utilizaron experimentos J-HMBC (Figura 3.4.4), que puede
ser utilizado con centros cuaternarios pero tiene la desventaja de que no aporta
informacion sobre el signo de las constantes carbono—protén a dos enlaces (“Jcp)
constantes que pueden ser tanto positivas como negativas. No obstante, el valor obtenido
de la constante geminal *Jcgn.; = |4.3 Hz|, indica con claridad que por su orden de
magnitud debe ser negativa. En base a este dato se puede proponer que al tratarse de
una constante grande, el grupo hidroxilo en posicion C-6 se encuentra en disposicion
gauche con respecto al proton H-7. Por otro lado, el valor medio y grande de las
constantes SJC_S,HJ =31Hzy 3Jc_1,H_7 = 6.5 Hz, respectivamente, plantean respecto a ese
protébn H-7 una situacion gauche para C-5 y anti para C-1. Estos resultados reducen el
analisis de este segmento a la revisibn de dos posibles rotameros que son los que se

muestran en la figura 3.4.4.

El andlisis del los datos de TROESY y de los experimentos 1D-NOE para los
protones H,-5 (64 1.66 y 1.51), permitio establecer que cada uno de estos protones se
correlaciona con uno de los protones H,-14 y no con los del metileno H,-8. Asi se

concluye que la configuracion relativa de ese fragmento es 6R*, 7S*.

o Bifulco, G; Dambruoso, P.; Gbmez-Paloma, L. Riccio, R. Chem. Rev., 2007, 107, 3744
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Figura 3.4.4. Determinacion de la estereoquimica relativa del fragmento C-7/C-6 del laurocarpano A (23).
Secciones del experimento de J-HMBC (600 MHz) en CDCls, posibles rotdmeros obtenidos de los valores de
las constantes de acoplamiento y principales correlaciones ROE/NOE.

3.4.1.2. Laurocarpano B (24)

El compuesto 24 fue aislado como una aceite incoloro con rotacién 6ptica [a]*°p =
+1 (c 0.02, CHCI3). Su férmula molecular fue determinada como CysH,sBrO,, en base al
ion [M + H]" de su espectro de masas ESI-FTICR, a m/z a 317.09 para CysH,s"°BrO, (calc.
317.11). El espectro de IR mostré bandas atribuibles a funciones tipo hidroxilo (3402 cm™)
y alqueno (1666 cm™).

Sus datos espectroscopicos resultaron similares a los del cabeza de serie,
laurocarpano A (23), lo cual ayudoé significativamente en la asignacion de la estructura de
este producto. De hecho, la comparacién de sus datos espectroscépicos de RMN *H y
13C (Tablas 3.4.1 y 3.4.2), evidencia la correspondencia en las asignaciones entre las
posiciones C-7/C-11,C-14 (anillo B), fijando la diferencia entre ambos compuestos en el
anillo A, mas especificamente en la presencia de un doble enlace disustituido (6y.c
5.77/136.8 y 5.67/131.3 en 24) en vez de trisustituido (dyc 5.27/118.1y 134.0 en 23), y el
desplazamiento a campos altos de los protones del metilo H;-15 que pasa de ser un
metilo vinilico (64 1.68 en 23) a un metilcarbinol (64 1.37 en 24) (Figura 3.4.5).
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Figura 3.4.5. Espectro de RMN 'y (600 MHz) del laurocarpano B (24).

Siguiendo un procedimiento equivalente al descrito con el metabolito anterior,
centrada la atencion en las correlaciones COSY para esta parte de la molécula, se puede
apreciar la existencia de un sistema aislado formado por los protones vinilicos [I: H-1 (6n
5.77) - H-2 (64 5.67)], junto con otro sistema de espin que engloba dos metilenos
diasterotépicos [lI: H,-4 (64 2.08 y 1.69) - H,-5 (64 1.93 y 1.51)]. La geometria del doble
enlace se estableci6é como Z en base al valor de la constante de acoplamiento 3JH_1,H_2 =
10.1 Hz. El analisis del experimento HMBC permitié unir estos fragmentos COSY vy
completar la estructura de esta anillo (Figura 3.4.6). Asi, se observé correlacion con el
carbono cuaternario hidroxilado C-3 (¢ 78.8) de los protones Hs-15, H-2 y H,-4, mientras
que de igual forma, los protones H-1, H,-5, y H-7 (64 1.71) se correlacionan con el
carbono hidroxilado cuaternario C-6 (¢ 70.9).

H-1 H-2 H-4B H-5a H-7 H-4a H-58 Hs-15

Do @
. W [} X
—70
c6 | \ /4 é-G ( 10 g 14
C-6

5 Br
® @ o o0 WAV,
" C3 C-3 \ 0_3/ 8 12 13
(pom) — cosy
(ppm) 5'8 5|.6 2.‘0 1.|8 1?6 1.‘4 —HMBC

Figura 3.4.6. Secciones del espectro HMBC (600 MHz) con las correlaciones mas importantes para conectar
los distintos fragmentos COSY establecidos para la elucidacién estructural del laurocarpano B (24).
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N°C 5°C (ppm) & 'H(ppm) Multiplicidad J (Hz)
1 136.8 5.77 d 10.1
2 131.3 5.67 d 10.1
3 78.8
4 28.2 B 2.08 m
a 1.69 m
5 28.0 o 1.93 ddd 3.7,12.8,13.7
B1.51 ddd 3.7,4.8,13.7
70.9
7 42.2 1.71 dddd 2.8,3.2,13.1,13.3
8 27.8 B 1.88 dddd 2.8,3.1,4.0,13.2
o 1.20 dddd 4.4,130,13.2,13.3
9 34.1 a2.20 dddd 3.1,4.1,4.4,13.4
B1.99 dddd 4.0,12.7,13.0,13.4
10 66.1 3.91 dd 41,127
11 36.7
12 31.9 1.06 (3H) s
13 20.6 1.04 (3H) s
14 40.9 B 1.64 ddd 2.9,3.2,13.3
al.15 dd 13.1, 13.3
15 24.4 1.37 (3H) s

Tabla 3.4.2. Datos de RMN *H (600 MHz) y RMN **C (150 MHz) del laurocarpano B (24) (CDCls).

Las configuraciones relativas de los centros C-10, C-7 y C-6, coincidieron con la
propuesta para el laurocarpano A, mientras que la de C-3 fue establecida como 3R* en
base a las correlaciones ROE observadas de uno de los protones metilenos H,-4 a &y
1.69 con el protén diasterotdépico méas desapantallado H-5 (64 1.93) y el metilo Hz-15. Un
dato importante a destacar es que en este compuesto, a diferencia de lo que ocurre en el
laurocarpano A, el proton del metileno H,-5 que se sitia en la misma cara del grupo
hidroxilo en C-6, tiene una orientacion en el espacio axial, tal como indican sus constantes

de acoplamiento (Tabla 3.4.2, Figura 3.4.7).

Figura 3.4.7. Asignacion de la estereoquimica relativa del carbono C-3 del laurocarpano B (24).

144



Estudio de Metabolitos Secundarios de Rhodophytas y P haeophytas Tesis doctoral

3.4.1.3. Laurocarpano C (25)

El laurocarpano C (25) fue también aislado como un aceite incoloro, [a]*°; = +4 (c
0.08, CHCIs;). Resultd ser un isémero del laurocarpano B (24), como se establecié en base
a su espectro de masas de alta resolucion ESI-FTICR (m/z 317.09 [M + H]"; calc. 317.11,
para C15H26798r02). Los datos de IR indicaron que este compuesto también presenta

absorciones de grupo hidroxilo (3393 cm™) y de alqueno (1650 cm™).

Un primer andlisis comparativo de sus datos espectroscopicos de RMN 'H y *3C
revela que los desplazamientos quimicos del anillo B practicamente coinciden para ambos
metabolitos (Tablas 3.4.2 y 3.4.3). Sin embargo, como muestra la contraposicion de los
espectros de RMN 'H en la figura 3.4.8, las principales diferencias vuelven a situarse en
el anillo A. De este modo destaca en 25 la presencia de un doble enlace exociclico [dn
4.93 (s)/4.85 (s)], la aparicion de un oximetino alilico (6y 4.73, dd, J = 4.6, 11.3 Hz) y la

ausencia del metilo Hs-15.

A RMN™H del Laurocarpano B en CDCI3 OH Ha-13
i)
15
H-148
H-4a.
Hop “h7
H-1 H-2 3 H-4p H-5a. x
: H%a lma
H-10 N LV\
T T T T I T T T T | I T - T T | T I T T | T I T T | T
(ppm) 50 4.0 3.0 2.0 1.0

Hs-12 | [H3-13
B RMN 'H del Laurocarpano C en CDCl3 \

H-5p
H-1B

l H-14a

H2-15
4.93/4.85

I
(ppm) 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0

Figura 3.4.8. Comparacion de los espectros de RMN 'H (600 MHz) del laurocarpano B (24) (A) y C (25) (B).

El analisis del fragmento C-1/C-6 a través de los experimentos bidimensionales

HSQC y COSY permitié identificar dos sistemas de espin 'H-'H, indicados como | [Hz-1
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(6 2.10y 1.43) —» H-2 (64 4.73)] y Il [Hp-4 (64 2.40 y 2.26) — H,-5 (64 1.64 y 1.47)]. Por
otra parte, el estudio del experimento HMBC, permitid conectar los protones del metileno
H,-4, y del metino H-2 con la sefial del carbono cuaternario C-3 (8¢ 146.4), que también
es correlacionado por los protones olefinicos exo (H»-15). Ademds, se observaron
conectividades de los protones H,-1, H>-5 y H-7 (64 1.58) con el carbono C-6 (&6¢c 74.9)
adyacente al grupo hidroxilo, completando la estructura del laurocarpano C (25) (Figura
3.4.9).

H2-15 H-2 H2-4 H-1a H-5a H-7 H-1B

- 8 — 60
o o o
’ 70 1] 6
Ll
C-6

— 80 1014

c-6
BT VeV,
L 140 12 13
0 [}
®C-3 @ @3@ @ o e o - COSY
I T T T T T — 190 —>HMBC
(Ppm)5.0 4.8 24 22 20 18 16 14 (®PM

Figura 3.4.9. Secciones del espectro HMBC (600 MHz) con las correlaciones mas importantes para conectar
los distintos fragmentos COSY establecidos para la elucidacion estructural del laurocarpano C (25).

La disposicion relativa de los sustituyentes en C-7 y C-10 sobre el anillo de
dimetilciclohexilo, y la del grupo hidroxilo sobre C-6 en el anillo A, fue determinada como
trans-diecuatorial y axial, respectivamente, al igual que en los dos metabolitos anteriores.
La disposicion espacial del grupo hidroxilo en C-2 fue asignada como ecuatorial en base a
las constantes de acoplamiento mostradas por el metino axial H-2 (J = 4.6, 11.3 Hz) con
los dos protones del metileno H,-1 (Figura 3.4.10). Por lo tanto, la configuracion relativa

en ese centro se propone como 2S*.

@
Figura 3.4.10. Representacion en 3D de la estructura del laurocarpano C (25).
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N°C &°C (ppm) & 'H (ppm) Multiplicidad J (Hz)
1 40.0 a2.10 dd 4.6,12.1
B 1.43 dd 11.3,12.1
2 82.7 4.73 dd 4.6,11.3
3 146.4
4 29.5 a 2.40 ddd 4.1,13.2,13.7
B 2.26 ddd 3.6, 3.8,13.7
5 35.6 o 1.64 ddd 3.6,4.1,13.4
B 1.47 ddd 3.8,13.2,13.4
6 74.9
7 43.2 1.58 dddd 2.9,3.1,12.3,13.2
8 28.2 B 1.84 dddd 3.1,3.7,3.9,13.0
a1.16 dddd 3.7,13.0,13.2,13.5
9 34.0 a2.21 dddd 3.7,3.7, 4.0, 13.3
B 1.99 dddd 3.9,12.7,13.3,13.5
10 65.7 3.90 dd 4.0,12.7
11 36.6
12 31.9 1.07 (3H) s
13 20.5 1.03 (3H) s
14 40.4 B 1.75 ddd 27,29, 13.1
a1.17 br dd 12.3,13.1
15 105.7 4.93 s
4.85 S

Tabla 3.4.3. Datos de RMN *H (600 MHz) y RMN **C (150 MHz) del laurocarpano C (25) (CDCls).

3.4.1.4. Laurocarpano D (26)

Este sesquiterpeno fue obtenido como un solido amorfo blanco, [a]*p = +16 (c
0.03, CHCI;), estableciéndose su férmula molecular como CyisH,,O mediante
espectrometria de masas. Asi en el espectro ESI-FTICR se pudo observar el pico del ion
pseudomolecular [M + K] a m/z 259.17 (calc. 259.15), que se corresponde con cuatro
insaturaciones en la molécula. La absorcién de IR a 1253 cm?, y la ausencia de
absorciones caracteristicas de grupos hidroxilos o carbonilos, indica que el Unico atomo

de oxigeno presente forma parte de un puente éter.

El espectro de RMN *H (Figura 3.4.11), junto con los datos de RMN **C y HSQC
con editado de multiplicidad (Figura 3.4.12), confirmé la presencia de tres metinos, uno
olefinico y otro en a a oxigeno (O 5.39/120.3, 3.84/84.9 y 1.90/39.3); seis metilenos
diasterotopicos (Onc 2.04,1.92/30.3; 2.03,1.81/27.3; 1.92,1.62/25.9; 1.82,1.29/24.6;
1.50,1.44/31.2 y 1.34,1.20/48.6); tres metilos cuaternarios, uno sobre doble enlace (dyc
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1.65/23.6, 1.03/30.1 y 1.03/25.0); y tres carbonos cuaternarios (6c 134.0, 90.5 y 40.9)
(Tabla 3.4.4).

Ha-12
H3-13
H3-15
H-0 e
H-4"
H-6 ;
H-10 RN A Biad 14
- 3.84 H-1 W1 e
H-2
5.39 ¥y
A N A e \J L
T | T T T T | T T T T [ T T T | T T T T I T T T ‘ 1
(Ppm) 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0

Figura 3.4.11. Espectro de RMN 'y (600 MHz) del laurocarpano D (26).

La asignacion estructural se llevd a cabo a través de los experimentos
bidimensionales COSY, HSQC y HMBC (Figura 3.4.12). De esta forma, las correlaciones
'H-'H geminales y vecinales establecieron tres sistemas de espin, donde el primero se
inicia en el metino olefinico H-2 (64 5.39), el cual muestra acoplamiento con los protones
H,-1 (64 2.03 y 1.81), y éstos siguen la secuencia a través del metino H-6 (64 1.90), hasta
concluir en los metilenos H,-5 (6 1.82 y 1.29) y H»-4 (64 2.04 y 1.92). El siguiente
fragmento, el Il, incluye otros dos metilenos adyacentes H,-8 (o4 1.50 y 1.44) y H,-9 (o4
1.92 y 1.62), asi como al metino oxigenado H-10 (64 3.84). Finalmente, el fragmento ||

esta formado por los protones del metileno aislado H,-14 (64 1.34 y 1.20).

El analisis del experimento HMBC establece un primer anillo en la molécula,
mediante las correlaciones observadas del metilo a oy 1.65 (H3-15) con los carbonos
olefinicos a &¢ 134.0 (C-3)/120.3 (C-2) y el carbono terminal del fragmento | a 6c 30.3 (C-
4). Por otra parte, la conectividad del metino H-10 con el carbono a &c 90.5 (C-7)
establece un puente éter entre dichas posiciones, mientras que las correlaciones de ese
proton con los carbonos a 6c 40.9 (C-11), 30.1 (C-12), 25.0 (C-13) y 48.6 (C-14), conecta
el sistema gem-dimetilo situado en C-11 con los fragmentos Il y Ill, completando los dos
grados de insaturacion restantes de la molécula con un sistema biciclo. Finalmente, las
correlaciones HMBC de H-6 con los carbonos a C-7, C-14 y C-8 (6¢ 31.2), establecen la

estructura final de este metabolito (Figura 3.4.12).
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Figura 3.4.12. Secciones de los experimentos HSQC editado (A) y HMBC (B) (600 MHz). Representacion de
los tres sistemas de espin '"H-'H y principales correlaciones HMBC para la estructura plana del laurocarpano
D (26).

Respecto a la estereoquimica relativa de este compuesto, dada su estructura, solo
podemos hacer una propuesta basados en consideraciones biogenéticas. Asi, en el
apartado de antecedentes hemos visto que se ha demostrado experimentalmente que el
origen de estos metabolitos con esqueleto de macrocarpano deriva del precursor quiral
(S)-B-bisaboleno (Figura 3.1.4), por lo que es ldgico pensar que la estereoquimica del
laurocarpano D en el anillo A procede de éste, mientras que el carbocation en C-7
evoluciona por adicién de agua y la posterior ciclacién sobre C-10 del hidroxilo resultante
por la cara opuesta a la salida del &omo de bromo (ver apartado 3.5). De esa forma

proponemos una configuracion relativa 6S*, 7S*, 10S* (Figura 3.4.13).

Figura 3.4.13. Representacion en 3D de la estructura del laurocarpano D (26).
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N°C 5°C (ppm) & 'H(ppm) Multiplicidad J (Hz)
1 27.3 2.03 m
1.81 m
2 120.3 5.39 br s
3 134.0
4 30.3 2.04 m
1.92 m
5 24.6 1.82 m
1.29 m
6 39.3 1.90 m
90.5
8 31.2 1.50 ddd 3.5,3.5,11.9
1.44 m
9 25.9 1.92 m
1.62 m
10 84.9 3.84 br d 5.2
11 40.9
12 30.1 1.03 (3H) s
13 25.0 1.03 (3H) s
14 48.6 1.34 br dd 2.3,11.6
1.20 br d 11.6
15 23.6 1.65 (3H) s

Tabla 3.4.4. Datos de RMN *H (600 MHz) y RMN **C (150 MHz) del laurocarpano D (26) (CDCls).

3.4.1.5. Laurocarpano E (27)

El laurocarpano E (27) fue aislado como un solido amorfo de color blanco y
rotacién Optica [a]®, = +22 (c 0.02, CHCl). Su férmula molecular, CisH»40,, fue
establecida en base al ion [M + H]" observado a m/z 237.18 (calc. 237.19) en su espectro
de masas ESI-FTICR. Su espectroscopia de IR confirma la presencia de un alcohol (3400

cm™) y de un alqueno (1729 cm™).

Los datos de RMN *H y *C del compuesto 27 (Tabla 3.4.5) fueron similares a los
del metabolito anterior, el laurocarpano D (26) (Tabla 3.4.4). En efecto, la comparacién de
los espectros de RMN 'H (Figura 3.4.14) ilustra la correspondencia de practicamente
todas las sefiales del biciclo en ambas sustancias; mientras que las principales diferencias
en el nuevo compuesto se centran en que el doble enlace no es trisustituido sino

disustituido con los metinos vinilicos H-1 y H-2 a &4 6.07 y 5.65, respectivamente, el
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metino H-6 ahora es alilico por lo que aparece desplazado a campos bajos (o4 2.42), y el

metilo olefinico H3-15 pasa a ser un metilcarbinol (&4 1.35).

H3-12
A RMN 1H del Laurocarpano D en CDCI3 Ha-15 Hs-13
s ||
H4
H6 s \H-14
H-4 i )
H-10 £ \ H-1 -8
T T T T T f T T T T - I T T T T ‘A T T T T | T T T T I
(ppm) 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0
H3-15 H3-12
B RMNH del Laurocarpano E en CDCl3 1-3§ Hs-13
H-14
¢H-14
H-8 H-5:
H47H-8
H-10 H4 l
H-1
H-2
ey 5.65
T ‘ T T | T T T T “' T < T T ‘
(ppm)6.0 5.0 4.0 1.0

Figura 3.4.14. Comparacion de los espectros de RMN 'H (600 MHz) del los laurocarpanos D (26) (A)
y E(27) (B).

Ademés en el experimento COSY se observa un sistema de espin similar al
llamado fragmento | en el laurocarpano D, con la diferencia que ahora dicho fragmento se
inicia con el acoplamiento entre los protones olefinicos H-1 y H-2, que poseen una

geometria Z en funcion de su constante de acoplamiento (3JH_1,H_2 =10.2 Hz).

Estos hechos, junto a las correlaciones HMBC sobre el carbono hidroxilado a ¢
78.9 (C-3), de los protones del metilo Hz-15, del metino vinilico H-1 y del metileno a 6y
2.17/1.43 (H,-4), completan la estructura de esa parte de la molécula. Finalmente, la
conectividad del metino a H-6 con el carbono a dc 89.6 (C-7), enlazan los dos sistemas de
anillos, tal como se muestra en la figura 3.4.15, donde se resumen las correlaciones mas

relevantes observadas.
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= COSY

—HMBC

Figura 3.4.15. Correlaciones '"H-C mas importantes del experimento HMBC (600 MHz) para la conexion de
los fragmentos COSY (600 MHz) establecidos para el laurocarpano E (27).

N°C 5°C (ppm) & 'H(ppm) Multiplicidad J (Hz)
1 134.9 6.07 br d 10.2
2 129.4 5.65 br d 10.2
3 78.9
4 31.6 2.17 m

1.43 m
5 215 1.63 m
1.51 m
6 41.6 2.42 m
7 89.6
8 334 1.52 m
1.45 m
9 25.9 1.94 ddd 4.0,9.0,12.7
1.67 m
10 84.9 3.86 br d 5.3
11 41.0
12 29.4 1.03 (3H) s
13 24.9 1.02 (3H) s
14 46.6 1.32 br d 11.8
1.16 br d 11.8
15 24.8 1.35 (3H) br s

Tabla 3.4.5. Datos de RMN *H (600 MHz) y RMN **C (150 MHz) del laurocarpano E (27) (CDCls).

Finalmente, si para formular una propuesta de estereoquimica relativa en los
centros C-6, C-7 y C-10, se consideran los mismos postulados biogenéticos que en el
compuesto anterior, la configuracion en C-3 se propone como R*. Esto se hace en base a
la correlacion observada en el experimento TROESY entre el metino H-6 y el proton
diaterotopico mas apantallado del metileno H,-4 (64 1.43) y que sitta al grupo hidroxilo en
la cara opuesta de la molécula. Esta configuracion relativa seria la equivalente a la
observada en ese centro para el laurocarpano B (24), cuyo anillo A guarda paralelismo

con el de este metabolito.
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3.4.2. Derivados triciclicos
3.4.2.1. Ciclolaurocarpano (28) y bromociclococanol

Este ciclolaurocarpano (28) fue obtenido como un aceite incoloro y una rotacion
optica de [a]*p = +3 (c 0.38, CHCI). El espectro de masas ESI-HRMS permiti6 determinar
su férmula molecular como C;5H,sBrO, en base a los iones pseudomoleculares [M + Na +
H]" a m/z 324.13/326.13 (calc. 324.11/326.10 para CisHzs °BrONa/CysH,*'BrONa) y [M +
H]" a m/z 301.14 (calc. 301.12 para CisHys'°BrO). De acuerdo a su férmula empirica se
predicen tres insaturaciones que han de estar implicadas en igual cantidad de anillos,
debido a la presencia de una absorcion caracteristica de grupo hidroxilo (3460 cm™) y la

ausencia de doble o triple enlace en el espectro de IR.

En un andlisis inicial de su espectro de RMN *H (Figura 3.4.16), lo primero que
destaca es la presencia de sefales propias de un ciclopropano a 6y 0.38 y 0.22.
Asimismo, resalta la existencia de un metino enlazado a heterodtomo a oy 3.92, y la de

metilos sobre carbonos cuaternarios a 6y 1.30, 1.06 y 1.01.

Hs-15 |H3-12 | H3-13
1.30 | 1.06 1.01

H-8p H-140,
H-14 H5° ¥ H-1 endo
0.22
H-10 H-1 exo
3.92 0.38
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 T T T | T T T T
(ppm) 4.0 35 3.0 25 2.0 15 1.0 0.5

Figura 3.4.16. Espectro de RMN 'H del ciclolaurocarpano (28) en CDClIsz (600 MHZz).

Por su parte, los datos de RMN *C (Tabla 3.4.6) en combinacién con los del
experimento HSQC con editado de mutiplicidad (Figura 3.4.17) indicaron que los 15
atomos de carbono se clasifican en tres metinos, seis metilenos, tres metilos y tres

carbonos totalmente sustituidos donde uno de ellos se une al alcohol.
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Figura 3.4.17. Espectro de HSQC editado del ciclolaurocarpano (28) en CDCl3; (600 MHz).

N°C 5°C (ppm) & 'H(ppm) Multiplicidad J (Hz)
1 13.2 exo: 0.38 dd 5.5, 8.2
endo: 0.22 dd 3.4,55
2 33.7 1.05 br d 34,82
3 80.4
4 36.6 1.51 br dd 8.5,14.1
1.24 ddd 8.5,11.8,14.1
5 26.6 1.81 ddd 8.5,11.8,11.8
1.58 br dd 8.5,11.8
6 32.8
7 36.9 1.36 dddd 3.2,3.2,12.2,12.6
8 31.8 B 1.65 dd 3.2,3.4,36,13.1
o 1.10 dddd 3.7,12.6,13.0,13.1
9 34.3 a2.15 dddd 3.4,3.7,4.2,13.2
B 1.97 dddd 3.6,12.6,13.0, 13.2
10 66.5 3.92 dd 4.2,12.6
11 36.6
12 31.8 1.06 (3H) s
13 20.5 1.01 (3H) s
14 44.0 B 1.65 br dd 3.2,12.3
o 1.29 br dd 12.2,12.3
15 25.2 1.30 (3H) s

Tabla 3.4.6. Datos de RMN *H (600 MHz) y RMN B¢ (150 MHz) del ciclolaurocarpano (28) (CDCls).
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Un andlisis detallado de los experimentos HSQC (Figura 3.4.17) y 'H-'H COSY

(Figura 3.4.18), revelaron la presencia de los fragmentos parciales I-Ill en la estructura de
molécula. Asi, el I, engloba los protones del ciclopropano H,-1 (6yc 0.38 y 0.22/13.2) - H-
2 (Opic 1.05/33.7); el 1, lo conforman los metilenos Hy-4 (6nc 1.51 y 1.24/36.6) — H»-5
(6mic 1.81 y 1.58/26.6); mientras que, el tercer sistema de espin Ill se inicia en el metino H-
10 (6w 3.92/66.5), sobre el que se sitda el &tomo de bromo, y continua la secuencia de
conectividades con los protones diasterotopicos Hx-9 (Onc 2.15 y 1.97/34.3), pasando al
metileno H»-8 (Onc 1.65 y 1.10/31.8) y al metino H-7 (én,c 1.36/36.9), hasta concluir en el
metileno H,-14 (dnc 1.65y 1.29/44.0).

“H2-5/Hz-4 ‘
**H2-4/H2-5 ‘ ’ —0.5
H-7/H-14 Al
H2-9/H-8 : IS
’ HegHea yHSHAe " o0

—4.0

H
[ )
' !
T | T T T T [ T T T T | T T T T | T T T T | T T T (ppm)
(PPm)4.0 2.0 1.5 1.0 0.5

Figura 3.4.18. Secciones del especfro de COSY en CDCl; (600 MHz) (izquierda), y correlaciones HMBC mas
importantes para la elucidacion estructural del ciclolaurocarpano (28).

La confirmaciobn de estas estructuras parciales y la determinacion de las
conectividades entre ellas y los tres carbonos cuaternarios que contiene la molécula, fue
llevada a cabo a través del espectro de HMBC, como se indica en la figura 3.4.18. Las
mutuas correlaciones 'H-'*C a larga distancia entre los dos metilos terciarios a 6, 1.06 (&c
31.8) y 64 1.01 (6c 20.5), y de éstos con el carbono cuaternario a 6c 36.6, establece un
grupo gem-dimetilo formado por Hs-12 y Hs-13 sobre C-11. Ademas, estos carbonos son
correlacionados por los protones H-10 y H,-14 del fragmento lll, fijando un primer anillo de
ciclohexilo tetrasustituido. Por otro lado, el acoplamiento de los protones H,-1 con el
carbono cuaternario adyacente a un grupo hidroxilo a 6c 80.4 (C-3), y del metilo a 64 1.30
(Hs-15) con C-2 y C-4 conecta los fragmentos | y Il, a través de ese carbono C-3.

Finalmente, las correlaciones de los protones H,-1, H,-5, H-2 y H-7 con el carbono
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cuaternario restante a 0c 32.8 (C-6) establecen los otros dos ciclos fusionados que
justifican las insaturaciones sugeridas por la formula molecular, y la union de éstos con el
ciclohexilo definido en primera instancia, mediante los carbonos C-6 y C-7, obteniendo la

estructura plana del presente metabolito secundario.

Junto con el ciclolaurocarpano (28), fue aislado otro metabolito ciclopropanico

minoritario como un aceite incoloro y actividad 6ptica de [a]*; = +2 (¢ 0.013, CHClIy).

Un analisis detallado de sus datos de RMN (Tabla 3.4.7) a través de experimentos
mono (*H y *C) y bidimensionales (COSY, HSQC editado y HMBC), confirmé que se
trataba del bromociclococanol aislado previamente de L. majuscula,® un compuesto con la
misma estructura plana que el ciclolaurocarpano (28). El problema surge a la hora de
asignar la configuracion relativa de cada isémero, ya que a la dificultad de establecer la
orientacion relativa del ciclopropilo, se suma que el bromociclococanol aparece dibujado

en la publicacién original en dos configuraciones distintas.

N°C 5°C (ppm) & 'H(ppm) Multiplicidad J (Hz)
1 11.0 endo: 0.65 dd 3.8,4.8
exo: 0.32 dd 5.0,7.3
2 32.9 1.03 dd 3.8,7.3
79.1
4 36.0 1.52 m
1.29 m
5 26.4 1.61 m
1.55 m
6 31.5
7 37.1 1.25 m
31.4 B 1.60 m
o 1.10 dddd 3.8,12.8,13.0,13.2
9 34.2 a2.13 dddd 3.8,4.1,4.2,13.3
B 1.95 dddd 3.9,125,13.0,13.3
10 66.4 3.89 dd 42,125
11 36.6
12 31.9 1.06 (3H) s
13 20.5 1.00 (3H) s
14 43.5 B 1.55 m
a1l.21 dd 12.5,12.6
15 28.1 1.31 (3H) s

Tabla 3.4.7. Datos de RMN *H (600 MHz) y RMN **C (150 MHz) del bromociclococanol (CDCls).
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Para ello, comenzamos estableciendo las principales diferencias en los datos de

RMN de ambas sustancias (Tablas 3.4.6 y 3.4.7). Basicamente, las discrepancias mas
notables consisten en asignaciones correspondientes al ciclopropano. En tal sentido, el
espectro de RMN *'H (Figura 3.4.19B) muestra que la sefial del protén H,-1 endo (8, 0.65)
en el bromociclococanol se desplaza notablemente a campos mas bajos que en el
espectro de RMN *H del ciclolaurocarpano (28) (Figura 3.4.19A), situado a &y 0.22.
También se observaron cambios en menor medida, pero hacia campos mas altos en las
sefales de H-7 (o4 1.25 en bromociclococanol vs 64 1.36 en 28) y en uno de los protones
del metileno Hx-5 (64 1.61/1.51 en bromociclococanol vs 6y 1.81/1.58 en 28).

En tal sentido, el espectro de RMN 'H muestra que la sefial del protén H,-1 endo
(6w 0.65) en el bromociclococanol se desplaza notablemente a campos mas bajos que en
el ciclolaurocarpano (28) situado a 6y 0.22 (Figura 3.4.19). También se observaron
cambios en menor medida, pero hacia campos mas altos en las sefiales de H-7 (64 1.25
en bromociclococanol vs 6y 1.36 en 28) y en uno de los protones del metileno H,-5 (éy
1.61/1.51 en bromociclococanol vs 6y 1.81/1.58 en 28).

A RMN 1H del Ciclolaurocarpano en CDCI3 H3-15 [Hs-12 | H3-13
NN ¥
H-10
T T J7I T T ’ T T T T | T T | T T
(ppm) 4.0 5 3.0 25
B RMN 1H del Bromociclococanol en CDCI3 H3-15 | Hs-12 | [H3-13
NN
H-140
H-7,
H4 N
v H-2 H-1endo
0.65
H8 / H-1 exo
H-10 0.32
T T | T T T T | T T T I | T T T | T T | T T
(ppm) 4.0 35 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5

Figura 3.4.19. Comparacién de los espectros de RMN H (600 MHz) del ciclolaurocarpano (28) (A) y del
bromociclococanol (B).
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Analizando las constantes de acoplamiento homonucleares y los datos de los
experimentos TROESY, confirmamos que en ambos productos, la configuracion relativa
del anillo B sigue las mismas pautas que el resto de los derivados aislados en este
estudio. Respecto al sistema formado por los dos anillos fusionados no encontramos a
priori datos de estereoquimica relativa diferenciadores entre los dos metabolitos, por lo
que decidimos hacer un estudio en la bibliografia de sistemas similares. Furstner y
Schlecker abordaron la sintesis de un conjunto de miembros de familias de terpenos con
sistemas sesquisabineno y sesquitujeno.’® Entre los compuestos sintetizados hay cuatro
hidratos de sesquisabinenos que reflejan las cuatro posibilidades de diasterémeros
posibles en nuestro caso. En la tabla 3.4.8, se recogen las estructuras, asi como los
desplazamientos quimicos y las constantes de acoplamiento homonucleares de los
protones del metileno del ciclopropano. En ellas se observa que los datos del hidrato de
trans-sesquisabineno coinciden con los de nuestro metabolito ciclolaurocarpano (28),
mientras que los del hidrato de cis-sesquisabineno concuerdan con los obtenidos para el

bromociclococanol.

"1OH
X
Hidrato de Hidrato de Hidrato de 7- epi-trans- Hidrato de 7- epi-cis-
cis-sesquisabineno trans-sesquisabineno sesquisabineno sesquisabineno

& Mult. J(Hz) & Mult. J(Hz) & Mult. J(Hz) & Mult.  J(Hz)

endo 0.65 dd 4.8,3.7 034 ddd 84,52,0.7 041 dd 7.7,53 0.73 dd 4.7,4.0
exo 029 dd 76,51 022 dd 5.1,35 0.31 dd 51,37 034 dd 79,51

Tabla 3.4.8. Se indican los desplazamientos quimicos correspondientes a los protones exo y endo del sistema
de ciclopropano presente en distintos monoterpenos de tipo sesquisabineno.

En el primer caso, nuestros datos experimentales estan de acuerdo con esta
configuracién, ya que observamos una correlacion ROE entre el protén H-1 endo y el
metilo Hs-15. Ademds una disposicion 1,3-cisdiaxial entre el proton diasterotépico H-5
(64 1.81, ddd, J = 8.5, 11.8, 11.8 Hz) y el grupo hidroxilo en C-3, podria justificar el
desplazamiento a campos bajos relativo de este protbn con respecto al
bromociclococanol. Sin embargo, en el caso de este ultimo, la estructura del hidrato de
cis-sesquisabineno que debe ser propuesta en base a este estudio comparativo, no

coincide con ninguna de las dos estructuras que aparecen en la publicacion, ya que los

19 Eiirstner, A.; Schlecker, A. Chem. Eur. J., 2008, 14, 9181.
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autores proponen una disposicion del ciclopropano y del grupo hidroxilo en trans, en base

a un ROE entre el protén endo y el metilo Hz-15. No obstante, en el experimento TROESY
del compuesto que posee los mismos datos espectroscopicos que el bromociclococanol,
hemos comprobado que esa correlacion ROE no deberia ser considerada del metilo sino
que corresponde a uno de los protones diastereotopicos Hy-4 (64 1.29) con los que éste
esta solapado. Por otro lado, la disposicion cis del ciclopropano con el grupo hidroxilo en
C-3, explicaria el mayor desapantallamiento que sufre el proton endo del ciclopropano en

ese metabolito.

En conclusion, la estructura del ciclolaurocarpano posee una configuracion relativa
tal como se muestra en la figura 3.4.20, mientras que para el bromociclococanol,

proponemos una estructura revisada como epimero del ciclolaurocarpano en C-3.

1\2 13
Ciclolaurocarpano

Bromociclococanol

Figura 3.4.20. Configuraciones relativas propuestas para el ciclolaurocarpano (28) y el bromociclococanol.

Por ultimo, nos ha llamado la atencion que en el estudio de esta alga no
encontrdsemos alguno de los otros dos derivados de la ciclacion del ciclopropano por la
otra cara de la molécula, preguntandonos si podrian estar involucrados factores

energeéticos.
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Por ese motivo, en colaboracion con el Dr. Miguel Angel Ramirez (IUBO-ULL) nos
planteamos realizar calculos tedricos utilizando métodos ab initio,™* a fin de determinar si
el carbocation previo a la formacién del anillo de ciclopropano podria adoptar una

conformacion preferente que justificase estos resultados.

En este sentido, se llevd a cabo una primera aproximacion con un modelo
estructural simplificado en estado gaseoso, a través del método de calculo B3LYP y el
sistema 6-311G (d,p). Se obtuvieron dos minimos de energia del intermedio catiénico que
parecen adoptar las posibles conformaciones que podria dar lugar a la ciclacién por unay
otra cara (Figura 3.4.21), resultando ligeramente mas estable aquella que daria lugar a los
dos metabolitos aislados en nuestro estudio. Este resultado preliminar, nos ha llevado a

plantearnos seguir un poco mas en esta linea.

3

3,
35

AE = 0.627 (Kcal/mol)

energia

Figura 3.4.21. Conformaciones de minima energia resultado de los calculos teéricos preliminares.

" Helgaker, T.; Jaszunski, M.; Pecul, M. Prog. Nucl. Magn. Reson. Spectrosc., 2008, 53, 249.
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3.5. ORIGEN BIOGENETICO DE LOS METABOLITOS AISLADOS

El origen biogenético del esqueleto de los macrocarpanos a partir del catién 2Z,6E-
nerolidilo pasando por el intermedio monociclico clave, el (S)-B-bisaboleno se ha descrito
con detalle en el apartado de antecedentes de este capitulo. En base a esos datos
hacemos un propuesta biogenética para la formacion de los metabolitos con ese

esqueleto aislados de L. microcladia, y que se resume en la figura 3.5.1.

En nuestro caso planteamos que la formacién del catibn macrocarpeno podria
venir inducida por la formacion de un ion bromonio sobre la olefina entre C-13 y C-14. El
ataque del agua en el carbocatién podria derivar en la posterior formacion de un puente
éter con C-10 por la cara opuesta a la salida del bromo dando lugar a los laurocarpanos D
y E (26-27). Por otro lado, si lo que tiene lugar es una migracién de hidruro desde C-6, la
adicidon de agua y la accién de peroxidasas originarian los laurocarpanos A-C (23-25). La
formacion del ciclolaurocarpano y del bromociclococanol vendria de la ciclacion sobre el
carbocation en C-6 por la cara beta de la molécula a través de una Syl y el posterior
ataque de agua. El que la ciclacion tenga lugar sélo por una cara de la molécula

proponemos que puede ser en base a lo expuesto en el apartado anterior.
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Figura 3.5.1. Propuesta biogenética para la formacién de los laurocarpanos A-E (23-27), el ciclolaurocarpano
(28) y el bromociclococanol
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3.6. DATOS FiSICOS DE LOS METABOLITOS AISLADOS

3.6.1. Laurocarpano A (23)

Aceite incoloro.

[0]*°,= +5 (c 0.57, CHCI5).

UV (MeOH) Amax = 203 nm (log £3.11).

IR (CHCls) vinax = 3416, 2950, 2871, 1706, 1665, 1453, 1369, 1265, 1217, 963 cm™.

ESI-FTICR: para CisHy""BrO, CisHe™BroO; [M + H]* m/z 301.14, 303.16; a. r.: 100:82
(calc. 301.12, 303.14).

Datos de RMN *H (600 MHz) y RMN *3C (150 MHz) en CDClz:

N°C 5°C (ppm) & 'H(ppm) Multiplicidad J (Hz)
1 35.2 o 2.14 dd 3.2,155
B 1.89 br d 15.5
2 118.1 5.27 brs
3 134.0
4 26.9 2.13 m
1.94 m
5 31.0 o 1.66 ddd 2.9,5.9,13.0
B 1.51 ddd 6.1, 11.5, 13.0
6 71.0
41.3 1.61 dddd 3.2,3.4,12.6,12.6
8 28.1 B 1.78 dddd 3.4,3.9,4.2, 13.1
o 1.19 dddd 3.5,12.6,13.1,13.1
9 34.2 o 2.20 dddd 35,3.9,4.4, 134
B 2.00 dddd 4.2,12.8,13.1,13.4
10 66.5 3.94 dd 4.4,12.8
11 36.6
12 31.9 1.07 (3H) s
13 20.4 1.04 (3H) s
14 40.3 B 1.82 ddd 2.8,3.2,13.4
a1.21 ddd 2.8,12.6,13.4
15 23.3 1.68 (3H) s
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3.6.2. Laurocarpano B (24)

Aceite incoloro.

[0]?°, = +1 (c 0.02, CHCI5).

UV (MeOH) Amax = 204 nm (log £ 3.53).

IR (CHCl3) vinax = 3402, 2930, 2859, 1714, 1666, 1456, 1372, 1264, 1021, 964, 865 cm™.
ESI-FTICR: para Ci5Hzs °BrOy; [M + H]" m/z 317.09; (calc. 317.11).

ESI-HRMS: para CisH,s °BrOy; [M]" m/z 316.10; (calc. 316.10).

Datos de RMN *H (600 MHz) y RMN *C (150 MHz) en CDCl;:

N°C &°C (ppm) & 'H(ppm) Multiplicidad J (Hz)
1 136.8 5.77 d 10.1
2 131.3 5.67 d 10.1
3 78.8
4 28.2 B 2.08 m
o 1.69 m
5 28.0 0 1.93 ddd 3.7,12.8,13.7
B 1.51 ddd 3.7,4.8,13.7
6 70.9
7 42.2 1.71 dddd 2.8,3.2,13.1,13.3
8 27.8 B 1.88 dddd 2.8,3.1,4.0,13.2
o 1.20 dddd 4.4,13.0,13.2,13.3
9 341 a 2.20 dddd 3.1,4.1,4.4,13.4
B 1.99 dddd 4.0,12.7,13.0,13.4
10 66.1 3.91 dd 4.1,12.7
11 36.7
12 31.9 1.06 (3H) s
13 20.6 1.04 (3H) s
14 40.9 B 1.64 ddd 2.9,3.2,13.3
o 1.15 dd 13.1, 13.3
15 24.4 1.37 (3H) S
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3.6.3. Laurocarpano C (25)

Aceite incoloro.

[0]?°, = +4 (c 0.08, CHCI5).

UV (MeOH) Amax = 203 nm (log ¢ 3.67).

IR (CHCls) vinax = 3393, 2926, 2855, 1650, 1456, 1368, 1260, 1080, 1023, 963, 898 cm™.
ESI-FTICR: para Ci5Hzs °BrOy; [M + H]" m/z 317.09; (calc. 317.11).

Datos de RMN *H (600 MHz) y RMN **C (150 MHz) en CDCls:

N°C &°C (ppm)  &'H(ppm) Multiplicidad J (Hz)
1 40.0 a 2.10 dd 4.6,12.1
B 1.43 dd 11.3,12.1
2 82.7 4.73 dd 4.6,11.3
3 146.4
4 29.5 a 2.40 ddd 4.1,13.2,13.7
B 2.26 ddd 3.6,3.8,13.7
5 35.6 a 1.64 ddd 3.6,4.1,13.4
B 1.47 ddd 3.8,13.2,134
6 74.9
7 43.2 1.58 dddd 2.9,3.1,12.3,13.2
8 28.2 B 1.84 dddd 3.1,3.7,3.9,13.0
o 1.16 dddd 3.7,13.0,13.2,135
9 34.0 a2.21 dddd 3.7,3.7,4.0,13.3
B 1.99 dddd 3.9,12.7,13.3, 13.5
10 65.7 3.90 dd 4.0,12.7
11 36.6
12 31.9 1.07 (3H) s
13 20.5 1.03 (3H) s
14 40.4 B 1.75 ddd 2.7,2.9,13.1
a1.17 br dd 12.3,13.1
15 105.7 4.93 s
4.85 s
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3.6.4. Laurocarpano D (26)

Sélido blanco amorfo.

[0]?°, = +16 (c 0.03, CHCLy).

UV (MeOH) Amax = 202 nm (log £ 3.38).

IR (CHCI3) vinax = 2955, 2928, 2867, 1729, 1450, 1367, 1240, 1253, 1161, 988, 751 cm™.
ESI-FTICR: para C15H2,0K; [M + K]" m/z 259.17; (calc. 259.15).

Datos de RMN *H (600 MHz) y RMN **C (150 MHz) en CDCls:

N°C 5°C (ppm) & 'H(ppm) Multiplicidad J (Hz)
1 27.3 2.03 m
1.81 m
2 120.3 5.39 brs
3 134.0
4 30.3 2.04 m
1.92 m
5 24.6 1.82 m
1.29 m
6 39.3 1.90 m
7 90.5
8 31.2 1.50 ddd 35,35, 11.9
1.44 m
9 25.9 1.92 m
1.62 m
10 84.9 3.84 br d 5.2
11 40.9
12 30.1 1.03 (3H) s
13 25.0 1.03 (3H) s
14 48.6 1.34 br dd 2.3,11.6
1.20 br d 11.6
15 23.6 1.65 (3H) s
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3.6.5. Laurocarpano E (27)

Sdlido blanco amorfo.

[0]?°, = +22 (c 0.02, CHCLy).

UV (MeOH) Amax = 202 nm (log & 3.14).

IR (CHCI3) vinax = 3400, 2955, 2928, 2867, 1729, 1450, 1368, 1253, 1195, 1161, 988, 751
-1

cm™.

ESI-FTICR: para C;5H2502; [M + H]" m/z 237.18; (calc. 237.19).

Datos de RMN *H (600 MHz) y RMN *3C (150 MHz) en CDCl;:

N°C 5°C (ppm) & 'H(ppm) Multiplicidad J (Hz)
1 134.9 6.07 br d 10.2
2 129.4 5.65 br d 10.2
3 78.9
4 31.6 2.17 m

1.43 m
5 215 1.63 m
1.51 m
6 41.6 2.42 m
7 89.6
8 33.4 1.52 m
1.45 m
9 25.9 1.94 ddd 4.0,9.0,12.7
1.67 m
10 84.9 3.86 br d 5.3
11 41.0
12 29.4 1.03 (3H) s
13 24.9 1.02 (3H) s
14 46.6 1.32 br d 11.8
1.16 brd 11.8
15 24.8 1.35 (3H) brs
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Datos fisicos

3.6.6. Ciclolaurocarpano (28)

Aceite incoloro.
[0]?®, = +3 (c 0.38, CHCL,).

IR (CHCl3) vinax = 3460, 2930, 2868, 1729, 1455, 1367, 1253, 1140, 980, 763 cm™.

ESI-HRMS: CisHy°BrONa, para [M + Na +H]", m/z obs. 324.13 (calc. 324.11);
CisH»c**BrONa para [M + Na +H]*, m/z obs. 326.13 (calc. 326.10); y CisH,s °BrO, [M +
+H]", m/z obs. 301.14 (cal. 301.12).

Datos de RMN *H (600 MHz) y RMN **C (150 MHz) en CDClj:

N°C 5°C (ppm)  &'H(ppm) Multiplicidad J (Hz)
1 13.2 exo: 0.38 dd 55,8.2
endo: 0.22 dd 34,55
2 33.7 1.05 br d 34,82
3 80.4
4 36.6 1.51 br dd 8.5,14.1
1.24 ddd 8.5,11.8,14.1
5 26.6 1.81 ddd 8.5,11.8,11.8
1.58 br dd 8.5,11.8
6 32.8
7 36.9 1.36 dddd 3.2,3.2,12.2,12.6
8 31.8 B 1.65 dd 3.2,3.4,3.6,13.1
o 1.10 dddd 3.7,12.6,13.0, 13.1
9 34.3 o 2.15 dddd 3.4,3.7,4.2,13.2
B 1.97 dddd 3.6, 12.6, 13.0, 13.2
10 66.5 3.92 dd 4.2,12.6
11 36.6
12 31.8 1.06 (3H) s
13 20.5 1.01 (3H) s
14 44.0 B 1.65 br dd 3.2,12.3
o 1.29 br dd 12.2,12.3
15 25.2 1.30 (3H) s
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3.6.7. Metabolitos conocidos aislados de L. microcladia

A continuacion se presentan las estructuras de los restanes metabolitos conocidos,
aislados en el estudio cromatografico de este alga. La identificacién de estos compuestos
se realiz6 mediante el andlisis detallado de sus datos espectroscopicos Yy
espectrométricos y por contraposicion con los ya reportados en la literatura cientifica.

Junto al bromociclococanol, dichos metabolitos fueron el (3E)—dihidrorodofit|'n,12 obtusin,*®
(3E)-pinnatifidenino.**

Cl
74
H Br \ Vi
o)
o]
o N
- H N
H Br
Obtusin (3E)-Dihidrorodofitin (3E)-Pinnatifidenino

2 Norte, M.; Fernandez, J. J.; Cataldo, F.; Gonzélez, A. G. Phytochemistry, 1989, 28, 647.
' Howard, B.M.; Fenical, W.; Amold, E.V.; Clardy, J. Tetrahedron Lett., 1979, 31, 2841.

1 Gonzélez, A. G.; Martin, J. D.; Martin, V. S.; Norte, M.; Pérez, R.; Ruano, J. Z.; Drexler, S. A.; Clardy, J. Tetrahedron,
1982, 38, 1009.
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4

METABOLITOS SECUNDARIOS DE LOBOPHORA VARIEGATA

RESUMEN

Lobophora variegata es una de las especies mds comunes en las praderas
de algas de las Islas Canarias. Este alga parda parece tener algiin efecto
frente al dominio de los erizos aunque se desconoce si el mecanismo de
defensa es quimico. En este capitulo se aborda su estudio fitoquimico
precisando el aislamiento y la determinacion estructural de 10 nuevos
policétidos entre los que se incluyen 3 nonadecacétidos con un nuevo
esqueleto carbonado que hemos denominado loboforano. Las estructuras
fueron  determinadas  fundamentalmente en base a datos
espectroscopicos. En el caso del cabeza de serie de los loboforanos,
loboforol A, su estructura fue confirmada por estudios de difraccion de
rayos X. Estos nuevos metabolitos se relacionan a través de una
propuesta biogenética comiin.

Fotos de Lobophora variegata en las Islas Canarias
(Fuente: www.landive.es/www.canariasporunacostaviva.org)

Nuevos metabolitos aislados

¢ Nonadecacétidos con esqueleto de loboforano:

Loboforol A Loboforol B R=H
Loboforol C R=0OH
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e Otros policétidos:

LobofopiranonaA R=H
LobofopiranonaB R=OH

o
1
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XX o 19 O
8 8 19
O N NN
Loboforona A Loboforona B
O OH O OH
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4.1. ANTECEDENTES

4.1.1. Alga parda Lobophora variegata: introduccién

Las Phaeophytas, comunmente llamadas algas pardas, son un conjunto importante
de plantas que se clasifican en unos 265 géneros con mas de 1.500 especies, siendo casi
exclusivamente marinas, ya que sélo se conocen unas pocas de agua dulce.® Su hombre
se debe a la presencia en los cloroplastos de diversos taninos y pigmentos fotosintéticos,
como la fucoxantina, que enmascaran el color verde de los cloroplastos y la protegen de

la luz solar.

En esta variedad de algas es notable el tamafio de sus poblaciones. Su tipica
distribucién en praderas les permite abarcar hasta las tres cuartas partes del espacio
rocoso disponible para el crecimiento de plantas marinas. Destaca también la variedad
morfolégica que presentan sus especies, desde filamentos pequefios hasta estructuras

complejas con varios metros de longitud y gruesos troncos.

Constituyen un grupo de algas que cumplen importantes roles ecolégicos y de gran
interés econdémico, principalmente por su alto contenido en polisacaridos.” En algunas
especies, los alginatos (polisacaridos sulfatados) pueden constituir entre el 20-40% del
peso seco del alga, siendo mas rentable su obtencion de la naturaleza que su sintesis
guimica. Los alginatos son utiles porque gelifican las soluciones acuosas y por ello se
pueden emplear como aglutinantes, espesantes y estabilizantes tanto en la industria

alimentaria, como en la farmacoldgica, textil, etc.

En las Gltimas décadas, numerosos estudios relacionados con la remocién de
metales pesados se han desarrollado por medio de la reutilizacion de biomateriales
procedentes por ejemplo de residuos de algas marinas, hongos, bacterias y levaduras.®
Algunas especies de algas pardas, especificamente de las familias Laminariaceae,
Fucaceae y Sargassaceae, se han convertido en modelos ideales en la identificacion de
mecanismos de biosorcion en soluciones acuosas que contienen dichos metales. La
principal razon de este fendmeno se debe también a la abundancia de polisacéridos en la

pared celular. Los alginatos y fucoidanos, debido a la elevada densidad electrénica de sus

! Bold, H. C.; Wynne, M. J. “Introduction to the algae”. Englewood Clifts, NJ: Prentice-Hall; 1985, pp. 516.
2 Chapman, V. J. “Seaweeds and their uses”. London, UK: Chadman & Hall; 1980, pp. 334.
% Cuizano, N. A.; Navarro, A. E. Anales de Quimica, 2008, 104, 120.
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grupos funcionales, tienen capacidad de adsorber selectivamente y de forma natural

mediante intercambio i6nico cationes metalicos pesados.*

Desde el punto de vista fitoquimico, las algas pardas han sido ampliamente
estudiadas. De ellas se han aislado muchas clases de metabolitos que abarcan desde
polimeros fendlicos, mas propiamente floroglucinol, presentes sélo en estas algas y que
poseen importantes propiedades antibidticas y de proteccion frente a los rayos UV,
utilizados en el tratamiento de melanomas; hasta las oxilipinas, un grupo de compuestos
gue constituyen una amplia familia de derivados lipidicos con importante variedad

estructural.®

El alga parda Lobophora variegata J. V. Lamouroux (Dictyotaceae), presenta una
amplia distribucién en todo el mundo, tanto en mares tropicales como subtropicales.® En
las costas de las Islas Canarias es una de las mas comunes, y se encuentra en grupos
mas o menos numerosos. Crece desde la zona intermareal hasta los 25 metros sobre
substrato rocoso y en zonas de oleaje moderado, preferentemente al amparo de la luz
directa de la superficie.

Al igual que otras de su género, la L. variegata ha sido objeto de importantes
investigaciones relacionadas con la remediacion ambiental. Se la ha caracterizado como
un importante bioindicador de metales pesados, debido a su capacidad de unirse
fuertemente a los mismos.” Asi, en aguas costeras de Nueva Caledonia altamente
contaminadas por metales, esta especie logr6 acumular grandes cantidades de metales,
tales como Ag, As, Cd, Co, Cr, Cu, Mny Zn, en un periodo de tiempo relativamente corto.?
Por otra parte, en un estudio donde se realiz6 un analisis comparativo entre algas pardas
y rojas de la capacidad de captacion de distintos metales pesados variando los niveles de
adsorcion de acuerdo al pH del medio, ademas de demostrarse la superioridad de las
algas pardas, se cuantifico la adsorcion de estos metales por la L. variegata.’ Para esto,
luego de someter la biomasa a un tratamiento con CaCl,, se puso en contacto en una
solucion a pH 6ptimo de 5.0, que contenia los iones metalicos. Después de 90 min se
obtuvieron valores de retencion verdaderamente sorprendentes de 1.71 y 1.79 mmol/g

para el Cd (I1) y Pb (Il) respectivamente.™®

* Davis, T. A.; Volesky, B.; Mucci, A. Water Research, 2003, 37, 4311.

® Gerwick, W. H. Biochimica et Biophysica Acta, 1994, 1211, 143.

® Manilal, A.; Selvin, J.; Thajuddin, N.; Sujith, S.; Panikkar, M.; Idhayadhulla, A.; Kumar, R. S. Thalassas, 2012, 28, 47.
7 Bryan, G.W. Mar. Ecol., 1984, 5, 1290.

& Hédouin, L.; Bustamante, P.; Fichez, R.; Warnau, M. Mar. Environmental Res., 2008, 66, 438.

® Vijayaraghavan, K.; Jegan, J.; Palanivelu, K.; Velan, M. Separation and Purification Tech., 2005, 44, 53.

0 Jha, B.; Basha, S.; Jaiswar, S.; Mishra, B.; Thakur, M. C. Biodegradation, 2009, 20, 1.
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El comportamiento de L. variegata con el ecosistema donde se desarrolla también

ha sido estudiado. Esta especie es una de las algas que mejor defiende su habitat en
zonas dominadas por algunos depredadores. Llama la atenciébn su asombrosa
supervivencia en zonas de amplia distribucion del erizo Diadema antillarum, un organismo
gue desempefia un papel clave en la organizacion y estructuracion en poblaciones de
macroalgas y que ha generado enormes blanquizales en zonas tradicionalmente pobladas
por varias especies algas en las Islas Canarias.'’ Estas observaciones recientes y la
hipétesis de que el mecanismo de defensa sea quimico, ha despertando interés acerca
del tipo de metabolitos secundarios que estas algas producen. Sin embargo, aunque la
familia Dictyotecae, a la que pertenece la L. variegata, es quizas la familia de algas pardas
mas estudiada desde el punto de vista quimico con un alto nimero de compuestos
bioactivos en su mayoria de naturaleza terpénica, existen muy pocos metabolitos
publicados de L. variegata, y eso a pesar de estar asociada a importantes acciones
terapéuticas. A continuacion, presentamos una breve revision de los metabolitos aislados

hasta el momento de esta especie.

4.1.1.1. Metabolitos secundarios aislados de Lobophora variegata

Extractos de Lobophora variegata recolectada en las Islas Bahamas y que
exhibian potente actividad antifingica fueron cromatografiados siguiendo el
fraccionamiento por bioensayo. La purificacion final de las fracciones activas dio lugar al
aislamiento de un unico compuesto activo, el loboforolido, una estructura de 42 atomos de
carbonos con un anillo lacténico de 22 miembros.”® Su estructura fue establecida
mediante el analisis de datos espectroscépicos y por comparacion con los datos
publicados para dos anélogos estructurales, la tolitoxina™ y el swinholido A,**** de los que
se podria considerar un hibrido estructural. El loboforolido mostré una potente y selectiva
actividad contra dos hongos filamentosos marinos, Dendryphyella salina y Lindra
thalassiae. Presentd6 ademas capacidad inhibitoria frente Candida albicans vy
antineoplasica frente a la linea celular HCT-116. Por otro lado, se ha determinado que el
loboforido crea una interfase de dimerizacion para estabilizar el dimero de la actina y asi
interrumpir su dindmica de polimerizacion.’® La similitud de este compuesto con los
macrolidos aislados de bacterias sugiere que podria ser el producto de un simbionte de L.

variegata, aunque éste no pudo ser identificado por los autores, que en cambio si que

" Hernandez, J. C.; Clemente, S; Sangil, C.; Brito, A. Mar. Environmental Res. 2008, 66, 259.

2 Kubanek, J.; Jensen, P. R.; Keifer, P. A.; Cameron, M.; Collins, D. O.; Fenical, W. PNAS, 2003, 100, 6916.

'* carmeli, S.; Moore, R. E.; Patterson, G. M. L. J. Nat. Prod., 1990, 53, 1533.

* Carmely, S.; Rotem, M.; Kashman, Y. Magn. Reson. Chem., 1986, 24, 343.

'% Kitagawa, |.; Kobayashi, M.; Katori, T.; Yamashita, M.; Tanaka, J.; Doi, M.; Ishida, T. J. Am. Chem. Soc., 1990, 112, 3710.
' Blain, J. C.; Mok, Y.-F.; Kubanek, J.; Allingham, J. S. Chem. Biol., 2010, 17, 802.
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anteriormente, de la superficie de este alga habian aislado una bacteria marina que en
fermentacion salina les produjo dos macrolidos, las loboforinas A y B.'” Las estructuras de
estos dos potentes antiinflamatorios fueron claramente determinadas mediante estudios
espectroscopicos de ellos y de las agliconas C y D, resultantes de su hidrélisis y posterior

acetilacion.

“OMe

Loboforolido

Tolitoxina

Swinholido A

7 Jiang, Z- D.; Jensen, P. R.; Fenical. W. Bioorg. Med. Chem. Lett., 1999, 9, 2003.
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En la década de los cincuenta, una familia de polisacéridos sulfatados, los fucanos
y fucoidanos, fue descrita a partir de algas pardas. Este tipo de metabolitos ha mostrado
importantes propiedades como anticoagulantes, antibiéticos y antiinflamatorios. Asi, a
partir de especimenes de L. variegata recolectada en Brasil, se aisl6 un fucoidano
compuesto por fucosa, galactosa y sulfato en una proporcién molar de 1 : 3 : 2.1
Mediante ensayos in vitro se comprobé su actividad como anticoagulante vy
antiinflamatorio, concluyendo que este heterofucano podria tener potencial terapéutico.
Ademas, a concentraciones de 1.0 pg/ml, mostr6 un marcado efecto sobre la actividad de
la transcriptasa reversa del HIV.'® Por otro parte, también de especies de L. variegata de
Brasil, un polisacérido sulfatado codificado como SP-LV fue ensayado sobre modelos de
actividad anti-inflamatoria in vivo.”® Su accién parece ser via la inhibicion de las

actividades de la sintasa del 6xido nitrico y de la ciclooxigenasa.

El alga L. variegata también ha mostrado ser una importante fuente de metabolitos
con actividad antiprotozoaria.”* Asi de muestras recogidas en las costas de la peninsula
de Yucatan, México, se identificaron tres sulfoquinovosildiacilgliceroles (SQDG’s), cuya
mezcla resultd activa principalmente frente a Entamoeba histolytica y en menor grado

frente a Trichomonas vaginalis.

'8 Medeiros, V. P.; Queiroz, K. C. S.; Cardoso, M. L.; Monteiro, G. R. G.; Oliveira, F. W.; Chavante, S. F.; Guimaraes, L. A.;
Rocha, H. A. O.; Leite, E. L. Biochemistry, 2008, 73, 1018.

1 Queiroz, K. C. S.; Medeiros, V. P.; Queiroz, L. S.; Abreu, L. R. D.; Rocha, H. A. O.; Ferreira, C. V.; Juca, M. B.; Aoyama,
H.; Cardoso, Leite, E. L. Biomed. Pharmacother., 2008, 62, 303.

% Sjqueira, R. C.L.; da Silva, M. S. J.; de Alencar, D. B.; Pires, A. F.; de Alencar, N. M.; Pereira, M. G.; Cavada, B. S.;
Sampaio, A. H.; Farias, W. R. L.; Assreuy, A. M. S. Pharmaceutical Biology, 2011, 49, 167.

% castillo-Ciau, Z.; Moo-Puc, R.; Quijano, L.; Freile-Pelegrin, Y. Mar. Drugs, 2010, 8, 1292.
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SQDG A R'=palmitoilo, R*=miristoilo
SQDG B R'= R’= palmitoilo
SQDG C R'=palmitoilo, R*=oleoilo

Un analisis quimico de los compuestos fendlicos presentes en L. variegata y otras
algas pardas fue realizado con el fin de establecer su distribucion estacional. Los
bromofenoles detectados en la L. variegata fueron el 4-bromofenol, el 2,4-dibromofenal, el
2,6-dibromofenol y el 2,4,6- tribromofenol. Para determinar su presencia y realizar su

cuantificacién, se empleé la técnica de GC-MS, usando referencias conocidas de estos

Br
HO@Br HO«@*Br

productos.?

4-bromofenol 2,4-dibromofenol
Br Br
HO@ HO@—&
Br Br
2,6-tribromofenol 2,4,6-tribromofenol

Otros estudios realizados con extractos o fracciones de L. variegata destacan el
potencial terapéutico de esta especie. Asi, fracciones semipuras enriquecidas en
polisacaridos de un extracto acuoso de especimenes recolectados en Asia maostraron
actividad contra el virus de herpes simple (HSV) tipo 1 y tipo 2, con valores de ICso de
18.2 y 6.25 pg/ml respectivamente.” Fraccionamientos de un extracto en acetona de una
especie brasilefia presentaron citotoxicidad frente a la linea celular FEK4 asociada al
cancer de piel.** Por dltimo, otras fracciones de muestras recolectadas en el Caribe y el

Golfo Mexicano resultaron ser activas frente a Leishmania mexicana y Artemia salina.?

2 Chung, H. Y.; Joyce, W. C.; Ang, P. O.; Kim, J. S.; Chen, F. J. Agric. Food Chem., 2003, 51, 2619.

% \Wang, H; Shen, W. Yingyang Xuebao, 2007, 29, 271.

% Rocha, F. D.; Soares, A. R.: Houghton, P.; J.; Crespo, R.; Coelho, M. A.; Laneuville, V. Phytother. Res., 2007, 21, 170.
% Freile, Y.; Robledo, D. Chan, M. J.; Ortega, B. O. Fitoterapia, 2008, 79, 374.
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4.2. RECOLECCION Y EXTRACCION DEL ALGA

Las muestras de Lobophora variegata fueron recolectadas mediante buceo
auténomo a profundidades de 3 a 5 m en la costa de ElI Médano, Tenerife. Los
especimenes fueron congelados y trasladados al laboratorio para ser extraidos por
maceracion en CH,Cl,:MeOH (1:1) (3x) a temperatura ambiente durante 72 horas. Las
mezclas de disolventes fueron evaporadas al vacio a 40 °C, para obtener un extracto

crudo de aspecto aceitoso y color marrén de peso 15.8 g.

4.3. ANALISIS CROMATOGRAFICO DEL EXTRACTO

El extracto fue inicialmente cromatografiado por filtracion molecular en una
columna abierta de Sephadex® LH-20 (600 x 70 mm &), usando una mezcla de
CHCI;:MeOH (1:1) como fase movil. Para monitorizar este proceso se utilizé
cromatografia de capa fina (TLC) en n-Hex:AcOEt (4:1), reuniéndose cuatro fracciones
principales: LV-1, LV-2, LV-3 y LV-4. El perfil observado para la fraccion LV-4 indico la
presencia de cantidades importantes de un compuesto muy polar, que tras realizarle
espectroscopia de RMN *H y *C, resulté ser el manitol.?® El andlisis de las restantes
fracciones hizo que centraramos la atencién en aquellas fracciones con mayor presencia
de metabolitos, LV-2 y LV-3, siendo sometidas a nuevas etapas cromatograficas, esta vez
en columna de media presion Lobar® LiChroprep® Si-60 (310 x 25 mm &, 40-63 pm)
eluidas con n-Hex:AcOEt:MeOH (14:5:1) y posteriormente con n-Hex:AcOEt (4:1). De este
proceso cromatografico se obtuvieron seis nuevas fracciones, LV-2A, LV-2B, LV-2C, LV-
3A, LV-3B y LV-3C, continuando el estudio con aquellas cuyos perfiles en TLC y estudio
preliminar de espectroscopia de RMN *H indicaron la existencia relativa de metabolitos
secundarios. La purificacion final se llevd a cabo por HPLC, usando una columna
preparativa p-Porasil (150 x 19 mm <) y eluyendo con mezclas de n-Hex:AcOEt en
distintas proporciones y un flujo de 1ml/min. Bajo estas condiciones se realizo el
aislamiento de 11 policétidos, 10 de ellos nuevos en la literatura y cuyo estudio quimico se
detalla en el siguiente apartado. El proceso cromatografico utilizado se resume en la figura
4.3.1.

% Rousvoal, S.; Groisillier, A.; Dittami, S.; Michel, G.; Boyen, C.; Tonon, T. Planta, 2011, 233, 261.
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Lobophora variegata
(Extracto 15.89)

4
l Fraccién LV-1 II Fraccion LV-2 Fracciéon LV-3 Fraccién LV-4 Manitol
(70 mg)

e - ([ 1
1(1) Lobar LiChropred Si-60 i 1 (1) Lobar LiChropred Si-60 i
In-Hex:ACOEtMeOH (14:5:1) | ] [ 1 n-Hex:AcCOEt:MeOH (14:5:1)}
1(2) Lobar LiChropred Si-60 | 7 (2) Lobar LiChropred Si-60 |
In-Hex:AcOEt (4:1) H 1 n-Hex:AcOEt (4:1) H
e J . i
l Fraccién 2A Il Fraccion 2B | Fraccion 2C l Fraccion 3A | Fraccion 3B Fraccién 3C
HPLC; columna p-Porasil HPLC; columna u-Porasil HPLC; columna u-Porasil
n-Hex:AcOEt(9:1) n-Hex:AcOEt (4:1—7:3) n-Hex:AcOEt (7:3—2:3)
E-nonadeca-3-en-2-ona Loboforona B HPLC; columna u-Porasil HPLC; columna w-Porasil
(4.0 mg) (3.2mg) n-Hex:AcOEt (4:1—-7:3) n-Hex:AcOEt (4:1—-7:3)
Loboforona C Loboforol B
(7.0 mg) (80 mg)
Lobofopiranona A Loboforona E Lobofopiranona B
(15 mg) (3.0 mg) (3.0 mg)
Loboforona A Loboforona D Loboforol A
(4.2 mg) (2.9 mg) (150 mg)
Loboforol C
(30 mg)

Figura 4.3.1. Marcha cromatografica del extracto obtenido de Lobophora variegata.
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4.4. ELUCIDACION ESTRUCTURAL DE LOS NUEVOS METABOLI TOS

Entre los 10 nuevos metabolitos aislados de L. variegata, destacan los loboforoles
A-C (29-31) que resultaron ser nonadecacétidos con un nuevo esqueleto carbonado
denominado loboforano (Figura 4.4.1). El resto de las sustancias aisladas fueron una serie
de policétidos relacionados biogenéticamente con los anteriores, y que van desde Cis a

C,, atomos de carbono.

19

Figura 4.4.1. Nuevo esqueleto de loboforano

4.4.1. Nonadecacétidos con un nuevo esqueleto carbo  nado de loboforano

4.4.1.1. Loboforol A (29)

El loboforol A (29) fue aislado como un sélido cristalino (p. f. 62-63 °C),
6pticamente activo [a]®p = +17 (c 0.23, CHCI;). Su espectro de masas de alta resolucion
EI-HRMS mostré un ion molecular centrado a m/z 308.2353, que establece su férmula

molecular como CygH3,03, con cuatro grados de insaturacién en la molécula.

El andlisis de sus datos de RMN **C (Tabla 4.4.1) y HSQC establece la presencia
de dos metilos, doce metilenos, un metino y cuatro carbonos cuaternarios. De los
carbonos cuaternarios presentes, dos pertenecen a carbonilos [0c 204.0 y 195.4], y dos
son olefinicos [6¢c 159.7 y 139.6].

El espectro de RMN *H (Figura 4.4.2) mostr6 sefiales atribuibles a un oximetino [0y
4.30 (dddd, J = 4.1, 4.3, 7.4, 8.9 Hz)], tres metilenos desapantallados de los cuales dos
son diasterotoépicos [0 2.75 (dd, J = 4.1, 16.2 Hz)/2.52 (dd, J = 8.9, 16.2 Hz), 2.70 (dd, J =
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4.3, 17.9 Hz)/2.48 (dd, J = 7.4, 17.9 Hz) y 2.22 (2H, m)], una serie de metilenos alifaticos
parcialmente solapados (entre oy 1.49 y 1.25), un metilo terciario unido a un grupo
carbonilo [y 2.34 (s)] y otro terminal [64 0.88 (t, J = 7.1 Hz)].

Los datos de IR apoyan la presencia de las funcionalidades mencionadas:

carbonilo conjugado (1698 cm™) y grupo hidroxilo (3502, 1060 cm™).

CHs-19

Hz-5 H2-7 H2-10
‘; ; H2-9 ¢
H-6 I I
= = T
o o 0 =)
S - < -
o o~ © )
\\‘|||||||||||||\|\\\\‘\|\|||||||||‘_\\’\\
(ppm) 4.5 4.0 3.5 3.0 225) 2.0 1.5 1.0

Figura 4.4.2. Espectro de RMN 'H del loboforol A (29) en CDCl3 (600 MHz).

En el experimento COSY se establece un claro sistema de espin que abarca los
dos metilenos a campos bajos y el metino en a a un atomo de oxigeno [H,-5 (6n
2.75/2.52) « H-6 (04 4.30) ~ H,-7 (04 2.70/2.48)] (Figuras 4.4.3 y 4.4.4). Las sefiales
involucradas en este fragmento fueron conectadas a través del experimento HSQC
editado con los carbonos C-5 (6¢ 46.5), C-6 (6¢ 65.9), y C-7 (6¢c 38.5) (Figura 4.4.3).

Por otra parte, en el experimento HMBC (Figura 4.4.4) fue posible observar la
correlacion de los protones del metileno H,-5 y el metino H-6 con la sefal de uno de los
carbonos carbonilicos a 6c 195.4 (C-4), mientras que el mismo protén H-6 y el metileno
H,-7 muestran correlacién con la sefial de un carbono olefinico a 6c 159.7 (C-8). La
estructura de esta parte de la molécula se completa con las conectividades observadas

entre H,-5 con el otro carbono del doble enlace a 6c 139.6 (C-3), carbono con el que
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también muestra correlacion el metilo unido a carbonilo, Hs-1, y uno de los metilenos
alifaticos H,-9 [64 2.22 (m)].

—20 2.4
Ha-7 %-9 Y 2.6
° (1 | )
01 Y hemsb 28
0 J : L
M 50 Y
H2-5
-60 i 4.2
H-6 "
o - -4.4
I (ppm)
| T T T T — (ppm) : == : :
(ppm) 4.2 3.0 2.8 2.6 2.4 2.2 (ppm) 4.2 40 238 2.6 2.4

Figura 4.4.3. Fragmentos seleccionados de los espectros HSQC editado (izquierda) y COSY (derecha) en
CDClI; (600 MHz), correspondiente a la elucidacion estructural del fragmento C-5/C-7 del loboforol A (29).

H-6 H-5b H-7a Hs-1 H2-9
. = i
c7 e aaC9 g7 |l
oo aw C.5 -

Cc-3 C-3
AN N8 < 0
-c3
»C-8 [==) aC-8 - 150
C-8 L
=c4 -Ca o L
. §c-2 L 200
T T T T T T T T T T T T T (ppm)
(pm) 4.0 3.0 25 2.0

Figura 4.4.4. Secciones del experimento HMBC en CDCl; (600 MHz) y principales correlaciones para la
asignacion del fragmento C-1/C-9 del loboforol A (29).

Las restantes asignaciones corresponden a una cadena lateral saturada que en
base a la formula molecular y a los datos de integracion en el espectro de RMN *H

corresponde a once carbonos.

El andlisis del patron de fragmentacion de esta sustancia en el espectro de masas
permitid confirmar la estructura propuesta (Figura 4.4.5), y que corresponde a un nuevo
esqueleto carbonado 1-etil-2-undecil-1-ciclohexano, que hemos denominado loboforano
(Figura 4.4.1).
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'> 113 !> 85 265 ='! 293 !

OH

Figura 4.4.5. Principales fragmentaciones observadas en el espectro de EI-HRMS del loboforol A (29).

N° C 5°C (ppm) & 'H(ppm) Multiplicidad J (Hz)

1 31.9 2.34 (3H) s

2 204.0

3 139.6

4 195.4

5 46.5 a2.52 dd 8.9, 16.2
b 2.75 dd 4.1,16.2

6 65.9 4.30 dddd 4.1,4.3,7.4,89

7 38.5 a2.48 dd 7.4,17.9
b 2.70 dd 4.3,17.9

8 159.7

9 35.4 2.22 (2H) m

10 27.9 1.49 (2H) m

11 29.6 1.37 (2H) m

12 29.4 1.36 (2H) m

13 29.6 1.36 (2H) m

14 29.7 1.29 (2H) m

15 29.4 1.31 (2H) m

16 29.4 1.28 (2H) m

17 31.6 1.25 (2H) m

18 22.7 1.27 (2H) m

19 14.1 0.88 (3H) t 7.1

Tabla 4.4.1. Datos de RMN “H (600 MHz) y RMN “°C (150 MHz) de loboforol A (29) (CDCls).

Este compuesto pudo ser cristalizado en una mezcla de CCl;:CH,Cl»:2,2,4-
trimetilpentano (3:1:1). Los cristales resultantes fueron sometidos a estudios de difraccion
de rayos X, lo que permiti6 confirmar la estructura propuesta. En la figura 4.4.6, se

muestra la representacion que se obtuvo a partir de esos datos.
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Figura 4.4.6. Estructura del loboforol A (29) a partir de los datos de difraccion de rayos X.

4.4.1.2. Loboforol B (30)

El compuesto 30 fue aislado como un aceite amarillo con actividad 6ptica de [a]*
= +2 (c 0.38, CHCIy). Los datos obtenidos de la espectrometria de masas de impacto
electrénico EI-HRMS mostraron el ion molecular a m/z 290.2234, que sugiere una férmula
molecular de Cy9H300,, y establece cinco grados de insaturacion. En su espectro IR se
pudieron observar absorciones caracteristicas de alcoholes fendlicos (3340 cm™), doble

enlaces aromaticos (1604, 1585, 1462 cm™) y cetona a,B-insaturada (1680 cm™).

Al realizar un anélisis preliminar a través del experimento de RMN 'H (Figura
4.4.7), destaca la presencia de tres protones aromaticos. La sefial a 6y 7.28 aparece
como un doble doblete con dos constantes grandes (J = 7.8, 8.1 Hz) relativas a protones
en orto, mientras que las sefiales a 4 6.80 y 6.75 se dividen en doble dobletes de una
constante pequeia y una grande, correspondientes a acoplamientos meta y orto (J = 1.1,
8.1 HzyJ=11, 7.8 Hz), por lo que estas tres sefales estan relacionadas con una
secuencia de tres protones aromaticos. Por otro lado, se observa la presencia de diez
metilenos, de los que sélo dos no aparecen solapados [0 2.85 (dd, J = 7.8, 8.0 Hz) y 1.59
(m)], un metilo terciario a campos bajos [64 2.67 (s)] y un metilo alifatico terminal [64 0.88
(t, J=7.1 Hz)] (Tabla 4.4.2).
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Figura 2.4.7. Espectro de RMN 'H del loboforol B (30) en CDCl3 (600 MHz).

Las sefiales observadas en el espectro de RMN **C (Tabla 4.4.2) confirman estos
datos: tres metinos aromaticos [6c 134.2, 122.0, 116.0], diez metilenos [entre &c 35.8 y
22.7] y dos metilos [6c 32.4 y 14.1]. Ademas, se identificd la presencia de tres carbonos
cuaternarios que completan un anillo bencénico trisustituido [6c 161.0, 144.2, 122.1] y de

un carbono de carbonilo cetonico [6c 206.3].

Como se muestra en la figura 4.4.8, a través del experimento bidimensional COSY,
se pudo comprobar el sistema de espin formado por los protones aromaticos, H-5 - H-6
- H-7, asi como observar las correlaciones entre los protones iniciales y finales de la

cadena alquilica lateral.

El experimento HMBC permiti6 completar la estructura en funcion de las
correlaciones observadas principalmente con los carbonos cuaternarios. Asi, los protones
del metilo singlete Hz-1 mostraron correlacion con los carbonos del carbonilo (C-2) y del
carbono cuaternario a 6¢c 122.1 (C-3). Asimismo, los protones del metileno bencilico H,-9
se correlacionaron con C-3 y el carbono a 6c 144.2 (C-8). Finalmente, las conectividades
observadas a partir de los protones aromaticos y resumidas en la figura 4.4.9, completan

la asignacion de la molécula y sitdan el grupo fenol en C-4.
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13 —1.0

H2-10/H2-11

H2-9/H2-10
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Figura 4.4.8. Secciones del espectro COSY del loboforol B (30) en CDCl; (500 MHz). Expansion para la
region aromatica (izquierda) y para la cadena lateral (derecha).
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Figura 4.4.9. Secciones del experimento de HMBC en CDClI; (600 MHz) y principales correlaciones
observadas para el loboforol B (30).

La estructura del loboforol B (30) fue comprobada por el patron de fragmentacion
observado en el espectro de masas (Figura 4.4.9).
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Figura 4.4.10. Principales fragmentaciones observadas en el espectro de EI-HRMS del loboforol B (30).

N° C 5°C (ppm) & 'H(ppm) Multiplicidad J (Hz)
1 32.4 2.67 (3H) s
2 206.3
3 122.1
4 161.0
5 116.0 6.80 dd 1.1,8.1
6 134.2 7.28 dd 7.8,8.1
7 122.0 6.75 dd 1.1,7.8
8 144.2
9 35.8 2.85 (2H) dd 7.8,8.0
10 32,5 1.59 (2H) m
11 29.7 1.37 (2H) m
12 29.3 1.28 (2H) m
13 29.6 1.26 (2H) m
14 29.6 1.28 (2H) m
15 29.4 1.28 (2H) m
16 29.5 1.28 (2H) m
17 31.9 1.26 (2H) m
18 22.7 1.31 (2H) m
19 14.1 0.88 (3H) t 7.1

Tabla 4.4.2. Datos de RMN *H (600 MHz) y RMN **C (150 MHz) del loboforol B (30) (CDCls).

4.4.1.3. Loboforol C (31)

El loboforol C (31) fue aislado como un sdlido cristalino (p. f. 79-80 °C) con
actividad 6ptica [a]®p = +2 (c 0.38, CHCI;). Su férmula molecular fue establecida como
C1oH3003, en base al ion molecular observado a m/z 306.2203 en su espectro de masas
EI-HRMS.
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Los datos espectroscopicos de RMN **C y 'H resumidos en la tabla 4.4.3,

confirman la férmula molecular planteada e indican, que al igual que el loboforol B (30),
este compuesto es de naturaleza aromética: RMN **C [6¢ 166.2 (C), 160.3 (C), 142.1 (C),
116.1 (C), 111.7 (CH), 101.8 (CH)] y RMN *H [64 6.25 (br s), 6.22 (br s)]. La principal
novedad, es la presencia de so6lo dos metinos arométicos en lugar de los tres que se
observaron en el compuesto 30 (Figura 4.4.11). Ademas, la multiplicidad de estas sefiales
es singlete ancho y por tanto deben pertenecer a protones en meta. Respecto a las
sefales restantes, una vez mas se observa la presencia de una metilcetona [6c 207.1,
25.1; &4 2.56 (s)], asi como una cadena alquilica lateral de once carbonos, determinada

de forma equivalente a la descrita previamente.

CHs-19
CHs-1

CH2-9

CH2-10

Figura 4.4.11. Espectro de RMN H del loboforol C (31) en CDCl3 (600 MHz).

La interpretacion de los experimentos HSQC y HMBC permitié confirmar que el
loboforol C es también un nuevo representante de los loboforanos, con una estructura
muy relacionada con los dos compuestos anteriores. Asi, a partir de las correlaciones
HMBC mostradas por los metinos H-5 y H-7 (Figura 4.4.12), nos encontramos con una
estructura equivalente a la del loboforol B (30) pero con un grupo hidroxilo adicional en C-
6.
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Figura 4.4.12. Secciones del experimento de HMBC en CDClIs; (600 MHZz) y principales correlaciones
observadas para el loboforol C (31).

N° C 5°C (ppm) & 'H(ppm) Multiplicidad J (Hz)
1 25.1 2.56 (3H) s
2 207.1
3 116.1
4 166.2
5 101.8 6.25 brs
6 160.3
7 111.7 6.22 brs
8 142.1
9 44.1 2.88 (2H) dd 7.4,75
10 25.1 1.71 (2H) m
11 24.9 1.59 (2H) m
12 31.0 1.36 (2H) m
13 30.0 1.36 (2H) m
14 29.6 1.29 (2H) m
15 29.5 1.31 (2H) m
16 29.5 1.28 (2H) m
17 29.3 1.26 (2H) m
18 22.7 1.27 (2H) m
19 14.1 0.88 (3H) t 7.1
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4.4.2. Otros policétidos

4.4.2.1. Lobofopiranona A (32)

Los datos obtenidos del espectro de masas EI-HRMS a m/z 294.2573,
establecieron la féormula molecular de la lobofopiranona A (32) como CigH340,. Este
metabolito fue aislado como un aceite amarillo con actividad 6ptica de [a]*p = -116 (c
1.14, CHCI,). El espectro de IR indica que los dos 4&tomos de oxigenos contenidos en su
formula molecular deben de estar implicados en grupos funcionales carbonilo a,3
insaturado (1685 y 1613 cm™) y éter (1126 cm™), mientras que la absorcion a Apa = 264

nm (log £ 3.94) en el espectro de UV esta de acuerdo con la presencia de una enona.

Los datos espectroscopicos de RMN de 'H y **C se resumen en la tabla 4.4.4,
siendo consistentes con la presencia de una 2,3-dehidro-y-piranona disustituida por un
grupo metilo vinilico y una cadena de tridecilo. Son de destacar las sefiales de carbono
caracteristicas a 6c 193.1 (C), 174.4 (C), 104.7 (CH), 79.3 (CH), 40.8 (CH) y 21.1 (CHy),
mientras que en el espectro de RMN 'H (Figura 4.4.13) son representativos de este
sistema de piranona los protones Hs-1 [y 1.99 (S)], H-3 [0n 5.30 (S)], H2-5 [04 2.40 (dd, J =
12.6, 16.6 Hz)/2.35 (ddd, J = 0.8, 4.6, 16.6 Hz)] y H-6 [6y 4.35 (dddd, J = 4.6, 5.1, 7.4,
12.6 Hz)]. Asimismo, la conformacion de la cadena lateral en ecuatorial también puede

deducirse de la constante de acoplamiento de 12.6 Hz entre H-5, (04 2.40) y H-6.

En el experimento de COSY (Figura 4.4.14) se puede prolongar el sistema de
acoplamiento 'H-'H del metileno alilico H,-5 y del metino H-6 con las sefiales de los
primeros metilenos presentes en la cadena lateral, H,-7 [y 1.79 (M)/1.64 (m] y H»-8 [0y
1.45 (m)/1.38 (m)], asi como identificar cual es el Ultimo metileno de la cadena por su
acoplamiento con el metilo terminal Hs-19 (64 0.88 (t, J = 7.1 Hz)]. El resto de los

metilenos aparecen muy solapados e impiden distinguir mas conectividades.

En la figura 4.4.14 también se recogen las principales correlaciones HMBC
observadas para el compuesto 32. Entre ellas, resaltar la del metino H-3 con los carbonos
del metilo terciario C-1 (6c 21.1), metileno C-5 (6¢ 40.8) y los carbonos cuaternarios C-2
(6c 174.4) y C-4 (6c 193.1), y a su vez, la de los protones del metileno H»-5 con las
sefales de los carbonos C-3 (6¢ 104.7), C-4, C-6 (&c 79.3) y C-7 (6c 34.4). Por ultimo,
también destaca la correlacion HMBC entre el metino H-6 y el carbono C-2 que confirma

el puente éter entre esas dos posiciones.
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Figura 4.4.13. Espectros de RMN 'Hde la lobofopiranona A (32) (600 MHz).
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Figura 4.4.14. Secciones del experimento COSY (A) y correlaciones HMBC mas importantes (B) de la
lobofopiranona A (32) en CDCl; (600 MHz).

El andlisis cuidadoso del espectro de masas de impacto electronico permite trazar
un patron de fraccionamiento que apoya la elucidacion estructural llevada a cabo para la
lobofopiranona A (32) (Figura 4.4.15).
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Figura 4.4.15. Fragmentaciones mas relevantes observadas en el espectro de masas EI-HRMS de la
lobofopiranona A (32).

N° C 5°C (ppm) & 'H(ppm) Multiplicidad J (Hz)
1 21.1 1.99 (3H) s
2 174.4
3 104.7 5.30 s
4 193.1
5 40.8 (ec) 2.35 ddd 0.8, 4.6, 16.6
(ax) 2.40 dd 12.6, 16.6

6 79.3 4.35 dddd 46,5.1,7.4,12.6
7 34.4 al.b4 m

b 1.79
8 24.8 al1l.38 m

b 1.45 m
9 29.9 1.33 (2H) m
10 29.3 1.29 (2H) m
11 29.4 1.30 (2H) m
12 29.5 1.27 (2H) m
13 29.6 1.25 (2H) m
14 29.6 1.28 (2H) m
15 29.6 1.25 (2H) m
16 29.7 1.27 (2H) m
17 31.9 1.26 (2H) m
18 22.7 1.29 (2H) m
19 14.1 0.88 (3H) t 7.1

Tabla 4.4.4. Datos de RMN *H (600 MHz) y RMN B¢ (150 MHz) de la lobofopiranona A (32) en CDCls.

4.4.2.2. Lobofopiranona B (33)

El compuesto 33 fue aislado como un sélido blanquecino 6pticamente activo [a]®p
= +33 (c 0.20, CHCI3). Su férmula molecular, C19H3403, fue establecida a partir del ion
molecular a m/z 310.2512 obtenido en el espectro de masas EI-HRMS.
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Al analizar sus datos espectroscopicos se observa una estrecha relacion con el
compuesto anterior 32. En el espectro de IR, se observa las mismas bandas de absorcién
caracteristicas de grupo piranona (1651 cm™, 1604 y 1126 cm™), y ademas, una banda a
3421 cm™ que sugiere que el oxigeno adicional de la férmula molecular debe
corresponder a un grupo hidroxilo, dato coherente con el pico de masas a m/z 293

correspondiente a la pérdida de agua, [MH - H,O]".

En los datos de RMN 'H y *C (Tabla 4.4.5) se comprueba la presencia de una
unidad 2,3-dehidro-4H-piran-4-ona disustituida por un grupo metilo sobre la enona y una
larga cadena saturada: RMN *3C [6c 192.5 (C), 173.7 (C), 105.2 (CH), 78.5 (CH), 41.0
(CH,) y 21.1 (CH3)] y RMN *H [6, 5.34 (s), 4.63 (dddd, J = 5.2, 5.4, 7.3, 12.1), 2.46 (dd, J
=12.1,16.7 Hz)/2.44 (br dd, J = 5.4, 16.7 Hz), 2.00 (s)] (Figura 4.4.16).

1 O 19
OH
CHs-1
O
CHs3-19
H-3
H2-5
H-6 H-8 L
= ~
< ™
=) ©
o~
T T ‘ T T T I T T T T I T T T T | T T
(ppm) 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0

Figura 2.4.16. Espectro de RMN 'Hde la lobofopiranona B (33) en CDClI; (600 MHz).

Las Unicas diferencias se sitian en la cadena lateral alquilica, en la que se observa
la ausencia de un metileno y su sustitucién por un metino en a a un grupo hidroxilo [6c
69.5 y 6y 3.84 (m)]. La posicion de este metino se establecio en C-8 a través del
experimento COSY (Figura 2.4.17) en el que se determind un fragmento de espin parcial

comenzando en C-5 y perdiéndose mas alla de la posicién C-9, debido al solapamiento de
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las sefiales del resto de la cadena, cuya longitud se determiné en base a la formula

molecular y a los datos de integracion en el espectro de RMN *H.

Hz-14/Ha-15—> F 1o
H-8/H2-9 B
H-7bH-7a ! r
g 1.5
HemaT, \;'--- -
5,!?'. G ] C
) . i =20
. ‘ i C o5
A Y L
Ha-5/H-6 H-6/Hz7 E a0
T T T T T l T T T T :l T T T T | T T T T | T B (ppm)
(ppm)4.5 4.0 2.5 2.0 1.5 1.0

Figura 4.4.17. Secciones del experimento COSY en CDCI; (600 MHz) y resumen de las correlaciones HMBC

mas importantes de la lobofopiranona B (33).

N° C 5°C (ppm) & 'H(ppm) Multiplicidad J (Hz)
1 21.1 2.00 (3H) s
2 173.7
3 105.2 5.34 s
4 192.5
5 41.0 (ec) 2.44 br dd 5.4, 16.7
(ax) 2.46 dd 12.1, 16.7
6 78.5 4.63 dddd 5.2,5.4,7.3,12.1
7 41.6 al79 m
b 1.99

8 69.5 3.84 m

m
9 37.7 1.50 (2H) m
10 31.9 1.42 (2H) m
11 29.6 1.28 (2H) m
12 29.6 1.32 (2H) m
13 29.6 1.27 (2H) m
14 29.6 1.29 (2H) m
15 29.5 1.25 (2H) m
16 29.3 1.28 (2H) m
17 25.4 1.34 (2H) m
18 22.7 1.24 (2H) m
19 14.1 0.88 (3H) t 7.1

Tabla 4.4.5. Datos de RMN *H (600 MHz) y RMN **C (150 MHz) de la lobofopiranona B (33) en CDCls.
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Las correlaciones observadas en el experimento HMBC y resumidas en la figura
4.4.17, apoyan la estructura propuesta. Dada la inestabilidad del producto, no pudimos
completar los experimentos de RMN necesarios para establecer la configuracion relativa
del grupo hidroxilo en la molécula, a través de los métodos basados en el célculo de
constantes de acoplamiento que nos fueron utiles con otros metabolitos descritos en esta

memoria.

4.4.2.3. Loboforonas A (34) y B (35)

La loboforona A (34) fue aislada como un sélido amorfo de color blanquecino
Opticamente activo [0(]25.3 = 420 (c 0.37, CHCI3). Su formula molecular Ci9H3,0, se
determiné en base a su espectro de masas EI-HRMS donde se pudo observar el ion

molecular a m/z 292.2411.

En el espectro de IR se observan bandas caracteristicas de grupo carbonilo a,3
insaturado a 1658 cm™, datos reforzados por la absorcion en el espectro de UV a Apax =
276 nm (log £3.39). Ademas en el espectro de RMN **C en combinacién con los datos de
HSQC con editado de multiplicidad (Tabla 4.4.6) se observé la presencia de un grupo
carbonilo (6¢c 197.8), cuatro carbonos olefinicos [162.7 (C), 135.6 (CH), 121.8 (CH), 104.3
(CH)], un metino unido a oxigeno (&¢c 75.5), tres metilenos diasterotopicos (6¢ 35.0, 30.1,
25.0), ocho metilenos alifaticos (entre &c 32.0 y 22.7), un metilo sobre carbonilo (6¢c 31.9) y

uno terminal (6c 14.1).

En el espectro de RMN *H (Figura 4.4.18), destacan las sefiales de tres protones
vinilicos desplazados a campos bajos [0y 7.50 (br dd, J = 2.7, 10.1 Hz), 6.40 (br ddd, J =
2.7, 6.2, 10.1 Hz) y 5.65 (s)], el protén del oximetino [6y 3.97 (dddd, J = 3.9, 4.6, 6.6, 10.9
Hz)], un metileno alilico [(én 2.29 (ddd, J = 3.9, 6.2, 18.2 Hz)/2.23 (dddd, J = 2.7, 2.7, 10.9,
18.2 Hz)], un metilo singlete [0y 2.15 (S)], y las sefiales a campo alto correspondientes a
una cadena hidrocarbonada saturada C;;, confirmada por un fraccionamiento del ion
molecular a m/z 137.0575 que se corresponde con la pérdida de la cadena alifatica [M" -
C11H23]-

A través del experimento COSY (Figura 4.4.19), partiendo de la sefal de los
metinos olefinicos acoplados entre si, H-5 (64 7.50) y H-6 (64 6.40), se observaron
correlaciones con las sefales de los protones diasterotépicos H»-7 (6y 2.29/2.23), y de
éstos con el oximetino H-8 (64 3.97). El andlisis se completa al conectar H-8 con el

metileno que da inicio a la cadena saturada H,-9 (0y 1.70/1.56).
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Figura 4.4.18. Espectro de RMN 'H de la loboforona A (34) en CDClI3 (600 MHz).
N°C 5°C (ppm) & 'H(ppm) Multiplicidad J (Hz)
1 31.9 2.15 (3H) s
2 197.8
3 104.3 5.65 s
4 162.7
5 121.8 7.50 br dd 27,101
6 135.6 6.40 br ddd 2.7,6.2,10.1
7 30.1 a2.23 dddd 2.7,2.7,10.9,18.2
b 2.29 ddd 3.9,6.2,18.2
8 75.5 3.97 dddd 3.9,4.6,6.6,10.9
35.0 a 1.56 m
b1.70
10 als35 m
250 b 1.46 m
11 29.6 1.28 (2H) m
12 29.6 1.32 (2H) m
13 29.6 1.27 (2H) m
14 29.5 1.29 (2H) m
15 29.4 1.25 (2H) m
16 29.3 1.28 (2H) m
17 32.0 1.34 (2H) m
18 22.7 1.24 (2H) m
19 14.1 0.88 (3H) t 7.1

Tabla 4.4.6. Datos de RMN *H (600 MHz) y RMN B¢ (150 MHz) de la loboforona A (34) en CDCls.
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Por ultimo, en el experimento HMBC (Figura 4.4.19), destacan las conectividades
del carbono cetonico C-2 con los protones del metilo Hs-1 y el metino H-3 del doble enlace
trisustituido, mientras que éste ultimo a su vez muestra correlacion con los carbonos C-4 'y
C-5. Ademas, la correlacion del metino H-8 con el carbono cuaternario C-4 establece un
puente éter entre dichas posiciones completando la elucidacion de esta parte de la
molécula y mostrando que la estructura de la loboforona A (34) consiste en un sistema de

6-undecil-5,6-dehidro-2H-piran-2-iliden-propan-2-ona.
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Figura 4.4.19. Expansion del espectro COSY (A), y experimento HMBC (B) de la loboforona A (34) en CDCl3
(600 MHz). Principales correlaciones COSY (—) y HMBC (- ) para la elucidacion estructural de este
metabolito

Por su parte, la loboforona B (35), se aislé como un solido amorfo blanquecino,
[a]?®, = +23 (¢ 0.29, CHCI;), mostrando su espectro de masas EI-HRMS que se trata de

un isdémero del compuesto anterior (m/z 292.2369 [M]").

El andlisis de sus datos de IR, UV y RMN (Tablas 4.4.6 y 4.4.7) sugiere una
estructura muy similar a la de la loboforona A. Las Unicas diferencias se observan en los
espectros de RMN 'H de ambos metabolitos (Figura 4.4.20), y consisten en que para la
loboforona B (35) las sefiales de H-5 y H-3 se desplazan hacia campo alto, mientras que
la del metilo H;-1 a campo bajo [0 7.50, 5.65y 2.15 en 34 vs &4 6.02, 5.07 y 2.40 en 35].
Estas diferencias podrian obedecer al cambio de geometria del doble enlace formado
entre los carbonos C-3 y C-4, la cual planteamos como E para la loboforona A (34) y Z
para la loboforona B, en base al fuerte efecto de desapantallamiento o apantallamiento del

carbonilo en uno u otro caso sobre los protones cercanos y especialmente sobre H-5.
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RMN H del Loboforona A en CDCls
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Figura 4.4.20. Comparacion de los espectros de RMN 'H (600 MHz) de las loboforonas A (34) y B (35).

N° C 5°C (ppm) & 'H(ppm) Multiplicidad J (Hz)
1 315 2.40 (3H) s
2 198.4
3 108.9 5.07 s
4 159.9
5 124.9 6.02 br dd 2.3,9.7
6 133.7 6.30 ddd 2.4,6.3,9.7
7 29.7 a2.25 dddd 2.3,2.4,10.7,18.2
b 2.32 ddd 3.8,6.3,18.2
8 76.1 4.05 dddd 3.8,4.4,7.2,10.7
9 35.1 al.63 m
b 1.80
10 25.3 al43 m
b 1.55 m
11 29.3 1.28 (2H) m
12 29.4 1.32 (2H) m
13 29.5 1.27 (2H) m
14 29.6 1.29 (2H) m
15 29.6 1.25 (2H) m
16 29.6 1.26 (2H) m
17 31.9 1.34 (2H) m
18 22.7 1.24 (2H) m
19 14.1 0.88 (3H) t 7.1

Tabla 4.4.7. Datos de RMN *H (600 MHz) y RMN B¢ (150 MHz) de la loboforona B (35) en CDCls.
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4.4.2.4. Loboforonas C (36) — E (38)

Los siguientes metabolitos aislados de la L. variegata fueron una serie de tres
cetonas lineales de C,s, Cy7 y C,1, respectivamente.

El compuesto 36 fue aislado como un sdélido amorfo blanco con actividad 6ptica de

[a]?®, = +2 (c 0.57, CHCLs). Los datos obtenidos de la espectrometria de masas de impacto

electrénico EI-HRMS mostraron el ion molecular centrado a m/z 242.2252, el cual sugiere
una féormula molecular de Ci5H300..

Un primer andlisis de sus datos espectroscopicos de RMN *H y **C recogidos en la
tabla 4.4.8, indico la presencia una vez mas de una metilcetona [6c 209.9 (C), 30.5 (CHj3)
y 0y 2.18 (s)], y la existencia de un alcohol secundario [6c 67.4 y &4 4.03 (m)], lo cual es
coherente con sus respectivas absorciones del espectro IR: 1710 cm™y 3329 cm™.

En su espectro de RMN 'H (Figura 4.4.21) también destaca las sefiales

correspondientes a un metileno en a a carbonilo [6y 2.63 (dd, J = 2.4, 17.7 Hz)/2.53 (dd, J

= 9.3, 17.7 Hz)], y las de una cadena hidrocarbonada saturada de 11 carbonos que
completa la estructura.
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Figura 4.4.21. Espectro de RMN 'H de la loboforona C (36) en CDCl3 (600 MHz).
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La estructura de esta molécula se traza facilmente a través del experimento COSY

(Figura 4.4.22), de esta manera el metino unido al grupo hidroxilo a é4 4.03 (H-4) muestra
correlacion con el metileno desapantallado por el carbonilo H,-3, y con el metileno
diasterotopico a 6y 1.46/1.39 (H,-5) y que da inicio a la cadena hidrocarbonada. Las

correlaciones HMBC de estos protones también confirman la estructura propuesta.
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2-14/H3-15—> , | ‘ ‘ B g 200
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Figura 4.4.22. Secciones de los experimentos COSY (A) y HMBC (B) en CDClI; (600 MHz) que muestran las
correlaciones mas importantes para la elucidacién estructural de la loboforona C (36).

posicion & °C (ppm) & *H (ppm) Multiplicidad J (Hz)
1 30.5 2.18 (3H) s
2 209.9
3 49.7 a2.53 dd 9.3,17.7
b 2.63 dd 24,177
4 67.4 4.03 m
5 36.1 a1l.39 m
b 1.46 m
6 25.3 a1.30 m
b 1.39 m
7 29.8 1.25 (2H) m
8 29.5 1.28 (2H) m
9 29.5 1.26 (2H) m
10 29.6 1.26 (2H) m
11 26.6 1.26 (2H) m
12 29.3 1.27 (2H) m
13 31.7 1.29 (2H) m
14 22.5 1.31 (2H) m
15 14.1 0.88 (3H) t 7.1
OH-4 2.95 d 3.4

Tabla 4.4.8. Datos de RMN *H (600 MHz) y RMN B¢ (150 MHz) de la loboforona C (36) en CDCls.
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La loboforona D (37) se obtuvo como un sélido amorfo blanco, cuya actividad
optica fue [a]®p = +3 (c 0.12, CHCIly). El primer intento para establecer su férmula
molecular fue por EI-HRMS, al igual que con el resto de los compuestos descritos para
este alga, pero no observamos el pico del ion molecular ni obtuvimos informacion
concluyente a partir de fragmentaciones. Por lo tanto, se le sometié a espectrometria de
masas ESI-HRMS que mostré iones pseudomoleculares correspondientes a [M + H]" (m/z
269.2472) y [M + Na]" (m/z 291.2295), y que establecieron su formula molecular como
C17H3202-

Procediendo de una forma equivalente a la llevada a cabo con el metabolito
anterior, en funcién de sus datos de RMN (Tabla 4.4.9) destacar la presencia de una
metilcetona ao,B-insaturada [6c 198.5 (C), 144.4 (CH), 133.4 (CH), 25.6 (CHs); 64 6.85
(ddd, J = 7.2, 7.6, 16.0 Hz), 6.15, (d, J = 16.0 Hz), 2.27 (3H, (s)], y de un alcohol
secundario [6c 70.7 y 6y 3.78 (m]. El grupo hidroxilo se confirma con la banda de
absorcion en IR a (3398 cm™); mientras que para la cetona aparecen las bandas a 1671

cm™y 1605 cm™, asi como la absorcion UV a Apax = 224 nm.

En el espectro de RMN 'H (Figura 4.4.23) podemos observar ademéas que los
protones olefinicos estan acoplados con una constante grande (*Jy.s44 = 16.0 Hz) por lo

que la configuracion del doble enlace debe ser E.

(0] OH
/U\/\)ﬁ\/\/\/\/\/\
! 7 CHa
N
CHs-19
H-3
H2-5
H-6 H-8
= © ~
< N )
S © )
o~ -—
T T ‘ T T T I T T T T I T T T T I T T T T | T T
(ppm) 5.0 4.0 3.0 20 1.0

Figura 4.4.23. Espectro de RMN 'H de la loboforona D (37) en CDCl3 (600 MHz).
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Analisis de los experimentos COSY y HMBC (Figura 4.4.24), establece que la

estructura para este compuesto es (E)-6-hidroxi-heptadec-3-en-2-ona.

H4 H3 Hs-1
H2-16/H3-17 —> & 1.0 ve -
A H-6/H2-7 o ‘18 B S Nealf
el H2-7/H2-8 —> ) = JiC o ~e C-3
. " : L A \S 150
" C c4 Cc4
H2-5/H-6 N 2.0 i
H-4/Hz-5 Ly M L o |
LY N l/c-z\ L
3.0 ic2 || -200
n & L —T T T T T T (ppm)
” il L (ppm) 7.0 6.0 2.0
H-3/H-4 ! a e r
. H —4.0
- —6.0 O OH

o s N 5
LI R S N L L L S S R B R L B S B S| (ppm) 4
(ppm) 6.04.0 3.0 2.0 1.0

Figura 4.4.24. Expansiones de los experimentos COSY (A) y HMBC (B) en CDCl; (600 MHz). Representacion
de las principales correlaciones COSY (—) y HMBC (-) observadas para la loboforona D (37).

N°C 5°C (ppm) & 'H(ppm) Multiplicidad J (Hz)
1 25.6 2.27 (3H) s
2 198.5
3 133.4 6.15 d 16.0
4 144.4 6.85 ddd 7.2,7.6,16.0
5 40.4 a2.34 dddd 1.0,7.3,7.6, 14.5
b 2.44 dddd 1.3,4.3,7.2,145
6 70.7 3.78 m
7 37.3 1.47 (2H) m
8 29.6 1.29 (2H) m
9 29.6 1.26 (2H) m
10 29.6 1.26 (2H) m
11 29.6 1.26 (2H) m
12 29.5 1.26 (2H) m
13 29.3 1.27 (2H) m
14 27.0 1.26 (2H) m
15 31.9 1.25 (2H) m
16 22.7 1.26 (2H) m
17 14.1 0.88 (3H) t 7.1

Tabla 4.4.9. Datos de RMN *H (600 MHz) y RMN **C (150 MHz) de la loboforona D (37) en CDCls.
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Por dltimo, la loboforona E (38) se obtuvo como un sélido amorfo amarillo y su
actividad 6ptica fue [a]*°p = -3 (¢ 0.12, CHCL). El andlisis espectroscépico preliminar de
este compuesto nos indic6 que se trataba de una larga cadena alifatica insaturada
dicarbonilica. Asi, es de destacar que la absorcion en IR a 722 cm™ apunta la presencia
de una cadena de &cido graso insaturada con un sistema cis-alqueno doblemente
sustituido. Por otro lado, las bandas de absorcién a 3461, 1611 y 1732 cm™ sugieren un
sistema de equilibrio tautomérico ceto-enol, consistente con la Anax = 281 nm (log & 3.40)
en UV y con la pérdida de m/z 100 observada en el experimento de masas EI-HRMS
caracteristica de los compuestos Sdicarbonilicos [M - CsHgO,] *. Este espectro también
establecié su férmula molecular como C,;H350, en funcion al ion molecular observado a
m/z 320.2699.

Ambos tautémeros se diferencian claramente en los datos espectroscopicos
respecto a los protones de la posicion C-3 (Tabla 4.4.10), donde los protones
diasterotopicos H,-3 para la S-dicetona aparecen a 6y 3.57, mientras que en el metino
endlico, H-3 se desplaza a &, 5.49. La integracion de sus sefiales en el espectro RMN *H
(Figura 4.4.25) nos indica que dicho equilibrio favorece la funcion endlica respecto a la
cetonica en proporcion 86:14. Adicionalmente, la sefal distintiva del proton del grupo
hidroxilo a &4 4.21 evidencia el predominio de la forma endlica. Este comportamiento, es

similar al de otros sistemas de este tipo recogidos en la literatura.?®

H{
o o Olf lo &de C-3 (ppm)
—_— /‘\)\ . Constante de
{ —~ R~ - = % relat
1/“\4)1\ R N CH— —CH _rreewe equilibrio (K)
ceto enol tauézr:;ero tauetﬁg‘lero Enol Ceto log K = [ enol] / [ceto]
_ m
R=(CH,); (CH,)4CHs 3.57 5.49 86 14 0.788

Tabla 4.4.10. Se indican los desplazamientos para los protones en C-3 (600 MHz) en CDCls; y los porcentajes
relativos en el sistema tautomérico de la loboforona E (38).

El resto de los datos de RMN *H y **C se recogen en tabla 4.4.11, donde ademas
se observan otras sefiales distintivas del equilibrio antes mencionado, como las del metilo
en a en la forma enol [6¢ 25.0 y &4 2.05 (s)] y en la forma ceto [6c 30.9 y Oy 2.24 (s)]. Por
otra parte, se establece la presencia de cuatro metinos olefinicos [6c 130.2, 130.0, 128.0,
127.7 y o4 5.39 (m), 5.37 (m), 5.35 (m) y 5.33 (m)]. Las sefiales de estos protones

% Kenar. J. A, JAOCS, 2003, 80, 1027.
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aparecen en un paquete de sefales solapadas y con J pequefias por lo que también

respaldan que la geometria de estos dobles enlaces es cis.

O O
12 13 15 16
1 21
1 CHs-1
H 2.05
./ 0] e
L ,J 12 _13 15 ___16
1 21
H-3
5.49 CHs-1
2.24
H2-5 L
H-12 2.26
H-13
H-15 H2-3
H-16 357 He-14 ';f‘,}f s
A -OH J 2-82\ y 249
o o
(=3 ~
S N
L o
T T T | T T T T I T T T | T T T T | T T T T I T
(ppm) 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0

Figura 4.4.25. Espectro de RMN 'H (600 MHz) de la loboforona E (38) en CDCls.

Por ultimo, la ubicacion de estos dobles enlaces en la molécula y la confirmacion
de la estructura de la loboforona E (38), se realiz6 mediante el analisis de las distintas

pérdidas en el espectro de masas, tal y como se muestra en la figura 4.4.26.

| >165 209 - | >111 263 - | > 57

13 = =207 | 183 >137 ! !
|

_H. , 235 ! ! !

O 1 1 ! ! l
| ) L | | | | | | | 1 | '
L Jl o | [ o112 13 ! 45 16 ) T

~ ! !
{ : 1 | ! 1 | (| 1 ! ! [ 21
1 1 [ (| | ! ] [
Yo [ [ 1 1 !
85=' 1 127! ! ! ! Im71 |
] 1 ] |

99 = | 3221141 '3>179 '>151 223 - ' 97 277!

Figura 4.4.26. Fragmentaciones observadas en el espectro de masas EI-HRMS de la loboforona E (38).
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Enol Ceto

No. &%C(ppm) &'H(ppm) Mult. J(Hz) &°C(ppm) &'H(ppm) Mult. J (Hz)

1 25.0 2.05 (3H) S 30.9 2.24 (3H) S

2 191.5 S 201.8

3 99.7 5.49 s 57.9 357 (2H) brs

4 194.3 204.8

5 38.2 2.26 (2H) dd 7.3,74 43.8 2.49 (2H) dd 7.4,7.5

6 25.7 1.58 (2H) m [a] [a] m

7 29.2 1.33 (2H) m [a] [a] m

8 29.3 1.30 (2H) m [a] [a] m

9 29.8 1.26 (2H) m [a] [a] m

10 29.7 1.30 (2H) m [a] [a] m

11 27.8 1.27 (2H) m [a] [a] m

12 130.2 5.39 m [a] [a] m

13 128.0 5.35 m [a] [a] m

14 25.6 2.82 (2H) m [a] 2.78 (2H) m

15 127.7 5.33 m [a] [a] m

16 130.0 5.37 m [a] [a] m

17 27.7 2.06 (2H) m [a] [a] m

18 29.6 2.02 (2H) m [a] [a] m

19 31.9 1.28 (2H) m [a] [a] m

20 22.7 1.31 (2H) m [a] [a] m

21 141 0.88 (3H) t 7.2 [a] [a] t 7.2
OH-2 421

Tabla 4.4.11. Datos RMN "H (600 MHz) y RMN “>C (150 MHz) de los tautérmeros de la loboforona E (38).
[a] Sefal superpuesta con la del enol.
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4.5. PROPUESTA BIOGENETICA DE LOS NUEVOS POLICETIDO S

4 .5.1. Generalidades

Los policétidos constituyen una larga lista de productos naturales con estructuras
muy diversas que comparten un esquema biosintético comun. Los complejos enzimaticos
denominados policétido-sintasas (PKSs) catalizan reacciones de condensacion sucesivas
tipo Claisen de diversos acidos carboxilicos como unidades iniciales o extensoras a través
de enlaces tiol-éster que incorporan unidades de 2 atomos de carbono a una cadena 3-

policetonica en crecimiento.””

La biosintesis de los policétidos posee analogias con la biosintesis de los acidos
grasos, nos solo en los mecanismos involucrados sino también en el tipo de precursores
empleados.?”*® Asi, en la biosintesis de varios policétidos y acidos grasos de plantas, las
unidades de iniciacion y extensiéon mas comunes son el acetil CoA y el malonil CoA,
respectivamente. Durante la biosintesis de los acidos grasos, para el ensamblaje de las
unidades carbonadas, cada ciclo de condensacion es gobernado por la accién catalitica
del complejo multienzimético sintasa de &cidos grasos (FASs) de tipo I, al cual se unen
siete dominios o subunidades proteicas individuales con una mision catalitica determinada
(Figura 4.5.1). Previo a la reaccion de Claisen, en una etapa catalizada por la MAT
(malonil/acetil transferasa), el malonil CoA se enlaza con la subunidad ACP de la sintasa
(“acil carrier protein”) mediante un enlace tiol-éster, y la unidad de acetil CoA realiza por
su lado un proceso similar catalizado por la acetiltransferasa AT. La reaccion de Claisen
posterior es asistida por la cetosintasa KS y conduce a un sistema [-cetoaceti-ACP
(R=H); el cual, puede ser posteriormente reducido de forma estereoselectiva al
correspondiente [-hidroxil-éster, consumiendo nicotinamida adenina dinucleotido fosfato
(NADPH) en el proceso catalizado por la cetorreductasa. En la figura 4.5.1 se
esquematiza el ciclo de la biosintesis de los &cidos grasos, el cual se repite de manera
iteractiva y la cadena carbonada se alarga en dos carbonos por cada ciclo de la sintesis.
En un determinado momento, cuando la cadena ha alcanzado una cierta longitud
(aproximadamente 16 6 18 carbonos) el dominio/subdominio TE (acilACP tioesterasa)
ejerce una accion de tipo hidrolitica que rompe el resto de tiol-éster liberando el acido
graso.”’ Hemos visto que esta secuencia de reacciones producen inicialmente a un pB-

cetoéster, siendo el grupo cetona reducido después de cada paso de condensacion y

" Dewick, P. M. “Medicinal natural products: a biosynthetic approach”. John Wiley & Sons; 2009, pp. 39.
8 Hertweck, C. Biochem. Angew. Chem. Int. Ed., 2009, 48, 4688.
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antes del siguiente ciclo de condensacién, donde el proceso global de reduccién
comprende: la reduccion a un alcohol (KR, cetorreductasa), la deshidratacion de un éster
conjugado (DH, deshidrogenasa) y la reduccion del doble enlace (ER, enoilrreductasa). La
biosintesis de los policétidos exhiben también los elementos basicos de la biosintesis de
los acidos grasos (Fig 4.5.1). Sin embargo, en el caso de los policétidos, las policétido-
sintasas (PKSs) claramente difieren de las FASs en que los pasos reductivos son
optativos, dando lugar a un patron de funcionalizacibn mucho mas complejo. Otras

diferencias importantes es que las PKSs pueden usar una mayor variedad de precursores

y dar lugar a cadenas de distintas longitudes.?

ACP: proteina transportadora de acilo

AT: acetil transferasa
DH: deshidratasa
ER: enoil reductasa
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Figura 4.5.1. Modelo esquematico de la biosintesis general de los policétidos, tomando como unidades
precursoras el acetil-CoA y malonil-CoA. Este proceso es esencialmente analogo para la sintasa tipo 1.
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Sobre la base de su estructura y de los diferentes modos de condensacion en la

construccion de policétidos, las PKSs se han clasificado en varios grupos.?® Las PKSs tipo
| se refieren a enzimas supramoleculares multifuncionales con diferentes dominios
cataliticos fusionados covalentemente, y existen preferentemente en hongos y bacterias.
Las tipo Il, se caracterizan por complejos de enzimas monofuncionales individuales,
siendo més comunes en los organismos procariotas, fundamentalmente en actinomicetos.
Un tercer grupo son las tipo Il que también son multifuncionales aunque homodiméricas,
y cuyo miembro mas caracteristico y mejor estudiado es la sintasa de la chalcona. Este
grupo también se diferencia de los otros tipos, en que utiliza aciltiolésteres unidos a la
coenzima A y no a una subunidad ACP. La mayor parte de este tipo de enzimas han sido
encontradas en plantas, aunque mas recientemente también se han encontrado en

bacterias y hongos.

Ademas de por la estructura de la enzima o del complejo de enzimas, las PKS se
dividen también en iterativas o no-iterativas, segun catalicen o no mas de un proceso
completo de elongacion. Un sistema no-iterativo posee un sitio activo distinto (médulo)
para cada paso catalizado. Las PKSs de tipos Il y I, suelen funcionar en forma iterativa,
pero las PKSs | pueden hacerlo también de forma modular. Uno de los ejemplos clasicos
de PKS | no-iterativa, es la 6-deoxieritronolido sintasa (DEBS). Este tipo de PKS se han
encontrado fundamentalmente en procariotas y recientemente en dinoflagelados. Cada
elongacion se caracteriza por un moédulo de enzimas que incluyen los dominios de KS ([3-
cetoacilsintasa); AT (aciltransferasa) y ACP (“acil carrier protein”), comun para todas las
elongaciones. Luego hay una serie de dominios opcionales que van a determinar el grado
de procesado del B-carbonilo resultante de la elongacion: KR (cetorreductasa); DH
(deshidratasa) y ER (enoilrreductasa). Por otro lado, las PKSs tipo | iterativas se agrupan
en no reductivas, parcialmente reductivas y totalmente reductivas. Respecto a las PKSs
tipo Il destacar que funcionan normalmente en modo iterativo. En éstas, ademas de las
enzimas responsables de la elongacion de la cadena, juegan un papel importante otras
subunidades tales como cetorreductasas, ciclasas (CYC) y aromatasas (ARO). Las PKSs
tipo 1l tienen también un funcionamiento generalmente iterativo, siendo capaces de
aceptar gran variedad de unidades iniciadoras entre las que se encuentran acidos grasos,
y asociarse a gran cantidad de enzimas dando lugar a diversas clases de productos
naturales. Por ultimo sefialar, en estricto contraste con las PKSs de tipo I, que la longitud
del esqueleto del policétido formado por una sintasa iterativa viene dictado por el tamafio

de la cavidad dentro del componente cetosintasa o del complejo entero.?®
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Afadir que en algunos casos estos sistemas enzimaticos pueden unirse para dar
rutas mixtas del tipo hibridos PKS 11I/PKS | o FAS/PKS. Asi, en la hipotesis biogenética de
los policétidos obtenidos de L. variegata que pasamos a discutir a continuacion,

consideramos que tiene lugar un proceso de este tipo.

4.5.2. Propuesta biogenética para los nuevos metabo  litos aislados

Recientemente se ha llevado a cabo el estudio cualitativo y cuantitativo acerca de
los &cido grasos presentes en L. variegata. Este estudio demostré que esta alga produce
una cantidad importante de é&cidos grasos entre los que destacan el acido laurico y
linoléico.® Por tanto, teniendo en cuenta también este factor, proponemos que la unidad
iniciadora para la bioconstruccion del policétido necesario para todos los derivados
saturados sea el &cido laurico (4cido dodecanoico). A la unidad iniciadora se uniran
distintas unidades de malonil-CoA en la extension de la cadena en un proceso de
biogénesis mixto en el que proponemos una transferencia del &cido graso de la FAS al
sitio activo de la PKSs tipo Ill. Un proceso similar podria tener lugar en el caso de la

loboforona E pero considerando el acido linoléico como unidad iniciadora.

Posteriormente, todavia dentro del dominio de accion de la sintasa podrian
producirse reacciones de ciclacion, reduccién, descarboxilacion, etc. El papel de la enzima
en este segundo paso, no es simplemente el de una catdlisis acida, sino ellas deben
también dirigir la cadena policétida dentro de lo que se podria denominar una zona
“plantilla” de la enzima, que pliega la cadena del policétido en la conformacion 6ptima para
que tenga lugar la posterior ciclacion (Figura 4.5.2). De esta forma producen un control

molecular tal que el resultado es un Gnico producto en vez de una mezcla enorme. %

4 malonil-CoA

FAS I
| |

KS» AT KR\ \DH\, ER\ ‘ACR Q@) — Q@S
: :

\AAAMrS HS

IN_ ﬂ 0 0 0 0 O
HO — °
\%V\/W Reacciones (O

de ciclacion S

o O

Figura 4.5.2. Ejemplo de control de la reactividad de las cadenas de policétidos por parte de las PKSs.

® Crawford, J. M.; Korman, T. P.; Labonte, J. W.; Vagstad, A. N.; Hill, E. A.; Kamari-Bibkorpep, O.; Tsai, S.-C. Townsend, C.
A. Nature, 2009, 461, 1139.
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En base a lo anterior, es l6gico suponer que la loboforona C proviene de la

reduccion simple de un carbonilo y posterior descaboxilacion del precursor I, que a su vez,
es formado por la incorporacion de dos unidades de malonil-CoA sobre el &cido laurico
(Figura 4.5.3). De la misma manera, la incorporacion de tres unidades extensoras sobre la
unidad iniciadora de dodecanoil-CoA, nos llevaria al intermedio I, que por reduccién
enzimética simultanea de dos grupos carbonilos a sus correspondientes alcoholes
secundarios, y posterior deshidratacion de uno de éstos mediante una reaccién de
eliminacion bimolecular E,, nos conduce después de la descarboxilacion a la loboforona
D. El siguiente paso consistiria en la incorporacion de cuatro unidades de malonil-CoA
para generar el precursor Ill; lo cual es coherente con la hipétesis planteada por
Narkowicz y col. para la E-nonadeca-3-en-2-ona,*® también aislada en este estudio, a
través reacciones de reduccion, eliminacién e hidrogenacién similares a las descritas

anteriormente.
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Loboforona D E-nonadeca-3-en-2-ona

Figura 4.5.3. Propuesta de ensamblaje de los posibles precursores |, Il y lll en la biogénesis de los distintos
policétidos saturados lineales.

% Narkowicz, C. K.; Blackman, A. J. Biochem. System. Ecol., 2006, 34, 635.
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Para la génesis de los policétidos heterociclicos, planteamos que la formacion del
anillo ocurre partiendo del precursor Il (Figuras 4.5.4 y 4.5.6) principalmente a través de
procesos de condensacion. De esta manera, la reduccién del carbonilo C-7 y la posterior
condensacion del hidroxilo resultante en C-3, seguida de una descarboxilacion conduce a
la lobofopiranona B. De forma similar y mediante reacciones adicionales de deshidratacion
e hidrogenacion catalitica del doble enlace resultante, daria la lobofopiranona A. Sin
embargo, si la condensacion se induce desde un hidroxilo sobre C-9, la posterior

eliminacion de una unidad de CO, originaria las loboforonas Ay B (Figura 4.5.4).

Condensacion 0

(TE) OH 4
co,

Lobophopiranona B

Condensacion
(0]
(DH)i (ER)(TE)S | 5
H,O CO,

O Lobophopiranona A

O\/o
Condensacion & _0

(TE) 4
co, X

LoboforonaAy B

1]
Figura 4.5.4. Ruta biogenética propuesta para la lobofopiranonas A y B y loboforonas Ay B.

Un esquema biogenético equivalente via condensaciones de Claisen del

intermedio Il nos explicaria el origen de los loboforoles A, B y C (Figura 4.5.5).
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o
Condensacién
4
(TE) }
co
2 HO

Loboforol A

(¢]

HO

4
Loboforol B

l Condensacién

O SEnz

HO HO
) TE)) A

co,

HO HO  Loboforol C

Figura 4.4.5. Ruta biogenética propuesta para los loboforoles A, By C.
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4.6. DATOS FISICOS DE LOS NUEVOS METABOLITOS AISLADOS

4.6.1. Loboforol A (29)

Sélido cristalino.

Punto de fusion: 62-63 °C.

[0]?°, = +17 (c 0.23, CHCLy).

UV (MeOH) Amax = 236 nm (log £3.91).

IR (CHCI5) vinax = 3502, 2917, 2851, 1698, 1654, 1620, 1467, 1372, 1060, 780 cm™.
EI-HRMS: para C;gH3,03, [M]" m/z 308.2353 (calc. 308.2351).

Datos de RMN *H (600 MHz) y RMN *3C (150 MHz) en CDCl;:

N°C 5°C (ppm) & 'H(ppm) Multiplicidad J (Hz)

1 31.9 2.34 (3H) s

2 204.0

3 139.6

4 195.4

5 46.5 a2.52 dd 8.9, 16.2
b 2.75 dd 4.1,16.2

6 65.9 4.30 dddd 4.1,4.3,7.4,89

7 38.5 a2.48 dd 7.4,17.9
b 2.70 dd 4.3,17.9

8 159.7

9 35.4 2.22 (2H) m

10 27.9 1.49 (2H) m

11 29.6 1.37 (2H) m

12 29.4 1.36 (2H) m

13 29.6 1.36 (2H) m

14 29.7 1.29 (2H) m

15 29.4 1.31 (2H) m

16 29.4 1.28 (2H) m

17 31.6 1.25 (2H) m

18 22.7 1.27 (2H) m

19 14.1 0.88 (3H) t 7.1

214



Estudio de Metabolitos Secundarios de Rhodophytas y Phaeophytas

4.6.2. Loboforol B (30)

Tesis doctoral

Aceite amarillo.

[0]?°, = +2 (c 0.38, CHCI,).
UV (MeOH) Amax = 203 nm (log £3.91).
IR (CHCl3) vinax = 3340, 2924, 1680, 1604, 1585, 1462, 1209, 780, 744 cm™.

EI-HRMS: para CioHgO5, [M]* m/z 290.2234 (calculado 290.2246).

Datos de RMN *H (600 MHz) y RMN **C (150 MHz) en CDClj:

N°C &°C (ppm) & 'H(ppm) Multiplicidad J (Hz)
1 32.4 2.67 (3H) S
2 206.3
3 122.1
4 161.0
5 116.0 6.80 dd 1.1,8.1
6 134.2 7.28 dd 7.8,8.1
7 122.0 6.75 dd 1.1,7.8
8 144.2
9 35.8 2.85 (2H) dd 7.8, 8.0
10 325 1.59 (2H) m
11 29.7 1.37 (2H) m
12 29.3 1.28 (2H) m
13 29.6 1.26 (2H) m
14 29.6 1.28 (2H) m
15 29.4 1.28 (2H) m
16 29.5 1.28 (2H) m
17 31.9 1.26 (2H) m
18 227 1.31 (2H) m
19 14.1 0.88 (3H) t 7.1
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4.6.3. Loboforol C (31)

Sélido cristalino.

Punto de fusion: 79-80 °C.

[0]?®, = +2 (c 0.38, CHCIy).

UV (MeOH) Amax = 220 nm (log & 4.05).

IR (CHCI3) vinax = 3367, 2928, 2857, 1619, 1461, 1379, 1262, 1170, 1062, 848 cm™,
EI-HRMS: para CygH3003, [M]" m/z 306.2203 (calculado 306.2195).

Datos de RMN *H (600 MHz) y RMN **C (150 MHz) en CDClj:

N°C 5°C (ppm) & 'H(ppm) Multiplicidad J (Hz)
1 25.1 2.56 (3H) s
2 207.1
3 116.1
4 166.2
5 101.8 6.25 brs
6 160.3
7 111.7 6.22 brs
8 142.1
9 44.1 2.88 (2H) dd 7.4,75
10 25.1 1.71 (2H) m
11 24.9 1.59 (2H) m
12 31.0 1.36 (2H) m
13 30.0 1.36 (2H) m
14 29.6 1.29 (2H) m
15 29.5 1.31 (2H) m
16 29.5 1.28 (2H) m
17 29.3 1.26 (2H) m
18 22.7 1.27 (2H) m
19 14.1 0.88 (3H) t 7.1
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4.6.4. Lobofopiranona A (32)

Aceite amarillo.

[0]*°, = -116 (c 1.14, CHCLy).

UV (MeOH) Amax = 264 nm (log £ 3.94).

IR (CHCI5) vinax = 2926, 2855, 1685, 1613, 1463, 1399, 1241, 1126, 1034, 809 cm™,
EI-HRMS: para CygH340,, [M]" m/z 294.2573 (calculado 294.2559).

Datos de RMN *H (600 MHz) y RMN **C (150 MHz) en CDClj:

N° C 5C (ppm) & 'H(ppm) Multiplicidad J (Hz)
1 21.1 1.99 (3H) s
2 174.4
3 104.7 5.30 s
4 193.1
5 40.8 (ec) 2.35 ddd 0.8, 4.6, 16.6
(ax) 2.40 dd 12.6, 16.6

6 79.3 4.35 dddd 4.6,5.1,7.4,12.6
7 34.4 al.64 m

b 1.79
8 24.8 al.3s8 m

b 1.45 m
9 29.9 1.33 (2H) m
10 29.3 1.29 (2H) m
11 29.4 1.30 (2H) m
12 29.5 1.27 (2H) m
13 29.6 1.25 (2H) m
14 29.6 1.28 (2H) m
15 29.6 1.25 (2H) m
16 29.7 1.27 (2H) m
17 31.9 1.26 (2H) m
18 22.7 1.29 (2H) m
19 14.1 0.88 (3H) t 7.1
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4.6.5. Lobofopiranona B (33)

Sélido amorfo blanco.

[0]?°, = +33 (c 0.20, CHCLy).
UV (MeOH) Amax = 263 nm (log £ 3.96).
IR (CHCI3) vimax = 3421, 2923, 2852, 1651, 1604, 1401, 1341, 1126, 753 cm?t.
EI-HRMS: para CygH3403, [M]" m/z 310.2512 (calculado 310.2508).

OH

19

Datos de RMN *H (600 MHz) y RMN **C (150 MHz) en CDClj:

N° C 5C (ppm) & 'H(ppm) Multiplicidad J (Hz)
1 21.1 2.00 (3H) s
2 173.7
3 105.2 5.34 s
4 192.5
5 41.0 (ec) 2.44 br dd 5.4,16.7
(ax) 2.46 dd 12.1, 16.7

6 78.5 4.63 dddd 5.2,5.4,7.3,12.1
7 41.6 al.79 m

b 1.99 m
8 69.5 3.84 m

m

9 37.7 1.50 (2H) m
10 31.9 1.42 (2H) m
11 29.6 1.28 (2H) m
12 29.6 1.32 (2H) m
13 29.6 1.27 (2H) m
14 29.6 1.29 (2H) m
15 29.5 1.25 (2H) m
16 29.3 1.28 (2H) m
17 25.4 1.34 (2H) m
18 22.7 1.24 (2H) m
19 14.1 0.88 (3H) t 7.1
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4.6.6. Loboforona A (34)

Sélido amorfo blanco.

[0]?°, = +20 (c 0.37, CHCLy).

UV (MeOH) Amax = 276 nm (log £ 3.39).

IR (CHCI3) vinax = 2924, 2854, 1658, 1623, 1564, 1463, 1262, 1041, 823 cm™.
EI-HRMS: para CygH3,0,, [M]" m/z 292.2411 (calculado 292.2402).

Datos de RMN *H (600 MHz) y RMN **C (150 MHz) en CDClj:

N° C 5°C (ppm) & 'H(ppm) Multiplicidad J (Hz)

1 31.9 2.15 (3H) s

2 197.8

3 104.3 5.65 s

4 162.7

5 121.8 7.50 br dd 2.7,10.1

6 135.6 6.40 br ddd 2.7,6.2,10.1

7 30.1 a2.23 dddd 2.7,2.7,10.9, 18.2
b 2.29 ddd 3.9,6.2,18.2

8 75.5 3.97 dddd 3.9, 4.6, 6.6, 10.9

35.0 a1.56 m

b 1.70

10 al.35 m

25.0

b 1.46 m

11 29.6 1.28 (2H) m

12 29.6 1.32 (2H) m

13 29.6 1.27 (2H) m

14 29.5 1.29 (2H) m

15 29.4 1.25 (2H) m

16 29.3 1.28 (2H) m

17 32.0 1.34 (2H) m

18 22.7 1.24 (2H) m

19 14.1 0.88 (3H) t 7.1
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4.6.7. Loboforona B (35)

Sélido amorfo blanco.

[0]?°, = +23 (c 0.29, CHCLy).

UV (MeOH) Amax = 268 nm (log £ 3.33).

IR (CHCI5) vinax = 2924, 2854, 1717, 1649, 1463, 1260, 1080, 1043, 723 cm™.
EI-HRMS: para CygH3,0,, [M]" m/z 292.2369 (calculado 292.2402).

Datos de RMN *H (600 MHz) y RMN *3C (150 MHz) en CDCl:

N° C 5°C (ppm) & 'H(ppm) Multiplicidad J (Hz)
1 315 2.40 (3H) s
2 198.4
3 108.9 5.07 s
4 159.9
5 124.9 6.02 br dd 2.3,9.7
6 133.7 6.30 ddd 2.4,6.3,0.7
7 29.7 a2.25 dddd 2.3,2.4,10.7,18.2
b 2.32 ddd 3.8,6.3,18.2
8 76.1 4.05 dddd 3.8,4.4,7.2,10.7
9 35.1 al.63 m
b 1.80
10 25.3 al43 m
b 1.55 m
11 29.3 1.28 (2H) m
12 29.4 1.32 (2H) m
13 29.5 1.27 (2H) m
14 29.6 1.29 (2H) m
15 29.6 1.25 (2H) m
16 29.6 1.26 (2H) m
17 31.9 1.34 (2H) m
18 22.7 1.24 (2H) m
19 14.1 0.88 (3H) t 7.1
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4.6.8. Loboforona C (36)

Sélido amorfo blanco.

[0]?°, = +2 (c 0.57, CHCI5).

UV (MeOH) Amax = 231 nm (log £ 3.30).

IR (CHCI5) vinax = 3329, 3242, 2916, 1710, 1466, 1351, 1253, 1080, 890 cm™.
EI-HRMS: para Cy5H300,, [M]" m/z 242.2252 (calculado 242.2246).

O OH

/U\)\/\/\/\/\/\

1 15

Datos de RMN *H (600 MHz) y RMN **C (150 MHz) en CDClj:

posicion  &'C (ppm) & 'H(ppm) Multiplicidad J (Hz)

1 30.5 2.18 (3H) s

2 209.9

3 49.7 a2.53 dd 9.3, 17.7
b 2.63 dd 2.4,17.7

67.4 4.03 m

5 36.1 al.39 m
b 1.46 m

6 25.3 a1.30 m
b 1.39 m

7 29.8 1.25 (2H) m

8 29.5 1.28 (2H) m

9 29.5 1.26 (2H) m

10 29.6 1.26 (2H) m

11 26.6 1.26 (2H) m

12 29.3 1.27 (2H) m

13 31.7 1.29 (2H) m

14 22.5 1.31 (2H) m

15 14.1 0.88 (3H) t 7.1

OH-4 2.95 d 3.4
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4.6.9. Loboforona D (37)

Sélido amorfo blanco.

[0]?°, = +3 (c 0.12, CHCI5).

UV (MeOH) Amax = 224 nm (log £ 3.98).

IR (CHCI5) vinax = 3398, 223, 1738, 1671, 1605, 1460, 1253, 1166, 1030, 979, 805 cm™.
EI-HRMS: para C;7H330,, [M + H]" m/z 269.2472 (calculado 269.2481); para C;7H330,Na,
[M + Na]® m/z 291.2295 (calculado 291.2300).

/U\/\)G\/\/\/\/\/\

1 17

Datos de RMN *H (600 MHz) y RMN **C (150 MHz) en CDClj:

N°C 5°C (ppm) & 'H(ppm) Multiplicidad J (Hz)
1 25.6 2.27 (3H) s
2 198.5
3 133.4 6.15 d 16.0
4 144 .4 6.85 ddd 7.2,7.6,16.0
5 40.4 a2.34 dddd 1.0,7.3,7.6, 14.5
b 2.44 dddd 1.3,4.3,7.2,14.5
6 70.7 3.78 m
7 37.3 1.47 (2H) m
8 29.6 1.29 (2H) m
9 29.6 1.26 (2H) m
10 29.6 1.26 (2H) m
11 29.6 1.26 (2H) m
12 29.5 1.26 (2H) m
13 29.3 1.27 (2H) m
14 27.0 1.26 (2H) m
15 31.9 1.25 (2H) m
16 22.7 1.26 (2H) m
17 14.1 0.88 (3H) t 7.1
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4.6.10. Loboforona E (38)

Sélido amorfo amarillo.
[0]?°, = -3 (c 0.12, CHCI5).
UV (MeOH) Amax = 281 nm (log ¢ 3.40).

IR (CHCI3) vimax = 3463, 2926, 2455, 1732, 1611, 1461, 1378, 1246, 1075, 958, 722 cm™.
EI-HRMS: para C,;H350,, [M]" m/z 320.2699 (calculado 320.2715).

12 13 15 16

|

12 13 15 16

21

21

Datos de RMN *H (600 MHz) y RMN **C (150 MHz) en CDClj:

Enol Ceto

No. &°C(ppm) &'H(ppm) Mult. J(Hz) &%°C (ppm) &'H(ppm) Mult. J (Hz)

1 25.0 2.05 (3H) s 30.9 2.24 (3H) s

2 1915 s 201.8

3 99.7 5.49 S 57.9 357 (2H) brs

4 194.3 204.8

5 38.2 2.26 (2H) dd 73,74 43.8 2.49 (2H) dd 7.4,75

6 25.7 1.58 (2H) m [a] [a] m

7 29.2 1.33 (2H) m [a] [a] m

8 29.3 1.30 (2H) m [a] [a] m

9 29.8 1.26 (2H) m [a] [a] m

10 29.7 1.30 (2H) m [a] [a] m

11 27.8 1.27 (2H) m [a] [a] m

12 130.2 5.39 m [a] [a] m

13 128.0 5.35 m [a] [a] m

14 25.6 2.82 (2H) m [a] 2.78 (2H) m

15 127.7 5.33 m [a] [a] m

16 130.0 5.37 m [a] [a] m

17 27.7 2.06 (2H) m [a] [a] m

18 29.6 2.02 (2H) m [a] [a] m

19 31.9 1.28 (2H) m [a] [a] m

20 22.7 1.31 (2H) m [a] [a] m

21 141 0.88 (3H) t 7.2 [a] [a] t 7.2
OH-2 4.21
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5

EVALUACION DE ACTIVIDADES BIOLOGICAS

RESUMEN

En este capitulo se presentan los resultados preliminares de las
actividades bioldgicas realizadas tanto a los nuevos metabolitos como a
los compuestos conocidos aislados de las tres especies de algas
estudiadas. Asi mismo se detalla la bateria de ensayos que se encuentra
en realizacion.

(Fuente: www.marine.natural.products.blogspot.com.es)
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5.1. INTRODUCCION

A pesar de la extensa lista de sustancias quimicas de origen marino con
aplicaciones terapéuticas conocidas, el interés por descubrir nuevas moléculas con
actividad bioldgica selectiva continla en progresivo aumento. Con la incorporacion
constante de nuevas técnicas de andlisis, ha aumentado considerablemente la fiabilidad y
velocidad con que se desarrollan los bioensayos, generando en consecuencia, la

reduccion en la cantidad de muestra necesaria.

El objetivo perseguido en este proyecto, una vez realizado el estudio fitoquimico
sobre las especies estudiadas, ha sido el de explorar las posibilidades terapéuticas de los
productos aislados y caracterizados, en colaboracién con distintos grupos dedicados a

esas tareas.

5.2. ACTIVIDAD CITOTOXICA

Como primera aproximacién a los ensayos biolégicos, realizamos estudio de
toxicidad con los cabezas de series de los distintos grupos de sustancias que

presentamos en esta memoria.

Los ensayos fueron realizados por el Dr. D. José Manuel Padrén Carrillo y la Lcda.
Dfia. Carla Rios-Luci del Laboratorio de Bioensayos (BioLab), ubicado en el Instituto
Universitario de Bio—-Organica “Antonio Gonzalez”. Se determind la inhibicion del
crecimiento frente a diversas lineas celulares de tumores sélidos humanos: A2780 (lineas
celulares de carcinoma de ovario humano), HLB-100 (lineas de carcinoma de mama
humano), HelLa (cérvix), SW1573 (pulmén), T-47D (mama) y WiDr (colon), utilizando la
técnica colorimétrica de la sulforrodamina B con ligeras modificaciones,* aplicando el

protocolo del Instituto Nacional del Cancer de los Estados Unidos.?

En el caso de los metabolitos aislados de L marilzae, los resultados obtenidos se
resumen en la tabla 5.2.1, donde se recopilan los valores las concentraciones inhibitorias

del crecimiento del 50% (Gls,) para los compuestos analizados. Después de 48 h de

! Miranda, P. O.; Padrén, J. M.; Padron, J. |.; Villar, J.; Martin, V. S. ChemMedChem, 2006, 1, 323.
2 Monks, A.; Scudiero, D.; Skehan, P.; Shoemaker, R.; Paull, K.; Vistica, D.; Hose, C.; Langley, J.; Cronise, P. J. Nat. Cancer
Inst., 1991, 83, 757.
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incubacion ninguno de esos metabolitos mostré actividad significativa frente a ninguna de

las lineas celulares mencionadas (Glsy > 10 pg/mL)

GCso (M)
Compuesto
A2780 HBL-100 HeLa SW1573 T47-D WiDr

Marilzabicicloaleno A (1) 10E05 10E-05 10E-05 10E-05 1.0E-05
Marilzabicicloaleno B (2) 10E05 10E-05 10E-05 10E-05 1.0E-05
12-Epoxi-obtusaleno IV (5) 25E-05 25E-05 25E-05 25E-05 25E-05 25E-05
Metoxi-12-epoxi-obtusaleno IV (8) 25E-05 25E-05 25E-05 25E-05

Marilzaleno (11) 1.0E-05 10E-05 10E-05 1.0E-05 10E-05 1.0E-05
(+)-4R-Acetoxi-marilzaleno (12) 10E-05 10E-05 10E-05 10E-05 10E-05 1.0E-05
Z-Adrienino (19) 25E-05 25E-05 25E-05 25E-05 25E-05
E-Dactileno B (21) 13E-05 25E-05 25E-05 25E-05 25E-05 2.5E-05
Obtusaleno IV 13E-05 25E-05 25E-05 25E-05 25E-05 25E-05

Tabla 5.2.1. Valores de Gls de distintos metabolitos de L. marilzae ensayados frente a lineas celulares
tumorales humanas.

Respecto a los metabolitos aislados de L. variegata, se han enviado a ensayar las
siguientes sustancias: los loboforoles A, B y C (29-31), la lobofopiranona A (32) y el
policétido lineal, loboforona E (38); mientras que de L. microcladia, s6lo el compuesto
obtenido en mayor cantidad, el laurocarpano A (23), encontrandonos a la espera de recibir

los resultados.

5.3. ACTIVIDAD ANTIALIMENTARIA

Se evalu6é la actividad antialimentaria en ensayos de eleccibn de distintos
compuestos frente al insecto Leptinotarsa decemlineata en estado adulto, el cual es

conocido comunmente como escarabajo de la patata o dorifora.

Este bioensayo fue llevado a cabo por el Grupo de Control Integrado de Plagas y
Enfermedades: Resistencia Vegetal y Bioplaguicidas, del Instituto de Ciencias Agrarias de
Madrid, dirigido por la Dra. Azucena Gonzélez Coloma. Para ello fueron usando discos de
hojas de Solanum tuberosum de acuerdo al método descrito por Gonzélez-Coloma.® Los
resultados experimentales se presentan en la tabla 5.3.1. Los Unicos metabolitos que
mostraron actividad moderada fueron del grupo de las acetogeninas de ocho y doce

miembros.

® Burguefio-Tapia, E.; Castillo, L.; Gonzalez-Coloma, A.; Joseph-Natan, P. J. Chem. Ecol., 2008, 34, 766.
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Compuesto Dosis (ug/cm?) ECso (ng/cm?)
Laurencia marilzae
50 83.83+4.10
10 73.85+10.80
2 71.19+9.60 0.83(0.16, 4.22)
0.4 34.47+14.60
12-Epoxi-obtusaleno IV (5) 0.08 27.47£11.90
Cl
7 M 50 72.13+14.40
o 10 52.88+15.10
¢ 4.87 (1.11, 20.90)
~ L 2 44.24+14.60
. n 0.4 27.7745.17
Marilzaleno (11)
(+)-4R-Acetoxi-marilzaleno (12) 50 69.36+15.30 n.t
50 81.84+10.40
10 73.41+£12.30
2 52.34422.20 1.10 (0.23, 5.25)
0.4 52.59+21.40
0.08 17.91+7.70
Obtusaleno IV
(3E)-Pinnatifidenino 50 51.074£22.40 ~50
Cl
7 y 50 89.82+10.00
N
o 10 84.84+10.10
0.37 (0.05, 2.58)
= 2 67.73+£10.60
_ 0.4 47.34+8.70
(3E)-Laurenino
(32)-Otusenino 50 30.80£20.2 >50
Dactilomelol 50 70.64+9.20 n.t
Pinnatol 50 32.77+15.40 >50
Isopinnatol B 50 65.48+21.20 n.t
Lobophora variegata
Loboforol A (29) 50 29.224+12.10 >50
Loboforol B (30) 50 51.28+21.30 ~550
Loboforol C (31) 50 63.78+14.00 n. t.
Lobofopiranona B (33) 50 2.79+2.80 >50
Loboforona A (34) 50 37.89+23.20 >50
Loboforona B (35) 50 18.50+18.50 >50

Tabla 5.2.1. Actividad antialimentaria de distintos compuestos nuevos y conocidos. # %FI| = [1-(T/C)]x100,
donde Ty C son el consumo sobre los discos tratados y consumo sobre el disco control, respectivamente. n.t.:
experimento no realizado. %FI = 100 indica inhibicion total de la alimentacion.
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Es importante sefialar que bioensayos sobre otros insectos contintan en desarrollo

en el marco del programa de colaboracién con este grupo.

5.4. ACTIVIDADES BIOLOGICAS REALIZADAS DENTRO DEL CONSORCIO MAREX

El proyecto MAREX se inscribe en el séptimo programa del marco de investigacion
de la Unién Europea, y su objetivo fundamental consiste en la busqueda de compuestos
bioactivos a partir de fuentes marinas, desde su descubrimiento hasta la aplicacién y
produccién industrial.* Est4d conformado por un total de 19 instituciones académicas y
empresas privadas de distintos paises europeos, asiaticos y suramericanos. Entre ellas se
encuentra nuestro grupo de investigacion, dedicado a la busqueda de metabolitos

secundarios de origen marino, en el IUBO-ULL.

Tal y como se explico en Capitulo 1 de esta memoria, la mayoria de los
metabolitos nuevos y conocidos que hemaos obtenido, se enviaron al consorcio Marex para
realizarles distintos ensayos de bioactividad. A pesar de no contar con estos resultados en
el momento de redactar esta memoria, hemos querido indicar las distintas pruebas a las

que estan siendo sometidos los distintos metabolitos (Tablas 5.4.1y 5.4.2).

I) Antibacteriano y antifingico: Realizado por la Dra. Paivi Tammela del Centro de
Investigacion de Farmacos en Finlandia.

II) Inhibicion de integrinas y anticoagulante: Llevados cabo por el Dr. Janez llas de
la Facultad de Farmacia, Universidad de Ljubljana, Eslovenia.

[Il) Efectos sobre canales i6nicos y receptores: Por Jan Tytgat, del Laboratorio de
Toxicologia, Universidad de Leuven, Bélgica.

IV) Proapoptotico y antiinflamatorio: A cargo de Jean Peluso, Laboratorio de
Innovacion Terapéutica de la Universidad de Strasbourg, Francia.

V) Anticancerigeno: Realizado en el Centro de Investigacion Técnica VTT de
Finlandia, a cargo de la Dra. Merja Perala.

VI) Antifouling y efectos en mitocondrias: Por el Dr. Dag llver del Centro de Micro y
Nanotecnologia IMEGO AB, Suecia.

VIl) Antiinflamatorio: A cargo del Dr. Valter Lombardi de la empresa biotecnoldgica
EBIOTEC, Espafia.

* Seventh Research Framework Programme, Exploring Marine Resources for Bioactive Compounds: From Discovery to
Sustainable Production and Industrial Applications, Marex Consortium (2010).
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Capitulo 5: Evaluacion de actividades biologicas Estudio preliminar

I Il Il A% \% \ Vil

Laurencia marilzae
X X

Marilzabicicloaleno A (1) X X
Marilzabicicloaleno B (2)
Marilzabicicloaleno C (3)
Marilzabicicloaleno D (4)
12-Epoxi-obtusaleno IV (5) X
12-Epoxi-obtusaleno IVB (6)
Metoxi-12-epoxi-obtusaleno 1V (8)
Obtusaleno X (10)

Marilzaleno (11)
(+)-4R-Acetoxi-marilzaleno (12) X
(-)-4-Acetoxi-marilzaleno (13)
Z-Adrienino (19)

E-Adrienino (20)

Obtusaleno IV
(3E)-Isolaurepinnacino
(3E)-Pinnatifidenino
(3E)-Laurenino
(32)-Otusenino

Dactilomelol

Dactilol

Caespitol

Pinnatol

Isopinnatol B

Cassipourol

XX

x

x
XXX XX XX XX | XX

X|X

x

XX XXX
XXX XX XX XXX | X
XX XX | XX

XXX XXX
XXX XX XX | X

XX XX XXX XX | X [ X

x| X
x| X

DX XX XK XX DX XXX XX XX XXX XX XXX XX

XXX
XXX
XXX

Laurencia microcladia
Laurocarpano A (23) X X X X X X
(3E)-Dihidrorodofitin X X X X X
Obtusin X X X X X X X

Tabla 5.4.1. Se indican los compuestos asilados de L .marilzae y L. microcladia que estan siendo
sometidos a ensayos de bioactividad, dentro del consorcio MAREX.

I Il Il v ‘ \% VI VII

Lobophora variegata
Loboforol A (29) X X X X X X X
Loboforol B (30) X X X X X X X
Loboforol C (31) X X X X X X X
Lobofopiranona A (32) X X X X
Lobofopiranona B (33) X X X X X X X
Loboforona A (34) X X X X X X X
Loboforona B (35) X X X X X X X
Loboforona D (37) X X X X
Loboforona E (38) X X X X X X X
E-nonadeca-3-en-2-ona X X X X X X X

Tabla 5.4.2. Se indican los compuestos asilados de L. variegata que se han enviado al entorno
MAREX para ensayar distintas bioactividades.
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CONCLUSIONES

En el marco de nuestros objetivos de investigacion centrados en la basqueda de
moléculas bioactivas y/o estructuras novedosas de fuentes marinas, se ha llevado a cabo
el estudio fitoquimico detallado de las especies Laurencia marilzae (Rhodophyta),

Laurencia microcladia (Rhodophyta) y Lobophora variegata (Phaeophyta).

El analisis cromatografico del extracto procedente de Laurencia marilzae supuso el
aislamiento de un total de treinta y cinco productos naturales puros, de los cuales
veintidos resultaron ser nuevos en la literatura quimica. Este conjunto de nuevas
moléculas esta constituido por veinte sustancias halogenadas de naturaleza no terpénica
con esqueleto de acetogeninas C-15 y dos productos diterpénicos de la serie de los

dactilomelanos.

Dentro del primer grupo, es destacable la gran diversidad estructural entre sus
representantes, resaltando los marilzabicicloalenos A-D (1-4), con un inédito sistema de
anillos [5.5.1]biciclotridecano y marcadas connotaciones biogenéticas. Asimismo, se
obtienen seis nuevos productos con anillo de doce miembros (obtusalenos): 12-epoxi-
obtusaleno IV (5), 12-epoxi-obtusaleno VB (6), bromopropargilo del 12-epoxi-obtusaleno
IV (7), 1-metoxi-12-epoxi-obtusaleno 1V (8), clorohidrina del 1-metoxi-12-epoxi-obtusaleno
IV (9) y el obtusaleno X (10); tres acetogeninas con anillo de oxocanos: marilzaleno (11),
(+)-4R-acetoxi-marilzaleno (12) y (-)-4-acetoxi-marilzaleno (13); cinco acetogeninas que
poseen en su estructura un unico anillo de oxolano: marilzafuralenos A-D (14-17) y 12-
acetoxi-marilzafurenino (18); y finalmente, dos acetogeninas lineales: Z y E-adrienino (19
y 20), que se pueden considerar precursores de algunos de los metabolitos anteriormente

citados.

Un segundo grupo lo componen los metabolitos de naturaleza terpénica: E-
dactileno B (21) y el nor-E-cetodactileno (22) con un esqueleto de dactilomelano descrito

previamente en esta especie de Laurencia.
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Conclusiones

La resolucion estructural de todos los nuevos metabolitos, asi como el
establecimiento de sus configuraciones relativas, fueron realizadas principalmente en
base al uso intensivo de técnicas espectroscopicas de RMN 1D y 2D, en las que destacan
la aplicaciéon de recientes métodos configuracionales basados en el analisis de constantes
de acoplamiento escalar. En el caso de los compuestos (5), (7) y (12), sus configuraciones
absolutas fueron determinadas por el analisis de difraccion de rayos X, mientras que la
configuracion absoluta del marilzaleno (11) fue abordada por correlaciébn quimica con el

(+)-4R-acetoxi-marilzaleno (12).

La segunda especie estudiada en la presente memoria, Laurencia microcladia,
produce esqueletos de sesquiterpenos singulares. De ella se obtuvieron seis nuevos
metabolitos derivados de un precursor comdn el p-bisaboleno. Cinco de ellos,
laurocarpanos A-E (23-27) poseen un esqueleto carbonado biciclico inusual denominado
macrocarpano. Junto a estos fue identificado el ciclolaurocarpano (28), que posee un
anillo adicional de ciclopropano en su estructura. La elucidacion de éste nos lleva a
proponer la revision de la estructura publicada para su isémero, el bromociclococanol, que
también fue aislado en este estudio. Se hace énfasis en las consideraciones biogenéticas
del mencionado esqueleto, puesto que, junto al andlisis amplio de las constantes de
acoplamiento homo y heteronucleares, y el analisis de las correlaciones dipolares,
resultaron de gran utilidad para la determinacion configuracional de los distintos centros

guirales presentes en los metabolitos.

Finalmente, el estudio quimico de Lobophora variegata concluye con el aislamiento
y determinacion estructural de diez nuevos policétidos biogenéticamente relacionados, de
los cuales destacan los loboforoles A-C (29-31) por ser nonadecacétidos con un nuevo
esqueleto carbonado denominado loboforano. En el caso del cabeza de serie de los
loboforanos, loboforol A, su estructura fue también confirmada mediante estudios de
difraccion de rayos X. Las estructuras de los restantes metabolitos denominados
lobofopiranonas A y B (32 y 33), y loboforonas A-E (34-38) fueron determinadas
fundamentalmente en base a datos espectroscopicos. Cabe sefalar que debido al
elevado solapamiento de las sefiales de RMN correspondientes a la cadena lateral
alquilica, los fraccionamientos observados en el espectro de masas de impacto

electronico permitieron el establecimiento final de la estructura.
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Respecto a los estudios de actividades bioldgicas realizadas, muy pocos
resultados nos han sido suministrados en el momento de la redaccién de la presente
memoria. La mayor parte de ensayos biolégicos siguen en curso, habiendo sido enviadas
muestras de la mayoria de los nuevos metabolitos a los laboratorios de farmacologia que
componen el consorcio MAREX. Dada la amplia variedad de nuevas moléculas vy
esqueletos, unido a la extensa gama de pruebas farmacoldgicas a las que seran
sometidas confiamos en que un ndamero importante de ellas presenten actividades

biol6gicas interesantes.
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I.1. TECNICAS EXPERIMENTALES

I.1.1. Técnicas espectroscépicas

[.1.1.1. Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

Para la realizacion de los experimentos de RMN se utilizaron los espectrometros
Bruker® AVANCE 400 MHz, 500 MHz y 600 MHz, de acuerdo a las necesidades. El
espectrometro de campo 600 MHz esta equipado con una criosonda de deteccion inversa
TCIl de 5 mm. Los experimentos fueron realizados usando los programas suministrados
por la casa Bruker® y los espectros referenciados en base a la sefial residual de *H y **C
usando los picos de cloroformo-d; (64 7.26 y 8¢ 77.0), metanol-d, (84 3.31 y 8¢ 49.05),
piridina-ds (84 8.74, 7.58 'y 7.22 y 8¢ 150.3, 135.9 y 123.8, respectivamente) y bendeno-de
(8w 7.16 y 8¢ 128.4) a 298 K. Los desplazamientos quimicos (8) descritos se expresan en
partes por millén (ppm), mientras que las constantes de acoplamientos (J) se dan en Herz
(Hz). Los datos de adquisicion obtenidos del espectrometro se procesaron usando los
programas Mestre-C v.4.9.9.6, Mestrenova v.6.0.2 y Topspin™ v.2.1.

[.1.1.2. Absorcién en el Infrarrojo (IR)

Los espectros de IR fueron realizados en un espectrofotometro FT-IR Bruker®,
modelo IFS-55. El espectro fue registrado empleando disoluciones de los compuestos en
CH,CI, sobre una pastilla de NaCl.

1.1.1.3. Rotacion Optica

Para las determinaciones de la actividad éptica se empled un polarimetro Perkin-
Elmer®, modelo 241, a 25 °C y usando la linea D del sodio (A = 589 nm). El producto fue

disuelto en CHCI; anhidro y se empleé una celda con camino 6ptico de 1 dm.

[.1.1.4. Espectroscopia de absorcién en el Ultravioleta—Visible (UV)

Los espectros UV-visible fueron registrados en un espectrofotometro de Jasco
Inc®. V-560, utilizando disoluciones de los compuestos de interés en metanol y cubetas

de cuarzo con un camino Optico de 1 cm.
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1.1.1.5. Espectroscopia de Dicroismo Circular (DC)

Los espectros de dicroismo circular fueron obtenidos en un espectrofotometro

Jasco Inc. ® J-600, utilizando disoluciones de los compuestos de interés en acetonitrilo.

[.1.1.6. Punto de fusién

Esta determinacion fue realizada por duplicado con un instrumento de punto de

fusién marca Buichi® 535.

[.1.1.7. Espectrometria de Masas

Las medidas de espectrometria de masas de alta resolucion (HRMS) fueron
llevadas a cabo en un espectrémetro de masas VG AutoSpec FISONS®. Los espectros El-
HRMS, ESI-HRMS y ESI-FTICR fueron realizados en un espectrémetro Micromass
Autopec®.

1.1.1.8. Andlisis de los cristales por Difraccion de Rayos X

En las mediciones de los cristales obtenidos, se emple6 un equipo de difraccion de
rayos X Oxford Diffraction Supernova Dual® equipado con un Atlas CCD, usando la
radiacion de CuKa. El refinamiento de la celda y la optimizacion de los datos se hizo con
el programa CryAlisPro,' y las estructuras fueron resueltas de usando el método SIR97.?
Asimismo, los refinamientos fueron medidos con el programa SHELXL-97,° usando una
matriz completa de minimos cuadrados, con parametros de desplazamientos
anisotrépicos para todos los atomos distintos al hidrégeno. Las correcciones de la
absorcion y las imagenes de las moléculas se obtuvieron usando las facilidades del
PLATON,* y en los distintos célculos el conjunto de programas del WinGX.®> Finalmente
todos los datos cristalogréaficos correspondientes al 12-epoxi-obtusaleno IV (5) y (+)-4-
acetoxi-merilzaleno (12) estan depositados en el centro de Datos Cristalograficos de
Cambridge con los nimeros CCDC 798406 y CCDC 798407, respectivamente. Los

codigos correspondientes al bromopropargilo de 12-epoxi-obtusaleno 1V (7) y al loboforol

! CrysAlisPro, Versién 1.171.34.40 (Publicado el 27-08-2010 CrysAlis171.NET); Oxford Diffraction Ltd. (compilados el 27-08-
2010, 11:50:40 hr).

2 Altomare, A.; Cascarano, G.; Giacovazzo, C.; Guagliardi, A.; Moliterni, A. G. G.; Burla, M. C.; Polidori, G.; Camalli, M.;
Spagna, R. SIR97 University of Bari, Italy, 1997.

% Sheldrick, G. M. SHELXL97 University of Géttingen, Germany, 1997.

* Spek, A. L. PLATON University of Utrecht, The Netherlands, 2003.

® Farrugia, L. J. J. Appl. Crystallogr. 1999, 32, 837.
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A (29) no estan disponibles debido a que su analisis ha sido efectuado recientemente, y al

momento de redaccion de esta memoria estamos a la espera de dichos datos.

I.1.2. Técnicas cromatograficas

En los distintos procedimientos de extraccion y purificacion se utilizaron
disolventes destilados de grado técnico y analitico de varias marcas. Para su eliminacién
se emplearon evaporadores rotatorios Biichi® R-200, equipados con un bafio con agua a
37 °C y bombas de alto vacio Biichi® B-721. La monitorizacién de las cromatografias en
columnas se siguié mediante cromatografia de capa fina (TLC), llevadas a cabo usando
placas cromatogréficas (F-1500/LS254) de la casa Merck®. En general, para la elucién de
los cromatofolios se usaron mezclas binarias de n-hexano y acetato de etilo en distintas
proporciones. Como agentes reveladores se usaron diversos procedimientos, siendo los
mas utilizados:

e Lavisualizacion de las placas por exposicion a la luz UV de onda corta (254 nm) y
de onda larga (365 nm) en un gabinete de la marca Spectroline® modelo CM-10.

e La pulverizacion sobre las placas de una solucion de H,SO,4:H,O:AcOH (1:4:20) y
posteriormente calentadas a 140 °C.

e Impregnacion de la placa con una disolucion al 4% de acido fosfomolibdico en

etanol en forma de aerosol y calentadas posteriormente a 140 °C.

[.1.2.1. Cromatografia de Exclusién Molecular

Se utilizé como fase estacionaria la resina lipofilica Sephadex® LH-20 (25-100 um)
de Sigma-Aldrich Co.® Las columnas (600 x 70 mm &) fueron preparadas siguiendo las
instrucciones del fabricante, humectando el soporte en metanol durante 12 horas y
empaquetadas por gravedad. Los disolventes utilizados para su elucion fueron mezclas

binarias y terciarias de cloroformo, metanol y hexano.

[.1.2.2. Cromatografia en Columna de Media Presion

Para este procedimiento de separacion cromatografica en fase normal se utilizaron
columnas preempaquetadas Lobar Lichropred Si 60 (310 x 25 mm <) de tamafio de

particula 40-63 um de Merck®, con sistemas di y trifasicos de n-hexano, acetato de etilo y

metanol en distintas proporciones. Una bomba de émbolo Fluid Metering® sirvié para la
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circulacion de los disolventes y de la muestra. Para una buena separacion, la relacion

peso muestra / peso gel silice fue como minimo de 1/200.

1.1.2.3. Cromatografia Liguida de Alta Resolucién (HPLC)

Para desarrollar las separaciones finales se emple6é un sistema de HPLC de la
marca LKB® y una columna preparativa de fase normal p-Porasil™ (150 x 19 mm &), de
WATERS®.
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I.L1. ESTUDIOS CONFIGURACIONALES BASADOS EN EL ANALISIS DE
CONSTANTES DE ACOPLAMIENTO

I1.1.1. Introducciéon

Los factores conformacionales y estereoquimicos de moléculas organicas quirales
estdn estrechamente ligados a sus propiedades biolégicas, quimicas, fisicas y
farmacolégicas.™? Por esa razén, el desarrollo de métodos efectivos para resolver
problemas estereoquimicos en compuestos organicos, ha atraido la atenciéon de la
comunidad cientifica teniendo una importante repercusién en areas de investigacion
diversas como la quimica de los productos naturales, sintesis asimétrica, quimica

medicinal, biologia, y ciencias de los materiales.

Una herramienta que ha resultado de enorme aplicacion en los estudios
estereoquimicos moleculares, es el andlisis de la magnitud de las constantes de
acoplamiento escalar. Esto se debe a su dependencia con pardmetros geométricos siendo
de particular relevancia, por ejemplo, la informaciébn geométrica aportada por las
constantes de acoplamiento entre protones separados por tres enlaces (3Jy.), que
pueden relacionarse directamente con el angulo diedro (¥) que forman a través de la
ecuacion de Karplus.®** Iguales caracteristicas envuelven a las constantes de
acoplamiento heteronuclear a tres enlaces (*Jcn),° mientras que en el caso de las
constantes de acoplamiento carbono-protéon a dos enlaces (*Jc), aunque los nucleos
involucrados no forman un angulo diedro, cobran importancia puesto que podrian
establecer restricciones angulares siempre que exista un atomo electronegativo contiguo
al carbono involucrado. De esta manera, el valor de J se puede relacionar con el angulo

de torsién formado por el protén y el atomo electronegativo (Figura 11.1.1).°

Teniendo presente estos hechos, es de destacar que para la determinacion
estructural de los nuevos metabolitos que forman parte de esta tesis, ha jugado un papel
clave la asignacién de la configuracion relativa de sus centros estereogénicos a través de
métodos basados en el andlisis de las constantes de acoplamiento. Asi, se ha aplicado en

su resolucién tanto el método publicado por Murata et al, y sus variantes,’ que permiten el

! Bifulco, G.; Dambruoso, P.; Gémez-Paloma, L.; Riccio, R. Chem. Rev., 2007, 107, 3744.
2 Seco, J.M,; Quifio4, E.; Riguera, R. Chem. Rev., 2004, 104, 17.

% Haasnoot, C.A.G.; de Leeuw, F.A.A.M.; Altona, C. Tetrahedron, 1980, 36, 2783.

* Karplus, M. J. Am. Chem. Soc., 1963, 85, 2870.

® Aydin, R.; Guenther, H. Mag. Reson. Chem., 1990, 28, 448.

® Contreras , R.H.; Peralta, J.E. Prog. Nucl. Magn. Reson. Spectrosc., 2000, 37, 321.
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andlisis configuracional de sistemas organicos aciclicos; como una método reciente
desarrollado por nuestro grupo de investigacion para el estudio estereoquimico de anillos
de cinco miembros.” A continuacién, pasaremos a comentar brevemente en qué consisten

ambas aproximaciones.

¥
H, Hﬂ\y H;
% Cy Y. C, , Y Hs
*Jum 3Jen Jeu
C C C
1 X v 1 X 1 X
Hs Ha Hs
J1[Hz] J [Hz) J [Hz] Y=0,N,Cl
0 2 16
9
8
7 0 12
6
5 -2 8
4
3 4 4
2
1
O A e 6 - R e e
n 180 -180 0 181 0 180
Angulo de torsién ¥ Angulo de torsién ¥ Angulo de torsién ¥
OHz< 3~]H2,H35 16Hz OHz < 3\]C4,H2 9< Hz -6Hz < 2JC3,HZS 2Hz
s 0-4Hz peqt{eﬁa 0-3Hz pequena 0-3Hz pequena
Juznz { 5-9Hz media 3Jeamz { 4-5Hz  media 3Jcomz 1 4-5Hz media
10 - 16 Hz grande 6-9Hz grande 6-9Hz grande

Figura1l.1.1. Se ilustra la relacion de las constantes de acoplamiento 3JH,H, 3JC,H y 2JC,H con el
angulo de torsion (W) segun la ecuacion de Karplus.

[1.1.2. Andlisis configuracional de sistemas aciclicos

Entre mediados y finales de los afios noventa, Murata y colaboradores
formalizaron una metodologia para la determinacién de la configuracion relativa de
sistemas aciclicos en moléculas organicas mediante la estimacion semicuantitativa de los
valores de las constantes *Jy ., 2Jcn Y 2cn.?® El fundamento del método consiste en el
supuesto de que los tres rotAmeros alternados gauche-, anti o gauche+, en cada una de
las series diastereoméricas, eritro o treo, son representativos de las conformaciones
adoptadas por el sistema formado por dos centros asimétricos contiguos. Asi, mediante la

comparacion de los valores experimentales de las constantes 3JH,H, 3JC,H y 2JC,H con los

” Napolitano, J. G.; Gavin, J. A.; Garcia, C.; Norte, M.; Fernandez, J. J.; Hernandez Daranas, A. Chem. Eur. J., 2011, 17,
6338.

& Matsumori, N.; Murata, M.; Tachibana, K. Tetrahedron, 1995, 51, 12229,

® Matsumori, N.; Kaneno, D.; Murata, M.; Nakamura, H.; Tachibana, K. J. Org. Chem, 1999, 64, 866.
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patrones de los valores caracteristicos esperados en cada rotdmero alternado de cada

serie diastereomérica (Figura 11.1.2), se puede proponer la configuracion de dichos centros

en un amplio nUmero de casos.

H
3 \\\Y Y \\H 3
o NGy C NG
“( z Cs L{ o Ca
H, X  treo Hy X eritro
Ha Ha H, Hy Hy Hy
Hy Cy Cy Y Y. Hy Hs Cs Cy Y . Hy
Cy x G X Cy X Ci X G X Cy X
Y Hg (oA Y Hs Cy
gauche” anti gauche” gauche” anti gauche”
3JH2,H3 pequefa grande pequefia pequena grande pequena
3J04,H2 pequefia pequena grande grande pequefia  pequeria
Jea,H3 pequefa pequena grande pequena pequefia  grande
gJCX,H3 grande pequena pequeria  X=Me grande pequefia  pequefia
Cc3,H2 pequefia grande grande  Y=OR grande grande pequena
:ch,us pequeria grande grande  X=OR pequefa grande grande
Jca H2 pequena grande grande  Y=OR grande grande pequena

Figura Il.1.2. Patrones de la magnitud de los valores de las constantes de acoplamiento (J) en el analisis
configuracional de sistemas tipo 2,3-dimetino quirales.

Es importante insistir en que, tal y como se ha comentado previamente, esta
metodologia s6lo es aplicable para rotdmeros alternados de modo que sélo es una
hipotesis plausible en sistemas aciclicos y que cualquier desviacién importante de este
comportamiento haria el andlisis imposible. Otro factor limitante de este método consiste
en que los rotameros anti con configuracion relativa opuesta, presentan el mismo patrén
esperado de valores de J, lo que los hace indistinguibles. En este caso se hace necesario
el analisis de las correlaciones tipo ROE/NOE entre los sustituyentes del fragmento

estudiado a fin de discriminar.

Al establecer las comparaciones de las medidas de las constantes experimentales
con los patrones esperados es importante establecer claramente los términos de grande
y/o pequefia. De acuerdo a la ilustracion de la figura 11.1.1, el primer criterio es aplicable
cuando los atomos involucrados en las constantes a tres enlaces (3JH,H, 3JC,H) se orientan
de forma antiperiplanar, es decir, que el angulo diedro entre si es de 180 + 15°. Sin
embargo, si dicho angulo es de 60 + 15°, entonces la orientacién entre ellos es sinclinal o
gauche, y la clasificacién de la constante en términos de magnitud se define como
pequefia. Por el contrario, cuando se trata de las constantes 2Jc y, la categoria grande se

define cuando el proton y el heterodtomo se encuentran en una disposicion gauche, es

N)
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decir, cuando en términos geométricos el angulo de torsion entre si es del orden de 60 +
15°;, mientras que la categoria pequefia corresponderia con todos los valores de J para los
angulos de torsion de 180 + 15°, asociados con una disposicion anti.

Los criterios anteriormente definidos se fundamentan en observaciones empiricas
gue indican que la implementacion de esta metodologia no es aplicable en conférmeros
gue se desvian méas de 15° de la conformacion de un rotdmero alternado puro, puesto que
conlleva a resultados erréneos.®? En adicién, igual de importante es sefialar que las
caracteristicas de cada conjunto de valores de constantes dependen del patrén de

sustitucién en el caso especifico estudiado (Tabla I1.1.1).

Tipo de *Jun (H2) *Jen (H2) “Jen (Hz)
sistema grande pequefa grande pequefa grande pequefia
anti gauche anti gauche gauche anti
CHj3
9al2 2a4 6a8 la3 -- --
CHy
CHs,
‘\H\e 8all la4d 6a8 la3 -5a-7 Oa-2
OH
OH
JH)\e 7a10 2a4 5a7 1a3 4a-6 2a0

OH

Tabla 11.1.1. Se indican las categorias grande y pequefia de acuerdo con la magnitud de J en diversos
sistemas 2,3-dimetinos quirales.

Hasta ahora hemos explicado la aplicacion de este método soélo en sistemas
asimétricos adyacentes; sin embargo, tales fundamentos pueden ser extrapolables a
sistemas lineales 2,4-dimetinos quirales. Una condicion necesaria para ello es que ambos
se unan mediante un metileno diasterotopico, posibilitando el estudio del sistema en dos
etapas. Primero, se establece la configuracion relativa de los protones del metileno
diasterotdpico respecto a uno de los metinos adyacentes, y luego, se repite el andlisis

entre los protones del metileno central y el metino restante (Figura 11.1.3).

Una dificultad adicional, a la hora de aplicar estos métodos surge de la
interpretacion de los datos de RMN en términos de un Unico rotdmero, el mayoritario,
desechando las contribuciones de los minoritarios, cuando puede ser una situacion
frecuente la coexistencia de varios conférmeros. Si en un sistema del tipo visto hasta

ahora se encuentran simultaneamente varios rotdmeros, de manera que los minoritarios
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contribuyen de manera importante (1 > Hz), el resultado final en la medicion de la

constante de acoplamiento sera un valor promedio. En estos casos sera muy dificil la
clasificacion entre grande y pequefia de las J, y por tanto, el método original de andlisis

configuracional de Murata resulta inaplicable.

3JH2,H3 pequena grande pequena pequena grande pequefia 3JH4,H3
JuoH3e  grande pequena pequena grande pequena pequena Jiia,H3'
3JC4,H2 pequena pequena grande pequena pequena grande 3-/02 H4
3Jc1 H3  pequena pequena grande pequena pequena grande 3J C5,H3
c1,H3® pequeria grande pequena pequena grande pequena Jes,Ha®
2JCX,H3 grande pequefia pequefia  y _y - pe 9rande pequeiia pequefa chv,Ha
Jex Ha:  pequena pequena grande pequehia pequefa grande Jov g
iJsz pequefia grande grande o pequefia grande grande 2J04,H3
Jesns:  grande grande pequefia X=Y=0R grande grande pequena Joa s
gauche” anti gauche”® gauche” anti gauche
H2 H2 H2 H3 H3 H3
Hs C, C4 Hy'  Hy Hy Cs Hy Y. Cs H, Y
Cy X Gy X Cy X Hy' C, Hy C, Hy’ C,
Hy’ Hs Cy Y Hy Cs

H3 H3' H H3 H3'
‘\\ 3 H3' ~
(03 S C
%1}}04/% &CQYF
Hy X : : Ha Y

segmento C2 - C3 segmento C3 - C4

H3 H3' H3 H-’
. H , S
o0 X & Wi S e
L( ., Ca 3 45 C2 ~, y
Hy X : Y Hy

Hy XY Hi

segmento C2 - C3 segmento C3 - C4

eritro
gauche anti gauche* gauche” anti gauche
Hy Hy Hy Hy Hs Hy
Hs C, Cy4 Hy  Hy Hs Y. H, Cs Y Hy Cs
Cy X Gy X Cy X Hy' c, Hid C, Hy’ C,
Hy' Hy Cy Cs Hy Y
3JH2,H3 pequena grande pequefia pequena grande pequefia 3JH4,H3
gfheps  grande pequefa pequefia grande pequefia pequefia  Jramz
Jear2  pequeria pequena grande pequena pequena grande Jo2,Ha
Jeins  pequena pequeria grande grande pequeiia pequefia  Joshs
Jcins  pequeria grande pequena pequefia pequena grande Jos Ha'
§JCX,H3 grande~ pequena pequena X=Y =Me pequena pequena grande gJCY,HB
Jox s pequenia pequefia grande pequena grande pequena Jov Ha
gJC21H3 pequefia grande grande v grande grande pequena 2J04,H3
Jeana  grande grande pequeia X=Y=OR grande pequeiia grande Jeana

Figura 11.1.3. Patrones de la magnitud de constantes de acoplamiento (J) en el andlisis
configuracional de sistemas 1,3-dimetino quirales.

Por esa razon, estos autores desarrollaron una variante del mencionado método
para abordar el andlisis de algunos sistemas conformacionales en equilibrio,® la cual sélo
permite acceder al estudio de sistemas con un equilibrio entre dos rotameros alternados

mediante el andlisis de las magnitudes de las constantes en sistemas tipo anti-gauche o
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gauche-anti (Figura 11.1.4). Este andlisis incluye en su patron de prediccion también
constantes de acoplamiento con valores medios, tipicas de una interconversion rapida
entre rotdmeros. Sin embargo, cabe mencionar que este procedimiento igualemente

presenta limitaciones al impedir la diferenciacion entre los equilibrios gauche+/gauche-

con configuracion relativa opuesta (Figura 11.1.4).

3nons  media H, 3nans  media
SJoaro  media Cs oo Searz  pequena
3Jcins  media anti 3Jcins  pequefia
Cy X
ch Hs  pequefia X =Me ch H3 media  X=Me
JC3 H2 grande y=QR JC3 2 media y=0QR
ch H3 grande X=OR JCZ Hs media X =Me
JC3 H2 grande y_QRr L{ JC3 H2 media  y_QRr
anti/gauche+ anti/gauche-
Hy treo H,
LY Hy Hy Cy
gauche —_— gauche”
Cq X o X
Cy 4
Uiz pequerfia 3oz pequeda
Jc4 H2 media JC4 H2 media
Jc1 H3 media Jc1 H3 media
Mexps  media X =Me Soxs  media X =Me
ch 2 media y=0QR JC3 H2 media  y=QR
JC2 Hs media X=OR 2JC2 Hs Mmedia X=OR
JC3 H2 media Y =0OR Jean2  media Y = OR
gauche*/gauche " gauche/gauche*
2 2
Cs4 Ha Hy Y
he”
gauche* P a— gauc
Cy X Cy X
Y Cy
Shons media L{ )>\ / 2JH2 43 media
jC4.H2 peqdu'eﬁa 3jc4 H2  Mmedia_
c1,H3 Mmedia t c1,H3  pequena
eritro
ch H3 pequefia X = Me H, ch H3 media X =Me
%Joame  media  y =R v Cs %Jcamz  grande y = oR
JCZ Hs grande X=OR Ct@xan“ 2JC2,H3 media X =Me
%Jeamz  media vy - oR 1 ! Jesnz  grande y - oRr
3
anti/gauche+ anti/gauche-

Figura Il.1.4. Patrones de magnitud de constantes de acoplamiento (J) en el estudio de sistemas en
equilibrio conformacional 2,3-dimetino quirales.

A pesar de sus limitaciones, el método desarrollado por Murata y colaboradores
ha permitido la determinacion de la configuracién relativa de cadenas carbonadas
aciclicas polisustituidas de una gran cantidad de productos naturales. Es mas, su amplia
aplicacion en la ultima década ha provisto una base sélida para la generalizacion de la
metodologia en sistemas con un rango de sustituciones cada vez mas amplio. En este

sentido, es de destacar que Bifulco y colaboradores, ampliaron la aplicacion de esta
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metodologia al caso de sistemas de dos estereocentros de un metino portador de un

heteroatomo contiguo a un carbono cuaternario,* siendo fundamental para la asignacion
de la configuracion relativa en algunos de los metabolitos nuevos aislados de L.
microcladia. El que uno de los centros en estudio sea cuaternario hace que no
dispongamos de la informacion inherente al analisis del valor de la constante proton-
proton, asi como de parte de las constantes de acoplamiento heteronuclear. Esto implica,
gue quizas no se llegue a disponer de la totalidad de los pardmetros necesarios para
seleccionar sin margen de dudas el conférmero mayoritario y por tanto resolver la
configuracion relativa. Sin embargo, como ellos validaron experimentalmente con
compuestos modelos, el andlisis parcial de las 2’3JC,H en combinacion con datos ROE,

puede permitir en algunos casos resolver el problema.

11.1.3. Estudio configuracional de anillos de cinco miembros

Los anillos de cinco miembros son uno de los motivos estructurales mas comunes
dentro del campo de la quimica y la biologia. Sin embargo, su analisis configuracional con
frecuencia es muy dificil de llevar a cabo ya que poseen una considerable fexibilidad
conformacional caracteristica, que les lleva en muchas ocasiones a existir como una
combinacion de numerosas conformaciones en que cada atomo asume muchas

posiciones relativas (Figura 11.1.5).

A pesar de esto, la relacion existente entre la magnitud de la constante de
acoplamiento escalar y el angulo diedro inherente, sigue representando notable interés en

el analisis de estos sistemas.

Antes de la formulacion del método que a continuacion vamos a comentar
brevemente, existian escasos datos publicados en los que se hubiese utilizado el analisis
de las constantes de acoplamiento en el estudio configuracional de anillos de cinco
miembros. En ellos el andlisis se limité al estudio de las constantes escalares entre
protones vecinos, pero a pesar de que los valores de 3J,, arrojaron valores muy variados,
se pudo observar que sélo los protones con una orientacién trans presentaban constantes
clasificadas como pequefias (0-5 Hz en ciclopentanos sutituidos y 0-3,5 Hz en

furanésidos).'***

' Gomes, C.; Gil, J. Tetrahedron, 1998, 54, 11363.
! Constantino, V.; Fattorusso, E.; Imperatore, C.; Mangoni, A. J. Org. Chem., 2008, 73, 6158.
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Figura 11.1.5. Circulo de pseudorrotacion para un anillo de tetrahidrofurano, incluyendo las diez
conformaciones tipo “envelope” (E) y las diez tipo “twist” (T). (P) es el angulo de fase caracteristico de
cada conformacion, mientras que (P) es la conformacion plana situada en el centro.

En 2011, nuestro grupo de investigacion publicé una metodologia para el analisis
de la estereoquimica de oxolanos, aplicable a otros ciclos de igual cantidad de miembros
(ciclopentanos, furanésidos y pirrolidinas), mediante el analisis por RMN de las constantes
de acoplamiento homo y heteronucleares.” Para ello llevaron a cabo un estudio de
dindmica molecular, intentando abarcar todas las posibles conformaciones accesibles
para estos sistemas con diferentes patrones de sustitucion, a fin de establecer diferencias
entre los valores de las constantes de acoplamiento para sustituyentes orientados en cis y
trans. En esta aproximacion utlizaron como punto de partida los diez posibles
conférmeros tipo E (“envelope”, donde 4 de los 5 atomos del anillo se encuentran en un
plano) de anillos de tetrahidrofurano (Figura 11.1.5) como muestra representativa de las
distintas conformaciones que pueden surgir en el analisis de muchos anillos de cinco.
Aplicando simulaciones de dinamica molecular (MD) observaron que el angulo diedro en
el anillo de tetrahidrofurano (W) entre protones vecinales cis varia entre + 60° y — 60°,
mientras que para los protones vecinales orientados en trans, lo hacen dentro del intervalo

160°l y 1180°l. Seguidamente calcularon los valores de 3J,, y >*Jc 4 para cada conférmero
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usando métodos DFT (“Density Functional Theory”). De esta forma establecieron un

modelo, que se ilustra a grandes rasgos en el diagrama de flujo que se muestra en la
figura 11.1.6, y que permite el andlisis de la orientacion relativa de los protones unidos a los
cuatro atomos de carbono del anillo de oxolano y sistemas equivalentes. Estos calculos
fueron contrastados experimentalmente utilizando los datos obtenidos por RMN en un
conjunto de moléculas modelos.

En esta tesis doctoral, esta metodologia se ha aplicado en el estudio

configuracional de los marilzafuralenos (apartado 2.4.4).

3
JHH 2Jen
VALOR SUPERIOR A VALOR INFERIOR A VALOR SUPERIOR A VALOR INFERIOR A
50Hz 3.0Hz 2.0Hz 50Hz 3.0Hz 2.0Hz n.a -3.0Hz 1.0Hz 0.0Hz na -3.0Hz -1.0Hz 0.0Hz
No. de
Oxigenos — P 0 1 >2 0 1 >2 0 1 2 3 0o 1 2 3
¢ \ 4
NSI orientacién orientacion orientacion
H-H trans H-H cis H-H trans
3
Jen
VALOR INFERIOR A VALOR ENTRE VALOR INFERIOR A
No. de NSl 5.0Hz 5.0Hz 2.0-5.0Hz 1.5-5.0 Hz 3.0Hz 2.0Hz 1.5Hz
Oxigenos —P> 0 1 >2 1 >2 0 1 >2
orientacion NSI orientacion
H-C cis H-C trans

Figura 11.1.6. Diagrama de flujo para el estudio configuracional de anillos de cinco miembros mediante el uso
de constantes de acoplamiento 3JH,H y 2'3Jc,H (NSI: no se obtiene informacion sobre estereoquimica; n.a.: no
aplicable).
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II.L1.4. Medidas experimentales de las constantes de acoplamiento homo vy

heteronucleares

Para la aplicacion de los métodos anteriores, se requiere una apropiada
determinacion de las constantes de acoplamiento homonuclear (*H-'H) y heteronuclear
(**C-'H). En el caso de las constantes 3J,, lo normal es realizar la mediciéon en el
espectro de RMN *H, pero con frecuencia esta tarea se dificulta debido al parcial o total
solapamiento de la sefial en cuestidén, por lo que se deben utilizar otros experimentos
alternativos. Algunas alternativas experimentales suelen ser los experimentos TOCSY-1D,
COSY DQF, *H-'H J-resuelto, entre otros.

Respecto a los experimentos espectroscopicos para medir constantes
heteronucleares (ZJC,H, 3JC,H), podemos destacar el HSQC-HECADE vy el J-HMBC, ambos
utilizados en distintos episodios del trabajo que constituye esta memoria. El primero de
ellos suele ser bastante utilizado debido a que aporta informacién respecto al signo de la
constante a través de la variacion de la “inclinacion” de las sefales. Hay que destacar que
este experimento se basa en la transferencia de magnetizacion a través de sistemas de
espin *H—'H (tipo TOCSY), lo que impide obtener informacion en aquellos diedros que
incluyan un carbono cuaternario sp®. Esta dificultad se puede salvar a través del uso de
experimentos como el J-HMBC; pero tiene la desventaja de ser menos sensible y de no

informar del signo de la constante.
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