OO5E2
2/

UNIVERSIDAD NAC!ONAL AUTONOMA DE MEXICO

UN [ Mgz

) Vi 3
O5GRY DO l)w,—,é PROGRAMA DE MAESTRIA Y DOGTORADO EN -

e CIENCIAS QUIMICAS

“CONFIGURACION ABSOLUTA Y ANALISIS
CONFORMACIONAL DE DOLABELANOS CON
ACTIVIDAD INSECTICIDA DE LA ESPECIE Trichilia mfolla
(MELIACEAE)”

T E S \ S
QUE PARA OBTENER EL GRADO DE
DOCTOR EN CIENCIAS QUIMICAS
P R E S E N T A
BIOL. MARIA DEL CARMEN/RAWREZ AHUMADA

TUTOR: DRA. RACHEL MATA ESSAYAG

México, D.F. 12002

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN |




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



PROGRAMA DE MAESTRIA Y DOCTORADO
EN CIENCIAS QUIMICAS

OF.CPCQ.685/01

o210 AL NATIONAL
At w A DE
Mo

BIOL. FRANCISCO INCERA UGALDE
Jefe de la Unidad de Administracién del Posgrado
Presente

Me es grato informare que la alumna MARIA DEL CARMEN RAMIREZ AHUMADA,
presentara su examen para optar por el grado de Doctor en Ciencias Quimicas, quien
defenderad el proyecto de investigacion titulado: “Configuracion absoluta y analisis
conformacional de Dolabelanos con actividad insecticida de Ia especie Thichilia tnfoha
(Meliaceae)”, ante el siguiente jurado:

Presidente Dr. Alfredo Ortega Hemandez Instituto de Quimica, UNAM

Primer vocal Dr. John Thor Arnason Universidad de Ottawa
Segundo vocal . Dra. Martha Sonia Morales Rios CINVESTAV

Tercer vocal Dr. Carios Cerda CINVESTAV

Secretario Dr. Rogelio Pereda Miranda Facultad de Quimica, UNAM
Primer suplente Dr. Gabriel Eduardo Cuevas Gonzélez Brave  Instituto de Quimica, UNAM
Segundo suplente Dr. Andrés Navarrete Castro Facultad de Quimica, UNAM

Este oficio cancela al No.133 del 20 de enero de 2001.

Atentamente ]
“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU”
Cd. Universitaria, D. F., a 28 de agosto de 2001,

DR. RAYMUNDO CEA OLIVARES
Coordinador del Programa

TESIS CON
c.c.p: Miembros del Jurado ' | FALLA DE ORIGEN

Seccitn Escolar
interesado
Expediente

Dr. Raymundo Cea Olivares
: Tel./Fax 55 50 91 96
poquimicas@dgep.posgrado.unam,mx




JURADO ASIGNADO

Presidente: Dr. Alfredo Ortega Hernandez

Primer vocal: Dr. John Thor Arnason

Segundo vocal: Dra. Martha Sonia Morales Rios
Tercer vocal: Dr. Carlos Cerda Garcia-Rojas
Secretario: Dr. Rogelio Pereda Miranda

Primer suplenie: Dr. Gabriel Cuevas Gonzélez Bravo
Segundo suplente: Dr. Andrés Navarrete Castro

- Sitio donde se desarrollo el tema:

Departamento de Farmacia, Laboratorio 124

Facultad de Quimica |

Universidad Nacional Auténoma de México
Sustentante:

fps”

Biol. Maria del'Carmen Ramirez Ahumada

Tutor:

Dra. Racheél Mata Essayag

CTESIS CON |
FALLA DE ORIGEN




El presente trabajo de tesis fue dirigido por la Dra Rachel Mata
Essayag y codirigido por el Dr. Carlos Cerda Garcia-Rojas,
investigador del Departamento de Quimica del CINVESTAV del
Instituto Politécnico Nacional.



AGRADECIMIENTOS

En primer término expreso mi agradecimiento a las siguientes instituciones
y dependenéias; a la Direcciébn General de Apoyo al personal Académico de la
Universidad Nacional Autdnoma de México (DGAPA), al Consejo Nacional de
Ciencia y Tecnologia (CONACyT) y al Programa de Apoyo a las Divisiones de
Estudios de Posgrado de la Universidad Auténoma de México (PADEP) por el
apoyo financiero otorgado a través de los proyectos iN-207300, 27987N, 108327 y
108316, respectivamente. A la DGAPA y DGEP por las becas otorgadas para la
realizacion de mis estudios de Posgrado.

Asimismo hago patente mi agradecimiento a ios siguientes académicos por
el apoyo brindado a lo largo de la realizacion de la presente investigacion:

Al Dr. Victor Parra de la Universidad de Yucatan por fa recoleccidn e
identificacion del material vegetal utilizado en el presente estudio.

Al Dr. John T. Arnason, Profesor de la Universidad de Ottawa, Canada‘,' por
su asesoria durante la determinacién de la actividad fagoinhibidora de los
compuestos aislados durante la presente investigacién.

A la Dra. Perla C. Castafieda Lébez, al Dr. Daniel Chévez Velascoyala M.
en C. Laura A. Acevedo por su valiosa a.sistencia técnica.

A las M. en C. Isabel Chavez y Beatriz Quiroz, al Q. Wilber Mathus (Instituto
de Quimica, UNAM), a los QFB Rosa Isela del Villar Morales y Oscar S. Yéfiez
Mufioz (USAI, Facultad de Quimica, UNAM) y al M. en C. Atilano Gutiérrez (UAM,
iztapalapa) por el registro de los espectros de RMN. A la QFB Rocio Patifio
(Instituto de Quimica, UNAM) por los registros de los espectros de IR , UV y DC y

las determinaciones de rotaciéon optica. A las QFB Graciela Chavez y la Q.



Marisela Gutiérrez (USAI, Facultad de Quimica, UNAM) por el registro de algunos
de los espectros de IR y UV. Al 1Q. Luis Velasco Ibarra, el M. en C. Javier Pérez
Flores (instituto de Quimica, UNAM) v a la Q. Georgina Duarte Lisci (USAI,
Facultad de Quimica, UNAM) por el z'egis_tro de los espectros de masas.

A los miembros del comité tutoral integrado por los doctores Maria Isabel
Aguilar Laurents, Mariano Martinez Vazquez y Carlos Cerda Garcia-Rojas por el
estimulo y recomendaciones brindados durante la realizacién de este proyecto de
tesis.

A los miembros del jurado designado para la revision del manuscrito de
tesis, por sus valiosos comentarios y observaciones que enriguecieron la version
final de la tesis.

Agradezco a la Universidad Nacional Auténoma de México por darme la
oportunidad y el apoyo pafa realizar mis estudios.

A los prestadores del Servicio Social del Laboratoiio 124 del Departamenito
de Farmaciay a his compaiieros de laboratorio, por su ayuda desinteresada.

De manera muy especial agradezco al Dr. Carlos Cerda Garcia-Rojas,
investigador del Departamento de Quimica del CINVESTAV-IPN, por su interés en
el presente proyecto de tesis, pbr su importante colaboracién en la realizacion de
jos calculos de mecanica molecular y por sus invaiuables enseﬁénzas y
sugerencias a lo fargo del presente trabajo de tesis.

Por Ultimo, deseo expresar mi mas profundo agradecimiento a la Dra.
Rachel Mata Essayag, quién dio origen al presente proyecto, por sul invaluable

direccién y apoyo a lo largo de la presente investigacion.

TESIS CON
“ FALLA DE ORIGEN




A mis padres Maria Esther y Arturo
Por su amor, su fortaleza, por dedicarme

su vida entera, los amo

A mis hermanos Arturo, Edgar, Octavio y Esther

Por su carifio, por confiar en mi'y apoyarme siempre

A mis sobrinos

Aranza, lvonne e lvdn

A Laura y Norma
Por su comprension,
su carifo y por llenar mi vida

con su amistad

A Carmen y Miryam, mis dngeles guardianes



INDICE
Paginas
RESUMEN e e e v
AB ST RACT oo et e e e ettt e e araees vii
LISTADE ABREVIATURAS ...t en e X
LISTADETABLAS ... e xii
LISTADE FIGURAS ............................................ Xiii
LISTADE ESPECTROS ... ..ot e XV
CAPITULO L INTRODUCCION .......co.ooooiiiiiiieeeeeeeeceeee e 1
CAPITULO H. ANTECEDENTES ...........ccooccviiieeeee, e en e aa e e 10
2.1 Antecedentes generales ... 10
2.1.1 Generalidades sobre el género Trichilia. ..., 10
2.1.2 Antecedentes sobre la especie Trichilia trifolia ...........c.c..ccoevene... 21
2.1.3 Estudios biologicos de extractos y metabolitos obtenidos
de especies del genero Trichilia. ........ e e 25
2.2 Antecedentes sobre'compuestos_ de tipodolabelano ... 27
2.3 Generalidades sobre el gorgojo del arroz Sitophilus OTYZAE oo 47
CAPITULO II. HIPOTESIS Y OBJETIVOS ........cvvvoiooeeeerereeeereseeeseeeeeenen, 49
T o [ oo = 49
3.2 Ob}etivé PFNCIPAI ...oooviiiiiiiiri s 49

3.3 Objetivos partiCUlares .........cccooooiiie e 50



1

CAPITULO IV. PARTE EXPERIMENTAL

......................................................... 51
4.1 Material vegetal ... U SRR U UOUPTUPUUPRPURRRRE 51
4.2 Determinacion del efecto fagoinhibidor de los extractos
y compuestos puros obtenidos de 1a maderade 7. trifolia ........ccccooeeeeee 51
4.2.1 Preparécién de los discos de harina (problema y control) ............... 52
4.2.2 Procedimiento del bioensayo ......ooocoivoiviiieieeee 52
4.3 Estudio quIMICO de 7. trifolia .......ccoccviiiiiiic it 53
4.3.1 Procedimientos experimentales generales ... 53
4.3.1.1 Métodos cromatografiCos ..........cccvriiiieiiiiiiiiic e 53
43.1.2 Deferminacién de las constantes fisicas, espectroscépicas
y espectrométricas de los compuestos naturales ........................ 55
4.3.2 Preparacion def extracto orgénico de la madera
AE T BFHONIA. ..o 56
4.3.3 Fraccionamiento biodirigido del extracto de la madera
A8 0 IFHOLIQ ..o e 56
4.3.4 Aislamiento y caracterizacion de los dolabelanos
bioactivos a partir de las fracciones activas de 7. wrifolia .................. 58
4.3.4.1 Aislamiento y purificacién de los compuestos 132 y 133 de la
fraccidn primaria VIE oo 58
4.3.4.2 Aislamiento de ios compuestos 134 y 135 de la fraccion
prmania XH o 62
4.3.4.3 Aislamiento del compuesto 136 de la fraccién
primaria XH e 65
4.3.5 Aislamiento y purificacién de los compuestos 3, 4, 5 de la
fraccion primaria XIH ... 67
4.3.6 Preparacion de derivados a partir de los productos
naturales aislados ........ooooeeiiiiiien e e 68
4.36.1 Obtenciéh del derivado metilado del compuesto 132 ................ 68
4.3.6.2 Obtencién del derivado epoxidado del compuesto 132 ... 69

4.3.6.3 Obtencioén del derivado acetilado del compuesto 134 ................ 6



i
4.4 Calculos de modelaje molecular .............................. b rerr et ana . 70

CAPITULO V. RESULTADOS Y DISCUSION ..........ocovovooe . e, 72

5.1 Preseleccién y seleccion de la especie Trichilia trifolia como
fuente potencial de agentes insecticidas ...........ocoociciiic e 72

5.2 Obtencion de los compuestos biodinamicos a partir del
extracto activo de lamaderade 7. rrifolia ... 74
53 Caracterizacic')nrde los compuestos obtenidos

delamaderade I. (ifolia  .......cccoovivvriiiiiiiiic e s 76
5.3.1 Elucidacién estructural de los compuestos 132, 133y 136 .................. 78
5.3.2. Elucidacion estructural de los compuestos 134y 135 ......................... 91

5.4 Evaluacién del potencial insecticida de los compuestos |

aislados de 7. trifolia sobre el gorgojo del arroz Sitophilus oryzae ........ e 103
CAPITULO VI. CONCLUSIONES ... 105
CAPITULO VIi. PERSPECTIVAS GENERALES ..., 107
CAPITULO VIIL. BIBLIOGRAFIA .......c...oooiiinciieeeeeeceee e 108

ANEXO 1 ettt e a et 126



v Resumen

RESUMEN

Como una parte de un programa dirigido al descubrimiento de nuevos
agentes insecticidas a partir de meliaceas mexicanas, el presente proyecto de
tesis doctoral describe fa investigacion quimica y la evaluacién del potencial |
insecticida de los metabolitos secundarios aislados del extracto de la madera de
Trichilia trifolia , recolectada en el estado de Yucatan, México.

La seleccion de la especie vegetal objeto de estudio se realizé con base en
los resultados obtenidos durante fa determinacion de la actividad fagoinhibidora,
sobre Sitophilus oryzae, de una serie de extractos orgénicos que se elaboraron a
partir de las diferentes partes vegetales de especies selectas del género Trichilia
distribuidas en México, las cuales se preseleccionaron de acuerdo con el criterio
quimiotaxonémico,

El fraécionamiento biodirigido del extracto activo de la madera de 7. trg'fonfia,
empieando como bioensayo de monitoreo la actividad fagoinhibidora sobre el
insecto de prueba Sitophilus oryzae y como técnicas de separacion, la
cromatografia en columna y la cromatografia de liquidos de alta resoluciéon,
condujo al aislamiento de cinco diterpenocides novedosos del tipo dolabelano .ios
cuales se caracterizaron como el acido (1R,3E,7Z,11S,128)-dolabela-3,7,18-trien-
17-o0ico (132), (1 R,SE,6R,7Z,1 18,125)-dolabela-3,7,18-trien-6,17-olida  (133), -
(1R,35,4R,72,115,128)-3-hidroxidolabela-7,18-dien-4,17-olida (134):
(1R,3R,45,7Z,115,125)-3-hidroxidolabela-7,18-dien-4,17-olida (135) y el &cido

(1R,35,45,7Z,115,125)-3 4- epoxidolabela-7,18-dien-17-oico {136).
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132 133 134

135 136

De manera general, la elucidacion estructural de los productos naturales se
realizd mediante la aplicacion lde célculos de mecénica molecular, métodos
espectroscopicos, espectrométricos, quimicos y de difraccién de rayos X. Para
determinar la estereoquimica absoluta de los compuestos 134 y 135, se llevd a
cabo un estudio de dicroismo circular aplicando el lmétodo de Snatzke para y-
lai:tonas o-B insaturz;adas. La configuracién absoluta de los prbductos restantes se
propuso con base en consideraciones biogenéticas.

La coexistencia de los dolabelanos 132, 134, 135 y 136 en conjunto .con ios
célculos de mecanica molecular permitieron proponer una secuencia metabolica
para. los dolabelanos aislados de 7. rrifolia. De esta manera, la busqueda

conformacional sistematica y la transformacion quimica de! acido 132 para obtener
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un compuesto idéntico al producto natural 136 permitieron sustentar parciaimente

la ruta biosintética que se indica a continuacion:

TR .
132 pp Ewx = 30.0 kealmol 137 Baxx = 40.2 keal/mol 135 B = 52.3 kealimol

El potencial insecticida de los dolabelanos aislados se determiné mediante
la evaluaciéon de la actividad fagoinhibidora sobre el gorgojo del arroz Sitophilus
oryzae. 1.0s resultados obtenidos en los bioensayos indican qtje los compuestos
132-134 presentan una imporiante actividad -fagoinhibidora sobre e! insecto de
prueba lo cual sugiere qué estos compuestos pueden jugar un papel de defensa

en la planta objeto de estudio.



Vi Abstract

ABSTRACT

As a part of a research program to discover insecticidal agents from
Mexican Meliaceae, it was found that an organic'extract prepared from the wood of
Trichilia trifoiia induced feeding reduction on Sitophilus oryzae. Accordingly, this
species was selected for fractionation.

Activity-g'uided fractionation of the active extract led to the isolation of five
novel dolabellane diterpenes, namely, (1R,3E,7Z,118,125)-dolabella-3,7,18-trien-17-
oic acid (132), (1R3E,6R7Z115,125)-dolabella-3,7,18-trien-6,17-0lide  (133),
(1R,35,4R,7Z,118,125)-3-hydroxydolabella-7,18-dien-4,17-olide (134),
(1 R,3R,4S, 72,118,125)-3-hydroxydolabelia-7,18-dien-4,17-olide (135) and
(1R,38,48,7Z,115,128)-3-epoxydolabella-7,18-dien-17-o0ic acid (136). The isolates

-were identified through one énd two dimensional NMR experiments, high resdlution
mass spectrometry and quiroptical methods. in the case of compounds 132 and
133 the structures were unequivocaﬁy confirmed by X-ray diffraction analysis.
Comparison between experimental and calculated 'H-'H vicinal coupling
constants, molecular mechanics méde!ing and NOESY data revealed that the 11-
membered ring of 132 and 133 exists in a conformational equiiibrium in solution,
while in 134-136 this ring possesses a more rigid structure.

Regarding the absolute configuration of the isolates, compounds 134 and
135 were selected for the configurational analysis they possess a rigid structure
and an inherentely dissymmetric chromophore, since the C=C-C=0 moiety is not
planar. 'The CD spectrum of 134 disptayed de K-band absorption at 245 nm with a

positive value of As = + 2.0 X 10°, while the R-band was observed at 300 nm with
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132 133 134

135 136

At = - 4.6 X 10 Therefore, according to the rules for C=C-C=0 syétems, these
vaiues correspond to a positive chirality as shown by the minimum energy structure
of 134, where the C=C-C=0 dihedral angie is @ = + 136°, In the case of compound
135 the K-band absorption was observed at 236 nm with a negative value of Ag = -
2.0 X 10°, while the R-band was observed at 300 nm with Ae = + 4.6 X 10. These
values correspond to a negative chirality with the C=C-C=0 dihedral angle at ® =
- 138°. Based on biogenetic considerations, compodnds 132, 133 and 136 should
have the same absolute configuration than 134 and 135.

Compounds 133-136 might be biogenetically derived from acid 132. The
biosynthetic pathway mapping for the lactonization of 132 to dolabellanclides 134
and 135 was assessed by molecular mechanics calculations and chemical

transformations according to the following scheme:
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s -+
132 pp Ewx = 39.0 kecalimol 137 Bew = 40.2 keal/mol 135 5. = 52.3 keal/mol

'Finaily, based on the flour-disk bioass'ay, compounds 132-134 showed
significant feeding reduction on Sitophylus oryzae. The biocassay results suggest

that these compounds may have a defensive role in the host plant.
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CAPITULOI-
INTRODUCCION

Las plantas han evolucionado a través de 400 millones de afios para
combatir el ataque de insectcs' por lo que han desarrolfado una serie de
mecanismos de proteccion, tales como repelencia y accién insecticida. De tal
forma que un gran numero de especies vegetales contienen compuestos
naturales con acﬁvidad insecticida y algunas de ellas han sido utilizadas por el
hombre paré proteger sus cultivos desde tiempos inmemoriales. Asfmismo,
algunos extractos de estas plantas han proporcionado valiosos insecticidas de
contacto, los cuales tienen la ventaja de que su uso no origina resistencia en
insectos en el mismo grado que la aplicacion de insecticidas sintéticos (Benner,
1993). |

Las plantas tropicales estan expuestas a lo largo de todo el afio al ataque
de bacterias, hﬁngos e insectos, por tanto confrontan condiciones de vida muy
adversas para sobrevivir. Esta sftuacién ha conducido al desarrollo de
mecanismos de defensa eficientes tales como la prpduccién de metabolitos
secundarios que poseeh propéedadés insecticidas muy interesantes (Kubo,
1993). Estos productbs naturales tienen la \)entaja de que pueden ser utilizados
como modelos para la sintesis quimica de compuestos mas eficaces y potentes,
0 como productos comerciales mediante su extraccion directa a partir de los

organismos que los biosintetiian (Rembold, 1989).
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Los primeros insecticidas empleados por el hombre fueron extractos de
plantas, los cuales se aplicaban para la proteccién de cultivos fanto en el campo
como después de la cosecha. Con el paso de los afios, algunas plantas se
explotaron de manera mas amplia como fuentes de insecticidas comerciales,
pero a partir de los afios cuarentas ios insecticidas sintéticos remplazaron en
gran medida a los fitoquimicos y extractos de plantas como productos
comerciales. En consééuencia, la investigacion de productos naturales como una
fuente de productos de importancia agroquimica disminuy6 por aigunos afios.
Sin embargo, en afios recientes, esta tendencia se esta revirtiendo debido a los
diversos probiemas que han surgido con el uso de insecticidas convencionales
de origen sintético, entre los que destacan el desarrolio de resistencia por parte
de plagas y los dafios que causan al hombre, otros vertebrados y al medio
ambiente en general (Benﬁer,' 1993; Baker, 1995, Rouse et al.,1999, van Viiet ef
al.,, 1999; McRae er al., 2000). La resistencia puede ser definida como la
hébilidad de una cepa de insectos para tolerar las dosis de insecticida que
podrian matar a la mayor parte de una poblacién normal de una misma especie.
Aigunos de los casos mejor documentados de resistencia en insectos han sido
observados con el DDT y ofros insecticidas organoclorados persistentes.
También se ha descrito la resistencia de numerosos insectos a insecticidas
organofosforados. Estos procesos de desarrollo de resistencia han causado
serios problemas de control en los Gitimos afios. La resistencia se pfqduce
probablemente porque los insecticidas tienen wuna toxicidad inicial

extremadamente alta y matan rapidamente a los organismos susceptibles,
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mientras que un numero reducido de individuos naturaimente resistentes
sobreviven y quedan en libertad de reproducirse con poca competencia (Baker,
et al;, Cremlyn, 1978; 1995; Chicultt y Tabashnik, 1995).

En lo que se refiere a la contaminaciéon del medio ‘ambiente, es bien
conocido que el uso recurrente de algunos insecticidas y sus altos indices de
persistencia en el ambiente han ocasionado graves problemas de toxicidad para
el hombre y otros animales. Asi, por ejemplo, en la literatura se ha c_lescrito que
algunos insecticidas como el DDT y el Aldrin son altamente toxicos para algunas
aves de rapifia y para los mamiferos. Es conocido que el aguila blanca esta
desapareciendo a nivel mundial como una consecuencia de los efectos toxicos
del DDT (Arnason er al., 1992, Aronson et al., 2000; Cremlyn, 1978; Klocke,
1989; Morgan, 1985; Perkins, 1985; Sharon, 1981; Schmutterer, 1995; Wolff et
al., 2000; Zheng et al., 2000 ).

Por los motivos antes expuestos, la busqueda de nuevos agentes
insecticidas de origen vegetal con una toxicidad potencial mendr se encuentra
ampliamente justificada. En este contexto, las plantas producen un rango muy
diverso de metabolitos secundarios tales como terpenoides, alcaloides,
policétidos, flavonoides y cumarinas, entre otros, que estan involucrados en los
mecanismos de proteccion de las plantas al ataque de insectos y otras plagas y
que pueden constituir una fuente potencial muy valiosa para el désarrollo de
nuevos agentes insecticidas.

Es importante mencionar que numerosos prbductos naturales con

propiedades insecticidas son inocuos para el hombre y otros vertebrados sobre
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todo en comparacion con los efectos neurotoxicos de los insecticidas sintéticos
convencionales. Al mismo tiempo, los insecticidas vegetales presentan una
mayor especificidad en su accion biolégica d.ebido a sus singulares mecanismos
de accién y a las diferencias en su_metabolismo y excrecion (Benner, 1993,
Klocke, 1989;'MORae et al., 2000). La investigacion de nuevos fitoquimicos con
un potencial insecticida se ha enfocado a la bGsqueda de principios bioactivos
con mecanismos de accion rio neurotdxicos tales como la accién inhibidora de la
ingesta de alimentos, la regulacion del crecimiento, la inhibicion de la respiracién
y la fototoxicidad, por tan solo mencionar algunos. Estos mecanismos de accidn
de los insecticidas verdes cuya investigacién se encuentra en pleno desarrollo,
reducen de manera considerable el riesgo de inducir entre las poblaciones de
insectos el fendmeno de la resistencia (Benner, 1989; Kubo, 1993; McRae er al.,
2000).

En la literatura contemporanea de los productos naturales bioactivos se
han descrito numerosos ejemplos de compuestos vegetales que han
representado un papel importante en el desarrollo de los insecticidas
comerciales ( Klocke,1989; Rembold, 198%8). A continuacién se describen los
ejemplos mas importantes. En primer lugar se encuentran las piretrinas naturales
obtenidas de Chrysanthemum cineatiaefolium (As{eraceae) y otras especies del
género. La flor seca y pulverizada se ha usado como insecticida desde hace
mucho tiempo (Matsui y Yamamoto, 1971). El piretrum natural, que éonsiste de
una mezcla de seis compuestos estrechamente relacionados, es fodavia usado

comercialmente pero ha sido sustituido en gran medida por los piretroides
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sintéticos que presentan propiedades insecticidas y una fotoestabilidad
considerablemente mayores que los productos naturales (Benner, 1993).

La rotenona (1) es un insecticida de origen natural muy conocido y, junto
con otros rotenoides se obtiene a partir de especies de Derris, Lonchocarpus Y
Tephrosia (Leguminosae). Este compuesto es activo contra un amplio rango de
insectos y su modo de acéién implica la inhibicién del proceso de respiracion
interfiriendo en el transporte de electrones mitocondrial (Benner, 1993).

Otro compuesto naturai empleado como insecticida comercial es la
nicotina (2). Este producto se encuentra en muchas especies del género
Nicotiana, aungue Nicotiana rustica L. {Solanaceae) es la mejor fuente. La
nicotina tiene la desventaja de que es un compuesto altamente tdxico para el
hombre ya que afecta el sistema nervioso central al unirse a receptores de la
acetilcolina (Benson, 1892).

Algunas especies de i0s géneros Sabadilla y Veratrum (Liliaceae) -se
usaron por muchos afios como fuentes de insecticidas, sin embargo su
aplicacién comercial esta ahora muy limitada. Los ingredientes activos son una
serie de alcaloides esteroidales y entre los mas importantes se encuentra la
veratridina (3). Los alcaloides del veratro afectan los canales de sodio (Benson,
1992) y presentan altos niveles de toxicidad tanto para mamiferos como para los
i_nsectos. |

La quassina (4) se obtuvo originalmente de %é madera de Quassia amara
L., un pequefio arbol tropical miembro de la familia Simarubaceae. Un arbusto

relacionado, Aeschrion excelsa, representé posteriormente la fuente principal del
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insecticidé. Este compuesto es un insecticida debil y comerciaimente se utiliza
como ingrediente de algunos repelentes para perros y Qatos (Benner, 1993).

~ La ryanodina (S), derivada de algunas especies de Ryania
(Flacourtiaceae), especialmente R. speciosa Vahl, representa el primer ejemplo de
un insecticida natural comerciaimente exitoso. | La ryanodina intoxica los
musculos por unién a los canales de calcio en el reticulo sarcoplésrﬁico (Benner,
1993).

Un grupo de compuestos auin no comercializados, pero que han
propiciado una extensa investigacion en el campo de la sintesis de insecticidas,
son las isobutilamidas insaturadas. Dentro de esta categoria de metabolitos
secundarios destacan la pelitorina (6), aislada por primera vez de Aracyclus
éyrethrum (Crombie, 1955); /a afinina (7), derivéda de Heliopsis longipes (A, Gray)
Blake (Jacobson, 1970); y la pipercida (8) obtenida a partir de Piper nigrum L.
(pimienta negra) (Miyakado er al., ;I979). Las isobutiiamidas' causan la caida
rapida y la muerte de i-nsectos voladores pero son también inestables para
~ usarse como productos comerciales por si mismos. Se ha encontrado que estos
compuestos éctiian como bloqueadores de los canales de calcio (Benner 1993).

Uno de los insecticidas botanicos que tiene interés como producto por si
mismo, es el aceite obtenido a partir de Azadirachta indica A. Juss (Meliaceae). EI
aceite contiene muchos compuestos pero el mas conocido y uno de los mas |
activos es la azadiractiné (8). Este compuesto fue aislédo por vez primeré en
1968, pero su estructura no fue elucidada sino hasta 1985 (Ley, 19’96). La

azadiractina y congéneres modifican la ingesta de alimentos, el crecimiento
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larvario y las funciones endocrinas de una gran variedad de inseﬁ:tos (Benner,
1993).

Otro limonoide obtenido a partir dé las Meliaceas que ha demostrado una
notable actividad insecticida es la tusendanina (10), obtenida a partir de Melia
toosendan y de Melia azederach. Este compuesto fue recientemente identificado y
es ampliamente comercializado como insecticida verde en China. De manera
adicional, el eXtra;:to de esta planta es empleado en Cuba para eliminar
diferentes especies‘de insectos (Schmuttérer, 1995; Isman er «l., 1996). Este
producto actia como un inhibidor del crecimiento y su mecanismo de accién aun
no esta bien establecido. Sin embargo, es necesario aclarar que este compuesto
al igual que la mayoria de los limonoides evaluados a la fecha no presenta un
mecanismo de accién neurotdxico (Isman et al., 1996).

Como se despreﬁdé de los ejemplos antes presentados el reino vegetal
cohstituye sin lugar a dudas una fuente potencial importante de productos
naturales con propiedades insecticidas.

Considerando lo anterior y destacando la importancia de los iimonoi;ﬂes
de las Melidceas como agentes insecticidas verdes, se inicié un proyecto de‘
investigacion con la finalidad de determinar el potencial insecticida de extractos y
productos derivados de especies selectas del género Trichilia. Este género se
~ encuentra ampliamente distribuido en México y a la fecha no se han realizado
estudios sistematicos locales conducentes a la determinacion de su potencial

como una fuente de nuevos agentes insecticidas. En esta disertacion se
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presentan los resultados relacionados con el estudio del género Trichilia, muy

abundante en México

Rotenona (1) . Nicotina (2)

() Veratridina (3) Cuasina (4)

Figura 1. Ejemplos selectos de insecticidas naturales.
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Figura 1. Ejemplos selectos de insecticidas naturales (Continuacién).
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CAPITULO Il

ANTECEDENTES

2.1 ANTECEDENTES GENERALES

2.1.1 GENERALIDADES SOBRE EL. GENERO Trichilia.

El género Trichilia, perteneciente a la familia de las melidceas, esta

constituido por aproximadamente 70 especies, la mayoria de las cuales se

distribuyen en la América tropical, cerca de 14 especies en Africa y dos especies

en la region Indo-Malaya. En la tabla 1 se resumen las especies del género

registradas para el territorio mexicano (Pennington, 1981).

Tabla 1. Distribucién del género Trichilia en México

ESPECIE

DISTRIBUCION

Trichilia americana

Desde Sonora hasta el Pacifico en las pendientes de
Chiapas |

Trichilia hirta

Desde Sonora a Tamauiipas, llegando a Chiapas y chatén

Trichilia martiana

Costas del Pacifico, Caribe y Sureste Mexicano

Trichilia glabra Bosque estacional siempreverde en la peninsula de Yucatén
| y depresion central de Chiapas.

Trichillia pallida Tabasco, Chiapas y Veracruz.

Trichillia trifolia Caribe de México desde Tamaulipas al sur de la peninsula

de Yucatan.

Trichilia havanensis

Oaxaca, Chiapas, Tabasco, Guerrero, Veracruz y Estado de

México.

Trichilia

erythrocarpa

San Andrés Tuxtla, Veracruz.

Trichilia moschata

Veracruz, Tabasco, Campeche y Chiapas.

Trichilia minwtifiora

Campeche y Yucatan
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Tres de las especies del género Trichilia, encontradas en México, han sido

 investigadas desde el punto de vista fitoquimico T. havanensis, T. trifolia y T. hirta

Los compuestos de tipo limonoide obtenidos de las mismas se resumen en la

Tabla 2.

Tabla 2. Compuestos obtenidos de especies de Trichilia.

ESPECIE COMPUESTO RE_FERENCIA _
Trighilia Azadirona (20) {Arenas y Rodriguez-Hahn,
havanenesis 1990)

AcO”

(Arenas y Rodriguez-Hahn,

1990)

Triacetil-14,15-desoxihavanensina
(22)

1.7-Diacetil-14, 15-desoxihavanensina
(23)

(Arenas y Rodriguez-Hahn,

1990)
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{22)R'=H , R*=0Ac
(23) R'=H , R*>0OH

3-7-Diacetiihavanensina (24)
1,7-Diacetilhavanensina (25)

(24)R'=H, R?=R%= Ac
(25) R=H R'=R®=Ac

{Chan et al.,1973)

Acetiltriquilencna (26)

{Chan ef al.,1973)

"TESTS CON
FALLA DE ORIGEN




13

Antecedentes

Trichilia trifolia

Gedunina (27)
Desacetilgedunina (28)

R' R?
(27) Ac H
(28) H H

(Taylor, 1871)

6p-acetoxiobacunol (29}
6f-acetoxi-7-acetilobacunol (30)

(20) oOH,H OAc
(30) «-OAc,H OAc

(Taylor, 1971)

Trifolina (31)

R’ | R? R R

{(31) O Qac Ac aOHH

(Taylor, 1971)
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7-Cetogedunina (47)

(Taylor, 1971)

Trichilia hirta

Hirtina (32)
Desacetilhirtina (33)

R’ R? R
(32) COMe OAc OCOEt
(33) CO.Me OH OCOEt

(Chan y'Taylor, 1966)

Melianona (34)

(Didgenes et al., 1992)

Trichilia hirta

(Dibgenes et al., 1992)
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Bourjotinolona A (36)

P

(Didgenes et al., 1992)

(Dibgenes er al., 1992)

11-B-acetoxi-6-hidroxi-12a-(2-
metilpropionitoxi)-3,7-dioxo-

1,5, 14,20,22—meliacapentaen—29—03to
(39)

(Didgenes er al., 1992)
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Trichilia roka Sendanina (40) (Nakatani et al., 1981,1984 y
Triquirokanina (41) 1985 ; Kubo y Klocke, 1982;
Nakanishi et al., 1981

(40) R=Ac.
(41)  R=COCHCH,CH;

Triquilina A (42) (Nakatani ef al., 1981, 1984 y

Triquilina B (43) -~ 11985 ; Kubo vy Klocke, 1982;

Triquilina C (44) Nakanishi et al., 1981
Triguilina D {(45) '

R R?
(42) OH 0
(43) OH 0
(44 O OH
(45) H 0
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7- Acetiltriquilina (46)

(Nakatani et al., 1985

Trichilia (Gullo et al., 1975)
prieuriana

Trichilia | Rohitiuka-7 (Mullholiand y Taylor, 1980)
dregeana (49)

Trichilia 7-deoxo-7B-acetoxikihadanina A (61) | (Garcez, et al., 2000)

elegans 7-deoxo-7p-acetoxikihadanina B (62)

7-deoxo-7p-hidroxikihadanina A (63)
7-deoxo—7B—hidroxikihadanina B (64)
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R R
(61) P OAc
620 1 OAc
(63) | OH
64 1l OH

7-deoxo-7a-hidroxikihadanina A (65)

R
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De manera adicional, otras especies del género han sido investigadas
desde el punto de vista fitoquimico y biolégico. La mayoria de los trabajos
quimicos publicados a la fecha describen el aislamiento y la caracterizacion de
protoiim_ondides y limonoides. Cabe destacar que muchos de estos compuestos
han demostrado propiedades insecticidas. En la Tabla 3 se indican los iimonoideé
aislados a la fecha de las distintas especies del género estudiadas. Asi mismo, se
indican los insec;tos de prueba sobre los cuales se ha demostrado sus
propiedades insecticidas. En la Tabla 2 se muestran las estructuras de los

compuestos enumerados en la Tabla 3.

Tabla 3. Ejemplo de limonoides con actividad insecticida obtenidos de plantas
pertenecientes al género Trichilia.

COMPUESTO INSECTO DE PRUEBA RE.FERENCIA

1. Protolimonoides

(34) Epilachna varivestis (Didgenes et al., 1992).
2. Limonoides tipo Apo- ‘
eufol
(20} Epilachna varivestis {(Arenas y Rodriguez-Hahn,
| 1990)
(40) Heliothis zea (Nakatani et a/., 1981, 1984 y
Heliothis virescens 1985;
Spodoptera frugiperda Kubo y Klocke, 1982;
_ , Nakanishi et al., 1981}
(41 Heliothis zea (Nakatani efal., 1981,1984 y
Heliothis virescens 1985,
Spodoptera frugiperda Kubo y Klocke, 1982;

Nakanishi ez al., 1981)
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(42) | Spodoptera eridania (Nakatani eral., 1981,1984 y
1988;
Kubo y Klocke, 1982,
Nakanishi et al., 1981)
(43) Spodoptera eridania (Nakatani ef al., 1981,1984 y
1985;
Kubho y Klocke, 1982;
Nakanishi et al,, 1981)
(44) Spodoptera eridania (Nekatani et al., 1981,1984 y
1985;
Kuho y Klocke, 1982;
_ Nakanishi ez o/, 1981)
(45) Spodoptera eridania (Nakatani er a/., 1981,1984 y
1985;
Kubo y Kiocke, 1982)
@6) [ Spodoptera eridania (Nakatani o7 af., 1985)
3. Limonoides con Anilio- —
D-seco
(27) Ostrinia nubilalis (Taylor, 1871)
Epilachna varivestis
P. gossypiella
(28) Epilachna varivestis (Taylor, 1971)
P. gossypiella
Heliothis zea
4. Limonoides con Anillos
A-B-seco
(48) Heliothis zea (CGullo, et al., 1975)
Spodoptera frugiperda
| Epilachna verivestis
{49) Heliothis zea (Mullholland y Taylo, 1980)

Spodoptera frugiperda

Epilachna varivestis

*l.as estructuras correspondientes se indican en la Tabla 2.
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Publicaciones recientes describen también el efecto insecticida de algunos
extractos derivados de distintas especies del género Trichilia. Los ensayos se
llevaron a cabo sobre dos especies de insectos que afectan cultivos de
importancia econémica: Ostrinia nubilalis 'y Peridroma saucia. las especies
estudiadas incluyen . Trichilia glabra (cbrteza), 7. hirta (hojas), T. americana
(corteza), T. trifolia (madera) y 7. pleana (madera). Los resultados obtenidos
indicaron que todos los extractos evaluados presentaron actividad contra P. saucia,
mieniras que 7. glabra {madera y corteza), y 7. pleana (corteza) mostraron buena
actividad contra Ostrinia nubilalis. Por otro lado, los extractos foliares de T
americana ¥ 1. glabra causaron inhibicién del crecimiento de las larvas de O.

nubilalis (Arason et al., 1993; Kubo, 1991, 1993).

2.1.2 ANTECEDENTES SOBRE LA ESPECIE Trichilia trifolia

La especie es un arbol deciduo con una altura de 5 a 7 metros con la
corteza café rojiza o café grisacea Ila cual se presenta como escamas
caracteristicas en forma de piezas rectangulares pequefias y delgadas. Las ﬁores
son blancas e inconspicuas. Los frutos son pequefios y de color café {Figura 4).
Florece principalmente de Agosto a Nbviembre, pero en el Norte de Venezuela
hay algunos registros de floracion en otros meses. Esta especie es localmente
conocida en Mékico como huesito, aungue en otros paises recibe otros nombres,

tales como clavito, cachito, hallito, pimiento y cimaruco macho (Venezuela).
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Figura 2. Trichilia wrifolia L.

Esta especie usualmente forma parte del bosque tropical deciduo cerca de
la costa espéciaimehte en las vertientes del Pacifico de América Central, aunque
también se extiende dentro de ciénagas y en bosques riparios de tierras bajas. Es
abundante en tierras periédicamente inundadas en el sur de la Peninsula de

Yucatan (Pennington, 1981).

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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La especie Trichilia trifolia se distribuye desde Sinaloa en el noroeste de
México y a io largo de la vertiente del Paciﬁco.de América Central a Panama,
Colombia y Norte qe Venezuela. También se encuentra presente en las vertientes
del Caribe de México deéde Tamaulipas hasta el sur de la Peninsula de Yucatéan,

y oeste de Cuba (Figura 3)..

Figura 3. Distribucién en México de la especie Trichilia trifolia.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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Figura 4. Trichilia trifolia. Madera (superior); Hojas y frutos {inferior).
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21.3. ESTUDIOS BIOLOGICOS DE EXTRACTOS Y METABOLITOS
OBTENIDOS DE ESPECIES DEL GENERO Trichilia.

Xie y colaboradores (1994) determinaron el potenciai insecticida de los
extractos crudos de nueve especiés del género Trichilia empleando como insectos
de prueba Peridroma saucia Y Spodoptera litura. Esta investigacion permitié
determinar gue el extracto de la madera de 7. hirta y el extracto de corteza de 7.
connaroides fueron los mas activos contra ambos insectos de prueba. Con esta
investigacién se pudo determinar que los extractos de madera y corteza son mas
activos que los extractos obtenidos a partir de las hojas.

Desde el pUnto de vista biolbgico, los terpenocides obtenidos a partir def
género Trichilia han demostrado poseer una gran variedad de prop'iedades,
mismas que podrian ser de utilidad paré el desarrolio de nuevos agentes
pesticidas y medicinales (Champagne er al., 1992; Das y Mahato, 1983; Klocke,
1989, inter alia). Entre las propiedades medicinales demostradas por estos
compuestos destacan las siguientes: antiprotozoaria (Mac Kinnon e al., 1997),
antimicrobiaha, citotoxica (Polonsky er «f., 1978), diurética (Duke, 1991),
antifingica (Jacobson er al, 1971), antihelmintica (Gilbert er al, 1972) y
antivicerica (Duke, 1991). Sen embargo la actividad biolégica mas importante que
han demostrado estos terpenoides eé la insécticida (Amason et al., 1992 y 1993;
Baldwin er al., 1972; isman et al., 1996; Jain y Tripathi,‘1993; Jimeénez er al., 1997:
Kubo er a/.,1991 y 1893, Lavie et al., 1967, inter alia). De\acUerdo a dos revisiones

recientes muchos de estos compuestos ejercen una actividad fagoinhibidora y
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reguladora del crecimiento sobre un gran nimero de insectos (Assabgui e o/,
1997, Champagne et all., 1992; Isman ef al., 1996 y 1987).

En relacion a la actividad insecticida, en fechas recientes se ha descrito que
estos compuestos afectan el désafrolio y/o crecimiento de aproximadamente 200
especies de insectos, que atacan principaiménte los' cultivos de importancia
economica tanto agricola como forestal (Arnason er al., 1987; Champagne et al.,
1992 Govindachari ef al.,1996; Isman er al., 1988, 1996; Mikolajczak er al., 1987,
Schmutterer, 1987, 1995). Estos compuestos actlian como repelentes, inhibidores
de la reproduccién, inhibidores de la ovipacion, fagoinhibidores y como inhibidores
o retardadores del crecimiento del insecto. Todos estos efectos traen como
consecuencia trastornos en algunos procesos fisioldgicos vitales para el insecto
tales como la habilidad de caminar, volar, brincar, comler, ovipar y copular
(Champagne et al., 1992, Rembold y Puhiman, 1993; Schmutterer, 1995).

Las investigaciones realizadas a la fecha, sobre el potencial insecticida de
los !imbnoides no han permitidd establecer claramente una relacién estructura-
actividad entre los diferentes grupos de limonoides evaluados, debido a que estos
trabajos han sidb desarrollados por diversos grupos de investigadores, los cuales
han empleado diferentes especies de insectos y diferentes métodos para realizar

las evaluaciones biologicas (Champagne et al., 1992 ).
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2.2 ANTECEDENTES SOBRE COMPUESTOS DE TIPO DOLABELANO

Los dolabelanos constituyen una clase bioldgicamente importante de
diterpenoides, los cuales han sido aislados de algunos organismos marinos
incluyendo liebres de mar, octocorales y algas. De manera adicional, algunos
reportes han revelado su presencia en hepaticas y mas recientemente en una
especie de planta superior terrestre perteneciente a la familia Euphorbiaceace. El
trabajo de Ireland y Faulkner (1976) describe por vez primera el aislamiento de un
diterpencide de tipo dolabelano. El aislamiento de este compuesto se realiz6 a
partir de un extracto preparado con las glandulas digestivas de la liebre de mar
Dolabella californica. A partir del descubrimiento de Ireland y Faulkner, se han
aislado numerosos dolabelanos de otros organismos, principalmente marinos. En
la Tabla 4 se presentan los diferentes dolabelanos aislados a la fecha.

La mayor parte de dolabelanos descritos en la literatura se han obtenido de
algas marinas de los géneros Glossophora, Dict}ota y Dictyiopteris y de octocorales
de los géneros Funicea y Cestipularia. En el caso de plantas terrestres superiores la
presencia de diterpenos de tipo dolabelano se limita a la especie Chrozophora
oblicua, un miembro de la familia de las Euphorbiaceas. A partir de un extracio
metandlico de las partes aéreas de la planta se obtuvieron 17 compuestos
novedosos.

Debido a la presencia de un alto nimero de grupos funcionales y de varios
centros estereogénicos en las moléculas, la elucidacién estructural de los

dolabelanos es un proceso complejo que requiere de la aplicacién simulténea de
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métodos quimicos (acetilaciones, metilaciones, formacién de ésteres de Mosher,
epoxidaciones, oxidéciones), quiropticos, espectrométricos- y espectroscopicos,
principalmente de resonancia magneética nuclear.

Se han descrito dos estudios acerca de la conformacién en estado sdlido
mediante analisis de difraccion de rayos X (Matsuo er o/, 1985, 1988), y cinco
reportes sobre analisis conformacional en solucion, los cuales estéhrbasados en
datos de NOEDS (Matsuo et al., 1984, Mohamed er al., 1994, ﬁ995; Tringali et
al.,1984),

En la literatura ‘se'_han encontrade reportes en donde se determina la
configuracién absoluta de dolabelanos aislados a partir de un octocoral (Look y
Fenical, 1982), un alga (Tringali, er a/.,1984) y una hepatica (Matsuo er al., 1988).

La biosintesis de estos productos no ha sido explorada experimentaimente.
Ireland y Faulkner (1976) sugirieron que, como otros diterpencides, estos
productos se biosintetizan a partir del pirofosfato de geranilgeranilo

La presencia de un anillo de once miembros en la estructura de esos
diterpenos los hace atractivos para estudios conformaciohales, los cuales pueden
contribuir a entender sus propiedades'quimicas y bioldgicas asi como para reunir

informacion para futuras estrategias sintéticas.
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Tabla 4. Compuestos de tipo dolabelano.

COMPUESTO

REFERENCIA

b
i

: (1R*,2E 4R*7TE 108*,1158%,12R*)-10,18-diacetoxi-2,7-dolabeladieno (50)

| _
| (1R*,2E.4R*,TE,108*,115%,12R*)-10-acetoxi- 18-hidroxi-2, 7-dolabeladieno
(51)

| (1R* 2E,4R* TE,108*,118*,12R*)-10-18-dihidroxi-2,7-dolabeladieno (52)

(1R*2E 4R* 6R*,85"7E,105%,1158*,12R")-6,10-diacetoxi-18-hidroxi-2,7-
dolabeladieno (59)

(1R*,2E 4R* 6R* 858", 7E,108*,118* 12R*)-10-acetoxi-6, 18-dihidroxi-2,7-
dolabetadieno (60)

(1R*2E.4R* BR* 85" 7£,105*,115* 12R*)-18-acetoxi-6,10-dihid roxi-2,7-
dolabetadieno (61)

{1R*,2E 4R* B6R* 85*7F 1058%,118*,12R)-6,10,18-trihidroxi-2,7-
dolabeladieno (62)

(1R* 2E,AR* TE, 115", 12R*)-18-hidroxi-2,7-dolabeladiend (63)

{lreland y
Faulkner, 1977)
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(Ireland y
Faulkner, 1977)
Rb>~—
_ e
R‘d
R R? R®
50 Ac QOAc H
51 H OAc H
52 H OH H
59 M QAc QAc
60 H OAc OH
61 Ac OH OH
62 H OH OH
63 H H H

(1R*,2F 4R* BE,8S*,105",115%,12R*)-8,10,18-triacetoxi-2,6-dolabeladieno

(53)

(1R*,2E 4R* B6E 85*,108%,115*,12R")-10,18-diacetoxi-8-hidroxi-2,6-

dolabeladieno (54)

(1R*,2F 4R* BE,8S*,105*,115%,12R*)-8,18-diacetoxi-10-hidroxi-2,6-

dolabeladieno (55)

(1R* 2E.AR* 6E,8S",105*,115* 12R*)-8,10-diacetoxi-18-hidroxi-2,6-

dolabeladieno (56)

(1R*,2E,4R* BE, 85*,105*,115*,12R*)-1 8-acetoxi-8,10-dihidroxi-2,6-

dolabeladieno (57)

{1 R*,ZE AR* 6E,85*,108%,115%,12R*)-8,10,12-triihidroxi-2,6-dolabeladieno

(58)

(Ireland y
Faulkner, 1977)
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(lreland y
R1°>“ ] Faulkner, 1977)
RO~
RS
3
Ry R; Rs
83 Ac Ac Ac
. 54 Ac Ac H
i 55 Ac H Ac
' 56 H Ac Ac
57 Ac H H
58 H H H
H{(1R*,3R"45%,11R")-3,4,7 8-bisepoxidolabelan-12,18-eno (64) (Wright y Coll,
§ 1990)
]
10-acetoxi-18-hidroxi-2, 7-dolabeladieno (65) (Sun y Fenical,
1979)

10,18-dihidroxi-2,7-dolabeladieno (66)

18-hidroxi-2,7-dolabeladieno (67)

65 R=0Ac
66 R=QOH
87 R=H
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(18, 3R* 45" TR*8R* 11R* 12E)-3,4-7 8-bisepoxi-dolabela-12-en-18-6! (68) (Wright er al.,
1990)

(1R*,3R*42,11R*)-dolabela-4,8(17),12(18)-trien-3,7-diol (69) (Wright ef al.,
1980)

] {(1R*3E,55",7Z,,11R* 12R*)-5-acetoxi-12-hidroxidolabela-3,7-dien-9-ona
(70)

OAc

(Kéning y Wright;
1994)

(1R*3E,55" 7E,11R*,12R*)-5-acetoxi-12-hidroxidolabela-3,7-dien-9-ona
(71)

(Kéning y Wright;
1994)
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(1R* 3E,7E,9R* 11R*,12R")-9-hidroxidolabela-3,7-dien-12-ol (72)

A

ol
I

(Kéning y Wright;
1994)

(1R*,3E,7E,9R*, 11R* 12R"}-9-acetoxidolabela-3,7-dien-12-0t (73)

FEt,

AT

(Kbning y Wright;
1994)

(17" 3E.7E,9R 11K, 12R")-9, 16-diacetoxidolabela-3, 7-dien-12-of (74)

AcOHzC

QAc

(Koning y Wright;
1990)

(1R*3S*%4E 8E,115% 12R*)-3-hidroxi-16-acetoxidolabei-4,8, 18-trieno (75)

(1R* 35*-4E 8, 115* 12R*)-3-acetoxidolabel-4,8,18-trien-16-al (76)
(1S* 3R* AE,8E,11R* 125*)-3-acetoxi-16-hidroxidolabel-4,8,18-trieno (77)
(1S*, 3R*4E,8E, 11R*,125%)-3,18-dihidroxidolabel-,4,8,18-trieno (78)

(15*,3R*4Z,8E, 11R*,125™)-3-acetoxidolabel-4,8,18-trien-16-al (79)

(Tringali ez al.,
1984)
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OR'

(Tringali et al,
1984)

R’ R?
75 H CH,OAc
76 Ac CHO
77 Ac CH.OH
78 H CH,OH
79 Ac CHO
(15*,35*,48% TE, 11R*,125%)-3,4-epoxi- 14-oxo-dolabel-18 dieno {80) (Tringali y
Piattelli, 1984)
(Bheemasankara
et al.,1986) -
(Bheemasankara

et al., 1986)
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(18*,3E,7E,115%,125")-12-hidroxidolabela-3,7-dien-8-ona (83)

(Bheemasankafa
et al.,1986)

(15*,3E,7Z,1158%,125")-12-hidroxidolabela-3,7-dien-9-ona (84)

{Bheemasankara
et al.,1986)

(Bheemasankara
et al.,1986)

(Bheemasankara
et al.,1986)
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(1R*2R* 3E,7E,118*,125%)-2-acetoxi-12-hidroxidolabela-3,7-dien-9-ona (Bheemasénkara
(87) el al.,1986)
(15*,35* 4R* 7E,115*,125")-3,4-epoxi-12-hidroxidolabela-7-en-9-ona (88) (Bheemasankara
et al.,1986)
(18*,3E,7TR* 8R* 118*,125%)-7,8-epoxi-12-hidroxidolabela-3-en-9-ona (89) | (Bheemasankara
: et al.,1986)
(1R* 3E,7E,95%,115%)-9-acetoxidolabela-3,7,12-trien-16-al (90} (Bheemasankara
' et al.,1986)

(1R*3E,7E,95",115")-9-acetoxidolabela-3,7,12-trien-16-oic acid (91)

AcQO

90 CHO
91 COOH
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(18*,3E,7E,118*,125*)-9-acetoxidolabela-3,7-dien-12-0f (92) (Bheemasankara
' et al.,1986)
(Bheemasankara
et al.,1986)
. 3.4-époxi-7, 18-dolabeladieno (94) (Amico eral,
' B \ _ 1980)
3,4-epoxi-14-hidroxi-7,18-dolabeladieno (96)
R' R’ : -
R1 RZ
94 H H
96 OH H
14-0x0-3,7,18-dolabelatrieno (95) (Amico er al.,
o 1980)

FALLA DE ORIGEN
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(1R*2E 45% 5R*65* 7E,105* 115* 12R*)-5,6-diacetoxi-10,1 8-dihidroxi-

(De Rosa eral.,

2 7-dolabeladieno (97) 1984)
(1R *;ZE A45* BR* 65* 7E,105*%115* 12R*)-5,6, 1 O-triacetoxi-18-hidroxi-2,7-
dolabeladieno (98)
R, R:. R,
97 H OH OAc
98 H OAc OAc
(1R* 2E AR* 7E108* 115*,12R*)}-10,18-dihidroxi-2,7-dolabeladieno (99) (Ireland y
' Faulkner, 1877;
Piattelli ef al.,
1995)
(reland y

(1R*2E,4R*7E,108*,1158*,12R*)-10-acetoxi-18-hidroxi-2,7-dolabeladieno
(100) '

Faulkner, 1977;
Ireland e al.,
1978)

{(1R*2E AR*7E, 118*,12R*)-18-dihidroxi-2,7-dolabeladieno (101)

(lreland y
Faulkner, 1977,
Kéning et al,,
1991)
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S1R* 2E,48* 5R*TE 105%,118*,12R*)-5-acetoxi-10,18-dihidroxi-2,7- (Duran et al.,
golabeladieno (102) 1987)

CAc

o~

P1R*3E,7S*,85%, 115", 12R*)-7 8-epoxy-3,18-dolabeladieno (103) ' (Durén etal.,
- o 1997)
(1R* 3E,TE 118", 12R*)-18-hidroxi-3,7-dolabeladieno (104) (Amico et al.,1980)

(Tringali et al.,
cHo 1984)

(1R*,35*,4Z BE,118%,12R*)-3-acetoxi-4,8,18-dolabelatrien-16-al (106) (Tringali ez al.,
OAc 1984, ayb)
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(1R* 2E 4R* 7TE108*,115*,12R*)-10,1 B-diacetoxidolébela—z,7-dien~6-ona

(107)
At 0> -
H oot 3 “\,\\\'
A cott

(L.u y Faulkner,
1998)

(1R* 2E AR*7Z,1058%,118",12R*)-10,18-diacetoxidolabela-2,7-dien-6-ona

(Lu y Faulkner,

(108) 1998)
‘ o)
A
(1R*,2E,4R*,8.Z,f 05*,1158*12R*)-10,1 8-diacetoxidoiabela—2,8—dien-6~ona {Luy Faulkner,
(109) 1998)

Aco>__
4]

AcO

AW
P ‘\\“

(18*3E,7E, 11R*)- 13-cetodolabel- 12,18-trieno (110)

(Caceres et al.,
1990)
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{(185*,3£,7£,107,,125%)18-hidroxi-3,7,10,12-dolabelatrieno (palominol) (111) | (Caceres eral.,

1990)

(Look y Fenical,
1982)

(+)—acetbxiodontochismenol {(113) ' : (Matsuo er al.,
1985)

(1R 2R 3E.7TR* 11R* 125%)-3,8(17)-dolabeladien-2.7 16.18-tetro-7-O-p-D- | (Mohamed e al,
glucopiranosida (114) _ . 1994)

(1R*2R*3E,7R* 11R*,1258%)-3,8(17)-dolabeladien-2,7,16, 18-tetrol-18-0O--
D-glucopiranosida (115)




i

Antecedentes

(Mohamed er al,
1994)

Ri R;
114 Glc H
115 H Glc r
(Mohamed et al.,

{1R*2R*3E,7R"* 8E,11R* 125")-3,8-dolabeladien-2,7,16,18-tetrol-7-0-8-D- 1994)

glucopiranosida (116)

(1R*,2R* 3E,7R* OR* 11R* 125*)-3,8(17)-dolabeladien-2,7,9,16,18-pentol {(Mohamed e: al.,

(117)

1994)
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F1R*,2R* 3E,7R* 11R* 128*)-16-0-(3-hidroxi-3-metilglutaril)-dolabela-
: 3,8(17)-dien-2,7,16,18-tetrol (118)

(1R*,2R*,3E,7R* 11R*,125*)-2-0O-acetil-16-0-(3-hidroxi-3-metiiglutaril)-
 dolabela-3,8(17)-dien-2,7,16,18-tetrol (119)

Ry R
118 H HMG
119 Ac  HMG

(Mohamed et al.,
1995)

(1R*,2R* 3E,7R* 9R*11R"*,125")-16-0-(3-hidroxi-3-metilglutaril)-dolabela-
3.8(17)-dien-2,7,9,16,18-pentol (120)

(1R*,2R*3E,7R* OR* 11R*,125")-2-0O-acetil-1 6-0-(3—hidroxi~3-meti!glutarﬂ)-
dolabela-3,8(17)-dien-2,7,9,16,18-pentol (121)

(1R*2R* 3E,7R* OR* 11R* 125%)-16~O-(3-hidroxi-3-metilglutaril)-18-O-
acetildolabela-3,8(17)-dien-2,7,9,16,18-pentol (122}

ORz

120 H HMG H
121 Ac HMG H
122 H HMG Ac

(Mohamed et al,
1995)
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HAR"2R*3E, 1R 1 25")-2-0O-acetil-16-0-(3-hidroxi-3-metilglutaril)-2,16, 18-
trihidroxidolabela-3,8(17)-dien-7-ona (123)

|
H(1R*, 2R, 3E,11R*,125")-2,18-O-diacetil-16-0-(3-hidroxi-3-metilglutaril)-
[ 2,16,18-trihidroxidolabela-3,8(17)-dien-7-ona (124)

\ﬁs

H

Ry R; R;

123 Ac  HMG H
124 Ac HMG Ac

(Mohamed er al,
1995)

(Mohamed er al.,
1995)

(1R*,2R* 3E,7E 11R*,125")-16-0-(3-hidroxi-3-metilglutaril)-8,9-
epoxidolabela-3,7-dien-2,16,18-triol (125)

(1R* 2R*3E,7E,11R* 125%)-2-O-acetil-16-0-(3-hidroxi-3-metilglutaril)-
dolabela-3,7-dien-2,1 6,_18-tn'01 (126)

(1R*,2R*3E,7E,11R*,125™)-16-0-(3-hidroxi-3-metilgiutaril)-18-O-
acetildolabela-3,7-dien-2,16,18-triol (127)

(1R* 2R* 3E,7E,11R* 125*)-2,18-O-diacetil-16-O-(3-hidroxi-3-metilglutaril)-
dolabeia-3,7-dien-2,16,18-triol (128}

(Mohamed er al.,
1995)
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OR3

(Mohamed etal.,
1995)

(1R* 2R* 3E.7R" 85" OR 11R*.125%)-16-O-(3-hidroxi-3-metiiglutari)-8.9-

epoxidolabel-3-en-2,7,16,18-tetrol (129)

(1R*,2R* 3E,7TR* 85* OR* 11R*,125%)-2-O-acetil-16-0-(3-hidroxi-3-
metilglutaril)-8,9-epoxidolabel-3-en-2,7,16,18-tetrol (130)

(1R*,2R*,3E,7R*,85* 9R*,11R*,125%)-16-0-(3-hidroxi-3-metilglutaril)18-O-
acetil-8,9-epoxidolabel-3-en-2,7,16,18-tetrol (131)

(Mohamed et al.,
1995)
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Los compuestos de tipo dolabelano present.an diversas actividades
biolégicés entre las que se encuentran las siguientes: los compuestos aislados del
alga Dictyz‘ota dichotoma muestran actividad antimicrobiana, ademas el
(15*,35* 4S8* TE,11R* 125%-3,4-epoxi-14-oxo-dolabel-18 diené (80) presenta una
citoxicidad signiﬂcativé y acﬁvidad contra el virus de la influenza y el adenovirus
(Tringali et al., 1984).

El (+)-acetoxiodontochismenol (101), obtenido a partir de la hepatica
Odontoschisma denudatum, presenta propiedades antifungicas (Matsuo ef al., 1984),
mientras que algunos de los dolabelanos obtenidos del octocoral Eunicea caliculata
mosfraron citotoxicidad leve contra células HelLa (Rodriguez er al., 1995). Por
ultimo, la especié Crozophora oblicua es usada como hipogiucémico en la medicina
tradicional ;laor‘lo que los compuestos de tipo dolabeiand ‘obtenidos de esta planta

podrian presentar esta actividad (Mohamed ef al., 1994, 1995).

2.3 GENERALIDADES SOBRE EL GORGOJO DEL ARROZ Sitaphilus oryzae.

Las plagas que infestan cereales constituyen uno de los principa!és
enemigos de las cosechas en el campo y en los lugares de almacenamiento.
Segun el Instituto de l‘nvestigaciones Agricolas de Francia las pérdidas causadas
por estas plagas alrededor del mundo son de aproximadamente 1440 millones de
toneladas de cereales almacenados cada afno, lo cual equivale a un pérdida del

25% de la produccién mundial.
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E! gorgojo del arroz (Sitophilus oryzae) [Figura 5] es considerado
universalmente corﬁo una de las plagas primarias r_nés destructivas del cereal
almacenado y productos procesados. La invasion por el gorgojo del arroz puede
causar ca!entamientq del grano y facilitar el establecimiento de colonias de
hongos, y plagas secundarias de insectos y acaros. Es moderadamente resistente
al calor pero requiere una humedad relativa alta para su desérroiio.'!.as larvas se
alimentan y se desarrollan dentro de la masa del grano por lo qu no es visible
desde afuera. Una infestacién por gorgojo del arroz esta caracterizada por la
presencia de agujeros irregulares en las semillas y un solo insecto puede destruir
aproximadamente 30% del cereal total desde la etapa de huevecillo hasta adulto.
Esta plaga infesta frigo, avena, centeno, cebada, arroz y maiz. Aungue no es
comin encontrarios en los hogares, a veces infestan frijol, nueces, bellotas,
alimento para aves, semillas de girasol y maiz.

El gorgojo presenta partes buca!es masticadoras al final del hocico, su
cabeza es alargada y mide entre 3 y 5 mm de largo. Los adultos son de un color
café rojizo opaco con orificios de forma }rregular sobre el térax y la cubierta de las
alas presenta cuatro puntos luminosos. Las larvas carecen de patas, son
jorobadas y de color blanco o crema, con una cabeza pequefia y oscura. En ia

etapa de pupa presenta hocico como los adultos.
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Figura 5. Gorgojo del arroz  Sitophilus oryzae.

Las fases de desarrollo de huevo, larva y pupa tienen lugar en la masa del
grano de cereal. Su alimentacion se lleva a cabo dentro del grano, y los adultos
cortan orificios de salida para emerger. Las hembras perforan un minusculo orificio
en el grano, depositan un huevo en la cavidad, y luego tapan el orificio con una
secrecion gelatinosa. El huevo eclosiona dando lugar a una larva joven, que se
aloja en el centro de la masa del grano; esta larva se alimenta, crece y llega a la
etapa de pupa en este lugar. Los nuevos adultos cortan orificios de emergencia
hacia el exterior, entonces se aparean y empieza un nuevo ciclo. Las hembras
ponen entre 300 y 400 huevos cuyo ciclo de vida requiere aproximadamente 32
dias para completarse. Los adultos viven de 3 a 6 meses infestado los granos de

cereal, sobre todo en zonas calidas.
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CAPITULO Il
HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1 HIPOTESIS

El criterio de seleccion quimiotaxonérﬁico, en conjunto con los resultados
derivados de ‘evailuaciones preliminares de inhibicion de la alimentacion
empleando como insecto de prueba el gorgojo del arroz Sitophilus oryzae,
con-stitdyen indicadores adecuados para la deteccidn de especies del género
Trichilia que proporcionen nuevos agentes insecticidas de origen natural,

biodegradables y con una toxicidad potencial menor que los insecticidas sintéticos.

3.2 OBJETIVO PRINCIPAL

Establecer el potencial insecticida de los metabolitos secundarios aiélados
de la especie Trichilia trifolia (Meliaceae), mediante la evaluacion de su efecto en
la ingesta de alimentos empleando como insecto de prueba el gorgojo del arroz
(Sz‘tophilus oryzae), para contribuir al desarrollo de nuevos agentes insecticidas de
origen vegetal. Determinar la estructura quimica de los compuestos reépqnsabies

de la actividad inhibidora de la alimentacion.
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3.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.3.1. Evaluar el potencial insecticida de especies selectas del génefo
Trichilia { T. moschata , T. martiana, y 1. mrifolia) mediante la determinacion del
efecto de sus extractos organicos sobre la ingesta de alimentos empleando como
insecto de prueba al gorgojo del arrcz  Sitophilus oryzae. Esta actividad permitio la
seleccidbn de la especie 7. rifolic como un candidato id()neo para el

descubrimiento de nuevos agentes insecticidas.

3.3.2 Aistar. los principios responsabies de la actividad insecticida a partir
del extracto crudo derivado de la especie 7. trifolia, mediante la apiicaciég de las
tecnicas fitoquimicas convencionales. Este proceso condujo a la obtencién de los
productos activos en forma pura y en cantidédes épropiadas para su identificaciéon

quimica y para la evaluacion de su potencial insecticida.

3.3.3. Determinar el efecto fagoinhibidor de los compuestos aislados de 7
trifolia empleando como insecto de prueba el gorgojo del arroz. Esta actividad

permitira valorar cuantitativamente el efecto biologico de los productos puros.

3.3.4. Determinar la estructura quimica de los compuestos responsabies de
la actividad insecticida mediante la aplicacién de métodos espectroscdpicos,
espectromeétricos y quiropticos, preparacion de derivados quimicos, cristalografia

de rayos X y mecanica molecular.
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CAPITULO IV

PARTE EXPERIMENTAL
4.1 MATERIAL VEGETAL

La madera de T. trifolia empleada para la pre_sehte ‘investigacién se
recolecté en el Estado de Yucatan, México, en Junio de 1996. La identificacion y
recoleccién de la planta se realizaron por el Dr. \/Ector Parra de la Universidad
Autonoma de Yucatan. Una muestra de referencia se deposité en el Herbario de la
Universidad Autonoma de Yucatan (UADY, voucher J.C. Tun 643), México. El
éecado de la madera se llevo a cabo a temperatura ambiente y posteriormente se

cortd en trozos pequefios.

4.2 DETERMINACION DEL EFECTO FAGOINHIBIDOR DE LOS EXTRACTOS Y

COMPUESTOS PUROS OBTENIDOS DE Trichilia trifolia.

La actividad ihhibid‘ora de la ingesta de los extractos y compuestos puros se
determiné empleando como insecto de prueba el gorgojo del arroz  Sitophilus
oryzae. Las evaluaciones se realizaron en el laboratorio del Dr. John T. Arnason
(Universidad de Ottawa, Canadé) de acuerdo con el procedimiento de Xie y

colaboradores (1996) que se describe a continuacion:
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421 PREPARACION DE LOS DISCOS DE HARINA (CONTROL Y

PROBLEMA).

Se colocaron 4OO mg de harina de trigo en un contenedor de poliestireno y |
se adicionaron 2 mi de una suspension conteniendo el compuesto, extracto ¢
fraccién de prueba. Se usaron dos éoncentraciones para cada compuesto {0.05 y
0.5 % wiw). Como control positivo se incorporé a la dieta margosan. Se tomaron
alicuotas de 100 ! de la suspension y se colocaron en una caja Petri de 10 cm de
diametro. Las alicuotas se dejaron secar durante toda la noche a temperatura
ambiente para obtener los discos de harina. Los discos se pesaron

individualmente y se transfirieron a las cajas Petri para realizar los bioensayos.
4.2.2 PROCEDIMIENTO DEL BIOENSAYO

Los compuestos y extractos se disolvieron en etanol al 70%. La disolucion
resultante se adicioné a 400 mg de harina de trigo para dar una mezcla con una
concentracién de 0.5 y 0.05 % (w/w) con la cual se formaron los discos. Se
colocaron cinco discos previamente pesados en una caja Petri con 25 insectos
adultos (2-7 dias de posemergencia). Después de 72 horas de incubacioén a una
temperatura de 25 °C y en condiciones de humedad relativa de 85%, los discos se
pesaron y se registré la diferencia en peso. El experimento se ejecutd en 4

réplicas para un total de 100 insectos y veinte discos por tratamiento. Los
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resultados se analizaron usando el programa ANOVA Systat version 4.( Analytical

software, P.O. Box 12185 Talahassie F.L.)

4.3 ESTUDIO QUIMICO DE T. trifolia.
4.3.1 PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES GENERALES
4.3.1.1 METODOS CROMATOGRAFICOS

La cromatografia de adsorcidon en columna abierta se realizd sobre gel de
silice 60 Fa54 Merck { tamanio de particula 0.063-0.200 mm, malia 70-230 ASTM).
Para la cromatografia en capa fina (ccf) se emplearon cromatofolios de aluminio
cubiertos con gel de silice 60 Fass Merck (0.2 mm de espesor, ccf analitica). La ccf
analitica permiti® monitorear el desarrolio de las cromatografias en columna
abierta asi como comprdba‘r la pureza de los compuestos obtenidos. Como agente
revelador se empleé una solucidn de sulfato cérico (Stahl, 1969) y para el
desarrollo del color fue necesario calentar las placas cromatogréaficas por 2 min a
110 °C.

Los andlisis mediante cromatografia de liquidos de alta resolucidon (CLAR)
se realizaron en un cromatografo Wéte‘rs TM 600 (Milipore Corp., Waters
Chromatography Division Milford, M.A., USA), equipado con un detector de luz
Ultravioleta/Visible (Waters TM, 996), una bomba modelo 600E con un sistema de
entrega de disoiventés muitiple y un sistema de bombeo de gradiente a baja
~ presion, provisto de un inyector manual Rheodyne 77251 y una computadora

Venturis 575. El progréma de softaware Millenium 2001 (Waters) se empled para
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controlar el equipo _cromatogr_éﬁco asi como para manejar y procesar la
informacion cromatogréfica.

El método de cromatografia de alta resolucion a nivel analitico, nos conduce
a optimizar las condiciones instrumentales necesarias para lograr la maxima
resolucion de la muestra y separar posteriormente a nivel preparativo. Los andlisis
se realizaron en una columna analitica de fase normél empacada con gel de silice
microporasil con un tamafio de particula de 10 pm y un tamario de p@ro de 125 A
El diametro interno de la columna es de 3.9 mm y la longitud de 300 mm. La
concentracion de las muestras problemas utilizadas en estos analisis fue de 0.1
mg en un volumen inyectadc; de 20 ul La elucién se realizd con un sistema
isocratico y la fase movil consistid en una mezcla ternaria constituida por
hexano:isopropanol:metanol . La velocidad de flujo fue de 0.35 mi/min.

| Una vez determinadas las condiciones a nivel analitico se realizé el
escalamiento a nivel preparativo, lo que nos permitio la separacién y purificacién
de los constituyentes presentes en las fracciones secundarias.

Se utilizd Qna columna de fase normal preparativa empacada con gel dé
silice microporasil con un tamafio de particula de 10 lpm y un poro de 125 A; el
diametro internc es de 19 mm y la longitud de 300 mm. Para estos analisis la fase
movil consistié de un sistema isocratico ternario de hexano:isopropanol:metanol
(90:5:5 6 9552.5:2.5) con un flujo de 8.5 mi/minuto a una presion de 650 Ib/pulg?®, el
ti.empo para cada corrida fue de 45 minutos. Todos los anélisis se realizaron a

temperatura ambiente.
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4342 DETERMINACION DE LAS CONSTANTES  FiSICAS,
ESPECTROSCOPICAS Y ESPECTROMETRICAS DE LOS COMPUESTOS

NATURALES.

Los puntos de fusidn se determinaron en un aparato Fisher-Johns y se
describen sin corregir. Los espectros en el IR se registraron en un aparato de
rejilla Perkin Elmer modelo 599B o en un aparato Nicolet FT-56X usando pastilla de
KBr. Las rotaciones Opticas se registraron en un polarimetro Digital .Jasco DIP-
360. Los espectroé en el UV fueron obtenidos usando un espectrofotometro de
uitravioleta Shimadzu 160 en soluciones de metanol. Los espectros de dicroismo
circular se midieron en metanol en un espectropolarimetro Jasco 720 a 25° C. La
espectrometria de masas en su modalidad de impacto eiectrénico se registfé en
un aparato JEOL~AX505HA, mediante introduccién directa a una energfa de
ionizacion de 70 eV.

Los espectros de resonancia nuclear proténica 'H (500 MHz), carbono-13
C'¥(125 MHz) asi como de resonancia magnética nuclear bidimensionales se
obtuvieron en CDCl; y se registraron en un instrumento Bruker DMX500 o en un
aparato Varian VXR-300S, los desplazamientos quimicos estan expresados en
unidades de ppm (6) %eferidos al tetfametéisilano (TMS) como referencia interna.

Los anélisis de difraccion de Rayos X se determinaron en un difractometro
Siems P4/PC.

- En generél, ios analisis espectroscopicos y espectrométricos se realizaron

tanto en el instituto de Quimica como en la Facultad de Quimica de la UNAM. Los
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espectros de RMN de 500 MHz ('H) y 125 MHz ("°C) se registraron en el

laboratorio de RMN de la UAM.

4,3.2 PREPARACION DEL EXTRACTO ORGANICO DE LA MADERA DE T.

trifolia.

La madera seca y molida (6.2 Kg) se exirajo con CH,Cl, (12 L), via
maceracién. El proceso se repitid tres veces, con intervalos de tres dias entre
cada extraccion. El extracto resultante se concentré a presion reducida con lo cual

se obtuvieron 130 g de extracto color café.

4.3.3 FRACCIONAMIENTO BIODIRIGIDO DEL EXTRACTO ACTIVO DE LA

MADERA DE T. rrifolia.

El extracto concentrado (130 g) se fracciond de manera preliminar en una
columna cromatogréfica empacada con 1.3 Kg de gel de silice 60‘ Fas4 MercK,
utilizando como sistemas de elucion hexano, mezclas de Hex:AcOEt y mezclas de
AcOEtMeOH. Se recolectaron 223 fracciones de 500 mi cadé una. Ei
fraccionamiento cromatogréafico se monitored mediante ccf y permitid la obtencién
de 14 grupos de fracciones primarias I-XIV. En la Tabla 5 se resumen los sistemas
-de elucion empieados y las fracciones resultantes.

| De la fraccion secundaria IX precipitaron espontaneamente 500 mg
de cristales incdloros en forma de aguja, los cuales fueron identificados como B~

sitosterol (1) por comparacion con una muestra auténtica. Mientras que de ia
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fraccion X se obtuvieron 30 mg de un sdlido cristalino, el cual se identificé como

vainilia (2) también por comparacion con una muestra auténtica.

Tabla 5. Fraccionamiento preliminar del extracto CH.Cl; de la madera de T

trifolia.
ELUYENTE |[PROPORCION| FRACCIONES FRACCIONES CLAVE PESO
(%) RECOLECTADAS | COMBINADAS | FRACCION | (g)
Hexano 100% 1-6. 1-6 |- 2.500
Hexano 100% 7-36 7-41 Il 6.900
Hex:AcOEt 973 37-55 42-43 il 8.600
Hex AcOEt 97.3 37-55 44-51 vV 0.765
Hex:AcOEt 95:5 56-81 52-61 \ 5.876
Hex:AcOEt 95:5 56-81 62-65 Vi 0.890
Hex:AcOEt 95.5 56-81 66-81 Vi 2.244
‘ Hex:AcOEt 20-10 82-95 82-88 VIl 0.956
Hex:AcOLt 90-10 82-95 89 IX 2.546
Hex:AcOEt 90-10 82-95 90-96 X 1.637
Hex: AcOEt 80-20 96-126 97-99 Xi 0.793
Hex:AcOEt 80-20 96-126 100-119 X 4.000
Hex;AcOEt 80-20 96-126 120-135 XHi 3.700
Hex:AcOEt 70:30 127-155 136-176 XV 6.000
Hex:AcOEt 60-40 156-171 136-176 XV 6.000
Hex:AcOEt 1.1 172-191 177-223 XV 13.000
Hex:AcOEt 30-70 192-203 177-223 XV 13.000-
AcOEt  100% 204-222 177-223 XV 13.000
"AcOEt: MeOH 90-10 Lavado Lavado Lavado
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434 AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE LOS DOLABELANOS
BIOACTIVOS A PARTIR DE LAS FRACCIONES ACTIVAS DE  T. rrifolia.

4.3.4.1 AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE LOS COMPUESTO ACIDO
(1R,3E,7Z,115,125)-DOLABELA-3,7,18-TRIEN-17-0ICO (132) Y DE LA
(1R,3E,6R,7Z,115,125)-DOLABELA-3,7,18-TRIEN-6,17-OLIDA (133) A PARTIR
DE LA FRACCION PRIMARIA ACTIVA V1.

La fraccién primaria Vil (2.244 g) se recromatografié en una columna
abierta sobre 44 g de gel de silice. El proceso de elucién se realizé6 con hexano,
mezclas de Hex:AcOEt, y acetato de etilo puro. De esta columna se obtuvieron un
totéi de 203 fracciones de 20 ml cada una. El monitoreo se realizd mediante el
empleo de ccf, reuniéndose aquellas fracciones cromatogréﬁcamente.simiiares.
Este proceso permitié obtener 20 fracciones secundarias, las cuales se presenta'n
en la Tabla 6. |

Tabla 6, Fraccionamiento secundario de la fraccion primaria VIl

ELUYENTE | PROPORCION | FRACCIONES | FRACCIONES | CLAVE PESO
(%) RECOLECTADAS | COMBINADAS | FRACCION (@)
Hexaro 100 116 126 VIiA 0.050
Hex ACOEt 973 17-182 27-28 VITB 0.133
HexAcOEL | - 973 17-182 2535 Vil C 0.351
Hex AcOE 973 7182 3649 WD 0.151
HexAcOEt _ g7 17-182 5065 VIlE 0.113
Fex AcOEL 973 17-182 66-82 VIIF 0.464
HexAcOE 97:3 17182 83 VTG 0.025
HexAcOEt | 973 17-162 84133 VI H 0.431
Hex-AcOEt 973 17162 134-135 viITi 0.008
Hex ACOEL 973 17-182 136-139 VI 0.008
HexAcOEt | 973 17482 140-162 Vil J 0.024
Hex AcOET 573 17-162 163-194 VITK 0.244
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Hex AcOE! 973 - 17-182 195-.202 vii L 0213
Hex AcOE! 95:5 183-184 185-202 VIE L 0.213
AcOEt 160 195-202 | 195-202 Vi L 0.213
AcOE!t 100 195-202 195-202 VilL 0.213

De la fraccion secundaria VIl B (Tabla 1), se obtuvieron 133 mg de un sdlido

cristalino blanco, el cual se purificé mediante la técnica de cromatografia liquida

de aita resolucién (CLAR). Este procedimiento permiti6 obtener 120 mg del

compuesto 132. Este compuesto presenté un tiempo de retencion de 10 minutos

(Figura 6).
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Figura 6. Cromatograma de liquidos correspondiente a la fraccién primaria Vil B,

Condiciones de analisis; Detector, UV (Waters 996 uv con arreglb de diodos);

Longitud de onda A = 214 nm; columna de gel de silice (Waters, pporasil, 300 x 19

mm, 125A, 10 pM); Fase movil, Hex-iPrOH-MeOH (90:5:5); Flujo 8.3 mL/min.
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De manera adicional, de la fraccion secundaria VIl H se separaron y
purificaron por CLAR 15 mg de! compuesto 133. Este compuesto presentd un
tiempo de retencion de 15.3 minutos en las condiciones empleadas. El compuesto

se obtuvo en forma de cristales incoloros (Figura 7).
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Figura 7. Cromatograma de iiquido.s correspondiente a la fraécién secundaria VIl
H. Condiciones de énélisis: Detector, UV (Watérs 996 .uv con arregio de diodos);
Longitud de onda A = 209 nm; columna de gel de silice (Waters, yporasil, 300 x 19
mm, 125A_, 10 uM); Fase movil, Hex-iPrOH-MeOH (90:5:5); Flujo 7.1 mL/min. |

Asignacién de picos: compuesto 132 (t. = 10.4 min), compuesto 133 (t. = 15.3 min).

Acido (1R,3E7Z,115,125)-dolabela-3,7,18-trien-17-0ico  (132): p.f.=100-
103°C; [a]p=-131 (MeOH); UV = 204 .4 (Espectro 8), 225, DC (MeOH) = 213 nm
(Ag = - 7.3 X 10% (Espectro 9); IR (KBr) vmax 3420, 3082, 2920, 1681, 1641, 1271,

882 cm™ (Espectro 7); EM«EE m/z (intensidad relativa): 302 [M'] (78), 287(8),
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259(23), 257(8), 233(11), 219(9), 191(44), 189(18), 164(91), 136(89), 135(100),
121(98), 93(48), 79(33), 67(31), 41(29) [Espectro 6]. EM-IE de alta resolucién (70
eV) m/z 302.2248 (calculado para CopH3002, 302.2246 ); RMN 'H y '*C; Tablas 12

y 13.

(1R,3E,6R,7Z,11S.12S)—dolabela-3,7,18~trien~6,17-olida (133): p.f.=83-86°C;
[a]o = +32 (MeOH); UV = 204 nm‘(Espectfo 20), DC (MeOH) =213 nm (Ae =35 X
10°) (Espectro 21); llLR (KBr) vmax 3621, 2976, 1750, 1046 cm™ (Espectro 19); EM-
IE.mlz (intensidad relativa): 300 [M'] (28), 273(4), 257(8), 232(26), 205(6), 206 (6),
189(7), 165(15), 136(100), 121(68), 93(90), 79(18), 67(11), 55(8), [Espectro 18].
EM-IE de alta resoluciébn (70 eV) my/z 300.2085 (calculado para cmﬁzgo,,,
302.2195 ): RMN *Hy *C; Tablas 12y 13.

4.3.4.2 AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE LA (1R,35,4R,7Z,115,12S)-3-

HIDROXIDOLABELA-7,18-DIEN-4,17-OLIDA (134) Y LA (1R,3RA4S5,72,115,125)-
3-HIDROXIDOLABELA-7,18-DIEN-4,17-OLIDA (135) A PARTIR DE LA

FRACCION PRIMARIA ACTIVA XIi.

4 g de fraccibn primaria Xl se recromatografiaron en una columna
empacada con 40 g de gel de silice. Para la elucién de la columna se empled
hexano, mezclas de Hex:AcOEt y acetato de etilo al 100%. Se recogieron un total
de 263 fracciones de 20 ml cada una las cuales se reunieron de acuerdo a su

perfil en ccf. El proceso cromaiagréﬂco se resume en la Tabla 7
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Tabla 7. Fraccionamiento secundario de la fraccién primaria XII.

ELUYENTE | PROPORCION| FRACCIONES | FRACCIONES | CLAVE | PESO
(%) RECOLECTADAS | COMBINADAS | FRACCION |  (g)

Hexano 100 119 1-43 XA | 0018
HexAcOEt| 973 20-34 1-43 XA | 0018
Hex AcOEt 9.1 35204 4457 Xl B 0.016
Hex:AcOEt 9.1 35504 58-79 XiC | 0083
HexAcOEt| 9.1 35-224 80-85 XD 0.065
Hex AcOEt 91 35-204 86-129 Xl E 0.360
Hex AcOEt 9.1 35224 130-153 XIF | 0222
Hex ACOEt 9.1 35224 154-171 XIG | 0093
Hex ACOEt o1 35224 172-200 Xii H 0.307
HexAcOEt| 91 35204 201-244 Xl 0.291
Hex: AcOEt 8.2 225-249 245-263 X J 1.162

ACOET 100% 264 264 Lavado | 0534

De la fraccidn secundaria Xii F se separaron y purificaron pof CLAR, 51 mg
del compuesto 134 , el cual se obtuvo como cristales incoloros en forma de agujas
muy finas (Figura 8).

De la fraccién secundaria Xil H se separaron y purificaron 2.3 mg de
cristales correspondientes al compuesto 135. Para el aislamiento y la purificacion
se utilizé la técnica de cromatografia liquida de alta resolucion (CLAR) (Figura 9).

El producto se aisldé como cristales incoloros en forma de aguja.
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Figura 8. Cromatograma de liquidos correspondiente a la fraccion
secundaria Xil F. Condiciones de analisis: Detector, UV (Waters 996 uv con
arreglo de diodos); Longitud de onda A = 225 nm; columna de gel de silice
(Waters, pporasil, 300 x 19 mm, 125A, 10 yM); Fase moévil, Hex-iPrOH- MeOH

(90:5:5); Flujo 7.1 mL/min. Asignacién de picos: compuesto 134 (t, = 25.5 min).

(1R,35,4R,72,118,125)-3-hidroxidolabela-7,18-dien-4,17-olida (134):
p.f.=196-197°C; [a]p= +16 (MeOH); UV = 204, 228 nm (Espectro 29); DC (MeOH)
= 245 nm (Ac = - 2,0 X 10°) (Espectro 30); IR (KBr) vmax 3624, 2976, 1702, 1389,
1046, 887 cm™ (Espectro 28); EM-IE m/z (intensidad relativa): 318 [M*] (15),
300(20), 285(12), 274(63),’ 257(30), 246 (35), 231(21), 216(30), 204(34), 191(30),
173(32), 161(40), 146(70), 135(100), 121(79); 107(78), 93(79), 79(52), 67(52),

43(20) [Espectro 27]. EM-IE de alta resolucién (70 eV) m/z 318.2182 (calculado

para CaoH3003, 302.2195 ); RMN 'Hy **C; Tablas 12y 13.
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Figura 9. Cromatograma de liquidos correspondiente a la fraccidén secundaria Xli
H. Condiciones de analisis: Detector, UV (Waters 996 uv con arreglo de diodos);
Longitud de onda A = 228 nm; columna de gel de silice (Waters, pporasil, 300 x 19

mm, 125A, 10 pM); Fase movil, Hex-iPrOH- MeOH (85:7.5:7.5); Flujo 7.1 mL/min.

Asignacié'n de picos: compuesto 134 (t, = 31.07 min), compuesto 135 (t, = 34.8

min).

(1R,3R,45,72,115,1 2S)—3-hidro>iidolabela-7, 18-dien-4,17-olida (135):

p.f.=190-192 °C, [da]p= -14.4 (MeOH); UV = 204, 223 nm (Espectro 38); DC
(MeOH) = 236 nm (Ac = +2.0 X 10° ) (Espectro 39); IR (KBr) vmax 3452, 2939,
1689, 1450, 1381,. 755 cm™ (Espectro 37); EM-IE m/z (intensidad relativa): 318
[M7] (11),300(16), 274(59),257(30), 246(34), 217(31), 216(30), 189(34), 173(35),
161(49), 146(61), 135(100), 121(80), 107(70), 93(69), 81(54), 79(51), 67(51),
43(64) [Espectro 40]. EM-IE de alta resolucion {70 eV) m/z 318.2197 (calculado
para CaoHz003, 302.2198 ) RMN "Hy °C; Tablas 12y 13.
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4.3.4.3 AISLAMIENTO Y PURIFICACION DEL ACIDO (1R,35,4S,7Z,115,125)-

3,4-EPOXIDOLABELA-7,18-DIEN-17-01CO (136) A PARTIR DE LA FRACCION

PRIMARIA ACTIVA XIV,

Se recromatografiaron 6g de la fraccion primaria XIV por medio de una

columna abierta empacada con 70 g de gel de silice. Se us6 hexano y mezclas de

Hex:AcOEt como siétema de elucidon. Se obtuvieron un total de 396 fracciones, las

cuales se reunieron de acuerdo a su perfi cromatrografico. El proceso

cromatografico se resume en la Tabla 8:

Tabla 8. Fraccionamiento secundario de la fraccion primaria XIV.

ELUYENTE | PROPORCION | FRAGCIONES | FRACGIONES | CLAVE PESO
(%) RECOLECTADAS | COMBINADAS | FRACCION |  (g)

~Hexano 100 113 41 XV A 0.019
HexAcOEt | 955 14-41 741 XiiA 0.019
Hex AcOE G55 14118 42-65 X B 0.009
HexACOEt | 928 119-131 66-153 Xinc 0.035
Hex:AcOE! g1 132-158 66-153 TG 0.035
HexACOEt | 8515 159-200 154-209 XD 0.237
HexAGOEt | 75:25 201-214 154209 XD 0.237
Hex ACOE 73 215-284 510-237 XIT E 1.366
Hex:ACOEL 6:4 285-384 536295 Xl F 1200
AcOE 46 365.393 296-379 X G 1108
AcOEt 46 385-393 380-393 TXINH 0.176
AcOEt 100 Lavado Lavado XHii 0.308

De la fraccion secundaria XIV F se obtuvo 1 mg del compuesto 136. Para

el aislamiento y la purificacidn se utilizé la técnica de cromatografia fiquida de
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alta resolucion (CLAR) (Figura 10). E! producto, cjue presenté un tiempo de

retencion de 13.21 min, se aisldo como un sdlido cristalino amorfo.
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Figura 10. Cromatograma de liquidos de la fraccidbn secundaria XIV F.
Condiciones de anélisis: Detector, UV (Waters 996 uv con arreglio de diodos);
Longitud de onda A = 214 nm; columna de gel de silice (Waters, uporasil, 300 x 19

mm, 125A, 10 uM); Fase mévil, Hex- iPrOH- MeOH (85:7.5:7.5); Fiujo 7.1 mL/min.

Acido (1R,3S,48,7Z,11S,125)-3,4-epoxidolabela-7, 18-dien-17-oico (136):
p.f.=102-105 °C; [aJo=-78.5 (MeOH), UV = 205 nm (Espectro 48); DC (MeOH) =
222 nm (Espectro 49); IR (KBr) vmax 3417, 2933, 1711, 1688, 1247, 884 cm’
(Espectro 47); EM-IE m/z (intensidad relativa): 318 [M"] (12), 300(19), 274(62),
257(32), 246(37), 217(31), 216(30), 189(34), 189(35), 173(37), 146(61), 135(100),

121(85), 107(79), 93(80), B7(75), 55(50.7)43(93) , 41(44) [Espectro 46]. EM-IE de
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alta resolucion (70 eV) m/z 318.2452 (caiculado para CzoH300s, 302.2457); RMN

My ®C; Tablas 12y 13.

4.3.5 AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE LOS ACIDOS OLEANOLICO (3),

URSOLICO (4) Y VAINILLINICO (5) DE LA FRACCION PRIMARIA XIIl.

3.7 g de la fraccién primaria Xlll se recromatografiaron en una columna

abierta empacada con 55 g de gel de silice. Para la elucion de la columna se

empied hexano y mezcias de Hex AcOEt. Se recogieron un total de 227

fracciones, las cuales se reunieron de acuerdo a su perfil cromatografico. El

proceso cromatografico recién descrito se resume en la tabla 9.

~ Tabla 9. Fraccionamiento secundario de la fracciéon primaria XIil.

Lavado

ELUYENTE | PROPORCION | FRACCIONES | FRACCIONES | CLAVE | PESO
(%) RECOLECTADAS | COMBINADAS | FRACCION |  {g)

Hexano 100 1-20 1-30 XA 0.006
HexAcOEt| 955 21-35 1-30 XA | 0.006
[HexAcOEt 91 33-120 31-51 XiIB | 0.014
Hex:AcOEt 91 33-120 52-87 XilC | 0.038
Hex AcOET 91 33-120 88-130 XD | 0071
HexAcCOEt|  85:15 121-227 131-157 XIE | 0.064
HexAcOEt|  85:15 121-227 158-216 XiFE | 0183
HexAGOEt|  85:15 121227 | 217-221 XiG | 0953
HexACOEt| 8515 121-227 222-227 XIE | 0.604
ACOEt 100 Lavado Lavado 0.326
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La purificacion de la fracciones Xill C, Xl E y Xlil G por CLAR permiti6 la
obtencién de los compuestos 3, 4, y 5 respectivamente, los cuales se identificaron
como el acido oleandlico, ursdlico y vainillinico por comparacién de sus datos

espectroscopicos y espectrométricos con ios previamente descritos en la literatura.

436 PREPARACION DE DERIVADOS QUIMICOS A PARTIR DE LOS
PRODUCTOS NATURALES AISLADOS.
4.3.6.1 OBTENCION DEL DERIVADO METILADO DEL COMPUESTO 132.

Para obtener el derivado metilado del compuesto 132 se utilizdé una solucién
etérea de diazometano preparadé con una solucién de hidréxido de potasio (5.0 g
en 7.5 mL de agua), 25 ml de etanol y 21.9 g de N-metil-N-nitroso-p-toluen
sulfonamida (Diazal, Aldrich) en 45 mL de éter etilico. El compuesto 1 (10 mg) se
disolvié en 0.5 mL de éter y se le adicionaron 5 mlL de la solucién etérea-de .
diazometano; la mezcia se dejé reaccibnar a temperatura ambiente durante 24
horas.

Ester metilico del acido (1R,3E,7Z,118S,12S)-dolabella-3,7,18-trien-17-0ico
(132a); p.f. = 122-124°C; [a]p = -152 (MeOH); UV = 204 nm; IR (KBr) vmax 3077,
2924, 2862, 1713, 1195, 884 cm™ (Espectro 12); EM-IE m/z (intensidad relativa):
316(10), 299(11), 287(16), 273(27), 255(22), 241(21), 227(34), 213(34), 187(41),
173(48), 159(47), 147(71), 135(86), 121(100), 107(96), 91(87), 79(62), 67(39),
41(21)[ Espectro 11). EM-IE de alta resolucién (70 eV) m/z 316.2406 (calculado
para CiHy,O;, 316.2402); RMN 'H (300 MHz, CDCls): & 1.07,1.55, 1.62 (3H cada

uno, s, Me) 3.69 (3H, s,-OMe), 4.65 (1H, m, H-20 a), 4.80 (1H, m, H-20b), 1.39
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(1H, m, H-14 a), 1.53 (1H, m, H-14b), 1.59 (2H, m, H-13 ), 269 (1H, q a, J= 7.5
Hz, H-12), 1.73 (1H, m, H-11), 1.46 (1H, m, H-10 a), 1.20 (1H, ddd, J = 14.6,
7.4,4.5 Hz, H-10b), 2.46 (1H, ddd a, J = 13.1, 7.6, 5.2 Hz, H-9 a), 2.16 (1H, m, H-
9b), 5.76 (1H, dd, J = 11.8, 3.5 Hz, H-7), 3.25 (1H, m, H-6 a), 2.31 (1H, m, H-10
b), 2.31 (1H, m, H-5 a), 2.18 (1H, m, H-5b), 5.22 (1H, dd a, J= 11.5, 3.0 Hz, H-3),

2.22 (1H, dd, J=12.0, 13.0 Hz, H-2a), 1.73 (1H, dd, J= 13.0, 4.0 Hz, H-2b).

4.3.6.2 OBTENCION DEL DERIVADO EPOXIDADO DEL COMPUESTO 132.

La mezcla de epdxidos de! acido 132 se obtuvo tratando una solucién en
CH.Cl> de 10 mg del producto natural con § mg de acido meta-cloroperbenzoico.
La reaccion se mantiene en agitacién a temperatura ambiente durante 24 h. La
reaccién se monitored por cromatografia en capa fina para verificar su avance.
Una vez transcurrido el tiempo de reaccion, se évapora el disolvente y el residuo
se purifica por cromatografia en columna. Los derivados resultantes se
caracterizaron por medio de los espectros de RMN protonica. El compuesto

mayoritario fue idéntico al producto natural 136.
4.3.6.3 OBTENCION DEL DERIVADO ACETH.ADO DEL COMPUESTO 134.

Para obtener el derivado acetilado del compuesto 134, se utilizé 1 ml de
piridina, 1 mi de anhidriéo acético y' 5 mg de 134. La mezcla de reaccidon se
mantuvo por 48 h a temperatura ambiente. Posteriormente, se adicion6 agua y se

extrajo con AcOEt, se realizé una particion con HCI, seguida de un lavado con una
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solucién saturada de NaHCO;, se secd con Na,SO; y se concentro a sequedad. El
derivado resultante se caracterizé por medio de los espectros de RMN protonica

(Espectro 45), IR (Espectro 25) y masas{Espectro 26).

(1R,3S,4R,7Z1 1S,1ZS)-S-acetiloxidoIabela-‘i’,18—dien-4,17-o!ida (1343): p.f. =
160-162 °C; [alo = -40 (MeOH); UV = 204, 232 nm; IR (KBr) ymax 2923, 2851,
1734, 1717, 1237, 1025, 800 cm™; EM-IE m/z (intensidad relativa): 360 (5), 335(2),
319(6), 300(18), 285(28), 275(25), 257(72), 247 (20), 239(33), 229(54), 213(67),
199(46), 187(65), 173(72), 158(100), 145(93), 133(92), 121(90), 105(90), 91(88),
79(56), 67(47), 55(19), 43(39). EM-IE de alta resolucién (70 eV) m/z -360.2305
(calculado para CxoHixOs, 360.2300); RMN 'H (300 MHz, CDCl): 6 0.74,
1.34,1.62 (3H cada uno, s, Me), 2.07 (3H, s,-OAc), 4.74 (1H, d quint, J = 2.5, 1.0,
H-20 a), 4.86 (1H, d quint, J = 2.5, 1.2, H-20 b), 1.37 (1H, t d, J = 12.5, 7.5, H-14
a), 3.04 (1H, m, H-12), 6.28 (1H, dd, J = 8.4, 57, H-7), 2.32 (1H, m, H-Ba), 2.16
(1H, m, H-Bb), 6.16 (1H, da, /= 6.5, H-3), 1.93 .(1 H, da, /= 15.5, H-2 a).

4.4 CALCULOS DE MODELAJE MOLECULAR

Las estructuras de minima energia fueron generadas usando el campo de
fuerza MMX como se encuentra implementado en el programa de mode_laje
molecular PCMODEL version 6.00 (Serena Software, Box 3076), Bloomington, IN
47402-3076). El estudio conformacional de los aniilos de cinco y once‘miem'bros
se {levd a cabo considerando la rotacidon de anguios diedros en aproximadamente

20° en aquelios enlaces que permiten tales movimientos acorde a los modelos
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Dreiding. Como criterio de convergencia se utilizé la similitud entre {as constantes
de acoplamiento vicinales 'H-'H observadas en los espectros de RMN y los que se
caicularon por extrapolacidn mediante la ecuécién de Altona a partir de los
angulos diedros del modelo molecular de minima energia {minimo global).

El caiculo de la poblacién conformacional expresada en fraccion molar (n)
se realizé con la relacién entre la energia libre de Gibbs (AG) y la constante de
equilibrio (K): 'AG = . RT In K, donde R = 1.888 x 10°® kcal/mol°K y T = 298 °K.
Considerando que m es el namero total de conférmeros a ser considerados, n; es
la fraccidn del iésimo conférmero, Kn;—n; = ny/n; ¥ Kny— ny, = 0y /ny Yy QUe n; + 1y
+ ...nm = 1, s& puede sustituir la constante de equilibrio por las fracciones molares
en la ecuacién libre de Gibbs para cada conférrﬁero en equilibric y, de esta
manera, se obtiene una serie de ecuaciones de acuerdo al numero total de
conférmeros, que al ser despejadas permite calcular la fraccién molar de cada uno
de éstos. En este caso se considera que en los derivados del dolabelano el
cambio de entropia asociado a una variacién de la conformacion detl anillo de once
miembros n6 es significativo debido a que se conserva el total de grados de
iibértad de la estructura al pasar de un conférmero a otro (e.g. de aa a ) por lo
que se puede hacer la siguiente aproximacién AG~AH=AEux. Por ejemplo,
considerando tres conformeros en equilibrio, se aplican las siguientes ecuaciones
(Ao et al., 1998; Pereda-Miranda e al., 2001):

nm = 1/ {exp [(E: - Ey /RT] + exp [(E.—E;)/RT] + 1}

n = mexp [(E2~E;)/RT], ¥

m = 1-n2—n3
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CAPITULO V
RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 PRESELECCION Y SELECCION DE LA ESPECIE Trichilia trifolia COMO
FUENTE POTENCIAL DE AGENTES INSECTICIDAS.

Los estudios conducentes a la obtencién de nuevos principios activos
vegetales de utilidad tanto terapéutica como agroguimica comprenden varias
etapas (Benner, 1993; Cox vy Balick, 1994; Fang er al/.1993; Prance, 1994;
- Famsworth y Warner, 1990). En primer término es necesario realizar la
preseleccion de las especies vegetales idoneas para la obtencion de los
compuestos activos. Para efectuar este proceso se siguen generaimente uno o
mas criterios, los cuales se bueden basar en la semejanza de! metabolismo
secundaric entre especies vegetales filogenéticamente relacionadas (criterio
quimiotaxonémico); en la obéefvacién de los efectos que ocasionan las
interacciones, a veces complejas, entre dos organismos en su ecosistema natural
(criterio ecologico); en el uso de numerosas especies vegetales con fines curativos
en ia medicina popular {criterio etnomédico); y por ditimo, en el usc de plantas_del
interés agroquimico (criterio etnoboténico).

Una vez que ias materias primas se preseleccionan con base en uno 0 mas
los criterios antes mencionados, se realizan pruebas biologicas de seleccion,
Aquellas especies que presentan actividades bioldgicas significativas se
consideran candidatos apropiados para la realizacion de estudios quimicos

conducentes a la obtencion de biodindmicos responsables de actividad biolégica
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de interés ferapéutico y/o agroguimico. Por dltimo, los compuestos activos se
identifican y se someten a una serie de bioensayos secundarios con la finalidad de
obtener una mayor informacién.acerca de sus propiedades bioldgicas (Benner,
1993; Cox and Balick, 1994; Farnsworth y Warner, 19980; Prance, 1994).

En el caso especifico del presente estudio, la preseleccion de las especies
se realizd con base en el criterio quimiotaxdnomico, tomando en consideracion los
antecedentes de un gran numero de especies de meliaceas como una fuente
valiosa de compuestos de tipo limonoide con actividad insecticida (Arnason et
al.,1987; Champagne ef al.,1989, 1992; Isman et /.,1988, 1996; Govindachari et
' al.1996; Kubo e al, 1991, 1993; Macleod er al., 1990; Mulholand ef al., 2000;
Nakatani er al.,1985, 1994; Nakatani, 1999; Rani er al.,1999; Rembold y Puhimann,
1993; Schmutterer, 1987, 1995; Zhou et al.,1996).

Tras realizar una cuidadosa revision bibliografica se encontré que las
especies del género Irichilia mas abundantes en México son Trichilia trifolia,
Trichilia martiana, y Trichilia moschata. Una vez ubicadas las localidades en donde
crecen estas plantas se procedié a la recoleccion de las diferentes partes
vegetales (madera y hojas) de cada especie. De las pédes vegetales
mencionadas se prepararon extractos en péqueﬁa escala con el fin de realizar los
ensayos biolégicos preliminares conducentes a la determinacién del potencial
fagoinhibidor de cada extracto.

Para realizar los bioensayos, se utilizé como insecto de prueba el gorgojo
del arroz Sitophilus oryzae. Los resultados obtenidos del bioensayo indicaron que el
extracto de la madera de 7. trifolia presentaﬂba la mejor aétividad, inhibiendo la

ingesta de alimentos en un 78.7 % con respecto al control (Tabla 10). Estos
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resultados permitieron inferir que la madera de 7. srifolia podia contener

compuestos de utilidad para el desarrollo de nuevos agentes insecticidas.

Tabla 10. Porcentajes de fagoinhibicion de los extractos de las especies
seleccionadas.

EXTRACTO % FAGOINHIBICION (DE)

| CONCENTRACION 0.5 %
Trichilia trifolia (Madera) : 78.71 (0.37)
Trichilia trifolia  (Hoias) . 43.88 (0.70)
Trichilia martiana (Madera) ' 43,12 (0.43)
Trichilia martiana (Hojas) 40.27 (0.53)
Trichilia moschata (Madera) 37.14 (0.29)
|\ Trichilia moschata (Hojas) ' _ 31.60 (0.62)

DE = Desviacién estandar.

5.2 OBTENCION DE LOS COMPUESTOS BIODINAMICOS A PARTIR DEL
EXTRACTO ACTIVO DE LA MADERA DE T. trifolia.

Con base en los resultadbs anteriores  se inicid el estudio fitoquimico de la
madera de I. rifolia con la finalidad de aislar los principios activos. La
preparacion del extracto en gran escala se realizé mediante un procedimiento de
maceracion utilizando diclorometano como disolvente. Posteriormente, el extracto
activo fue sometido a un fraccionamiento preliminar utilizando una columna abierta
de gel de silice. Este proceso permitié la obtencidén de 15 grupos de fracciones
primarias (I-XV) [Tabla 5 seccién experimental]. Cada una de las fracciones
primarias se ensayd a la concentracion de 0.5% para deterrninar su efecto
fagoinhibidor.

Los resultados del ensayo biolégico indicaron que la mejor actividad se

concentraba en las f_racciones Vi, Xil, y XIV (Tabla 11).
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Tabla 11. Porcentajes de fagoinhibicién de las fracciones correspondientes
al extracto de la madera de T. trifolia.

FRACCION % FAGOINHIBICION (DE)

CONCENTRACION 0.5 %
P 10.37 (0.24)
i | 15.43 (0.61)
ii | 20.25 (0.42)
vV 35.92 (0.33)
V 21.03 (0.38)
Vi 12.72 (0.52)
vii 80.50 (0.62)
Vil 13.73 (0.83)
IX 14.29 (0.16)
X 11.09 (0.31)
Xi 12.55 (0.26)
Xii 82.80 (0.44)
X} 27.81(0.11)
XV 65.39 (0.23)
XV 9.30 (0.29)

DE = Desviacion estandar.

Con ia finalidad de aislar los constituyentes responsables de la actividad
fagoinhibidora, cada uﬁa de _Ias fracciones activas se analizd por separado
utilizando diversos procedimieritdé cromatograficos. Este procesoc permitié el
aislamiento de 133 mg del acido (1R,3E,7Z,1185,125)-dolabela-3,7,18-trien-17-oico
(132), 15 mg de la (1R,3£,8R,7Z,118,125)-dolabela-3,7,18-trien-6,17-olida (133), 51
mg de la (1R,35,4R,7Z,118,128)-3-hidroxidolabela-7,18-dien-4,17-olida (134), 2.3
mg de (1R,3R,45,7Z,118,125)-3-hidroxidolabela-7,18-dien-4,17-olida (135) y 1.0 mg
del acido (1R,3.S’,4S,7Zﬁ1S,125)-3,4-epoxidolabela~7,18-dien-17—oico (136). Las

estructuras de ios compuestos 132-136 se ilustran en la Figura 11.
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132 133 134

135 136

Figura 11. Estructuras de los metabolitos secundarios aislados del extracto activo
de la madera de 7. trifolia. '

5.3 CARACTERIZACION DE LOS COMPUESTOS OBTENIDOS DE LA
MADERA DE 7. trifolia.

Los dolabelanos aislados de T. trifolia ftienen como caracteristicas
esfructurales comunes la presencia de dobles ligadurés en C-18/C-20yC-7/C-8 y
una fusiéri de los anillos de cinco y once miembros de tipo frans. El compuesto
132 presenta ademas una funcion carboxilica en C-8, mientras que el compuesto
136 contiene ademas de la funcion carboxfiica en C-8, un grupo epéxido en C-3/C-

4. Los productos 134 y 135 tienen en comin la presencia de una lactona de siete
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miembros y un hidroxilo éecundario en C-3. Por uitimo, el producto 133 contiene
una y -lactona a-8 insatur_éda y una doble ligadura en C-3 / C-4.

La foérmula molecular de cada compuesto  se establecid mediante
espectrometria de masas de alta resolucion. Este analisis permitié determinar que
todos los compuestos contienen 20 atomos de carbono. Los espectros eﬁ el IR
(Espéctros 7, 18, 28, 37 y 46)_permétieron detéctar los principales grupos
funcionales presentes en las moléculas y el analisis de los espectros de RMN
unidimensionales y bidimensionaies (COSY, HMQC y HMBC) ( Espectros 5, 17,
36, 45 ) permitié establecer el nucleo base y la ubicacion de los distintos grupos
funcionales (Tablas 12 y 13) (Bheemasankara 1986; Ireland er al,, 19?6;
Mohamed,1994) .

La aplicacién de calculos de mecanica moleéular en conjunto con el analisis
de las constantes de acoplamiento proton-proton y de los espectros NOESY
permitieron establecer la estereoguimica relativa de los sustituyentes en el nacleo
dolabelano y la conformacion en solucién de los productos naturales. La
configuracion absoluta de los centros estereogénicos de los compuestos 134 y
135 se determiné mediante el andlisis de los espectros de dicroismo circular
aplicando el método de Snatzke para y-lactonas «,B-insaturadas (Snatzke, 1968;
Legrand y Rougier, 1977). Cabe mencionar que la configuraciéon absoluta de los
productos naturales restantes se propuso con base en consideraciones
biogenéticas. En el caso de los productos 132 y ‘133, sus estructuras se

confirmaron de forma inequivoca mediante un analisis de difraccion de rayos X.
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La elucidacion estructural de los compuestos 132-134 se discute con
detalle en el articulo titulado “Structure, Conformation and Absolute Configuration
of New Antifeedant Dolabelianes from Trichilia trifolia” publicado en la revista
Tetrahedron en el afio 2000 (Anexo 1). Por lo ’tanto. a continuacién solo se
discutirdn los aspectos més relevantes de la caracterizacion de los productos
aislados. Dada la similitud estructural entre Ios.compuestos 132 , 136, y 133, y
entre 134 y 135, la d_iscusién relativa a cada grupo de dolabelanos se hara de

manera simultanea.
5.3.1 ELUCIDACION ESTRUCTURAL DE LOS COMPUESTOS 132,133 Y 136.

Los espectros en el IR de los compuestos .132 y 136 presentaron bandas
asociadas con la presencia de una funcién carbokilica conjugada (3420,1680 y
1610 cm™). En el caso del compuesto 132 ié presencia del grupo carboxilo se
demostré quimicamente mediante la obtencion del ester metilico 132a por
tratamiento del producto natural con una solucion etérea de diazometano. Los
espectrbs de RMN confirmaron la presencia del grupo carboxilo conjugado y
presentaron las caracteristicas que se indican a continuacion:

a) En primer lugar se observan las sefales diagnosticas para un grupo
isopropilideno, las cuales aparecen en los espectros de RMN 'H ( Tabla 12)
centradas en &y ~ 4.60 (1H, H-20a), ~ 4.80 (1H, H-20b), ~ 1.60 (3H, Me—19); en
tanto que en los espectros de RMN "°C, las sefiales correspondientes se observan

en 5c 111.3 (C-20), 23.2 (Me-19), 146.0 (C-18) (Tabla 13).
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_b) En 8, 149.4 (C-7), 129.3 _(C-B) y 173.4 (C- 17) se aprecian las sefiales
‘correspondientes al carboxilo conjugado. La sefial del metino olefinico en &, 148
correlaciona en el espectro HMQC con fa sefial en 8y 5.93 (H-7).

¢) En el caso de 132, se observan sefales congruentes con la presencia de -
una doble ligadura trisustituida en 3¢ ~ 125.1 (C-3)/ 84 5.23 (H-3) y 135.2 (C-4).
En los espectros del compuesto 136 estas sefiales se encuentran remplazadas
por las de una funcién epoxidica [ 64 2.83 (H-3) / &, 63.9 (C-3) y 61.8 (C-4)].

d) En la regién de los metilos, se observa un singulete en 84 ~ 1.1 atribuible
al metilo en C-1. De manera adicional, en el caso de 132, se observa
una seﬁa_t para metilo sobre doble ligadura en 84 1.57 atribuible al metilo en C-4.
En el caso del compuesto 136, la sefial para este metilo se observa desplazada
diamagnéticamente en 8y 1.25.

e} En el compuesto 132 se observa un multiplete en 8y 1.73 atribuiple al
metino C-11. Este multiplete correlaciona en el espectro HMQC con la éeﬁal en
5. 42.0. En el producto 136, la sefal de C-11 estd desplazada

paramagnéticamente en 6y 1.85.

ESTA TESIS NQ SALY
DE LA BIBLIOTECA
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El andlisis detallado de los espectros HMBC de 132 y 136 (Espectros 5 y
45) permitié determinar la disposicion de los distintos grupos funcionales. En la
Figura 12 se ilustran las correlacionés mas importantes observadas en los

espectros HMBC de ambos compuestos.

—

COOH

132 - | 136

Figura 12. Correlaciones importantes observadas en el espectro HMBC de

los compuesto 132 y 136.

El tratamiento de 132 con acido m-cloroperbenzoico permitié la o.btencién
de una mezcla de epdxidos (136 y 137) en una proporcion 8:2. La purificacién y el
posterior analisis espectroscépico del componente mayoritario permitié evidenciar
que éste era idéntico al producto natural 136 (Figura 13). Cabe destacar que la
proporcion de los componentes de la mezc?a se calculd é‘partir de las integrales
de las sefiales correspondientes a cada compuesto. En la figura 13 a manera de
ejemplo se ilustra la regién del espectro de RMN H' en el rango entre 8y 4.5 y4.9

donde aparecen las sefiales atribuibles a los hidrégenos vinilicos en C-20. Cémo
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se discute mas adelante el epbxido minoritario 137 podria ser un diasterocisémero
del producto natural 136. Este conjunto de evidencias permitié identificar a los

producios 132 y 136 como los acidos dolabela-3,7,18-trien-17-0ico y el 3,4-

epoxidolabela-7,18-dien-17-oico, respectivamente.

136 136

TESIS GO
FALLA DE ORIGEN

Figura 13. Regién del espectro de RMN H' entre 8 4.5-4.9 donde
aparecen H-20 y H-20" de la mezcla de epbxidos 136 y 137.

La estructura propuesta para el compuesto 132 se confirmé a través de
" un anélisis de difraccién de rayos X. En la Figura 14 se presenta una vista
estereoscopica del producto y de fa misma se'desprende que la fusidén de los

anillos de cinco y once miembros es tfrans y que la estereoquimica de las dobles
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anillos de cinco y once miembros es (rans y que la estereoquimica de las dobles
ligaduras en C-3 y C-7 es £ y Z, respectivamente. La fusidn mrans de los anilios
explica la ausencia de una correlacion entre los hidrégenos del metiio en C-1 y H-

11 en los espectros NOESY de los producto 132 y 136 (Espectros 4 y 44).

~ TESIS CON
FALLA DE QRIGEN

Figura 14. Vista estereoscopica del compuesto 132.

En lo que se refiere al compuesto 133, el espectro de RMN *C  (Espectro
14) fue muy similar al de 132, La principal diferencia entre los dos espectros

consiste en que la sefal correspondiente al metileno C-6 se encuentra sustituida

por una sefial asignable a un metino unido a una funcién oxigenada [6c 80.4 (C-

6)]. Esta Gltima correlaciona con la sefial en 8y ~ 5.\22 (H-6) en el espectro HMQC.

Asimismo, en el espectro de RMN '® C, Ia sefal del carbonilo aparece con un
desplazamiento muy similar { 5¢ 173.6) mientras que en el espectro de RMN 'H el
desplazamiento quimico del protén vinilico H-7 &4 (~ 6.82) se encuentra

desplazado a campos mas bajos (Tabla 13). Todas estas evidencias en conjunto
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con la banda en el espectro de IR en 1750 cm™ permitieron ‘inférir que esta
molécula contiene una vy-lactona o B-insaturada en Eugér del é&cido «,B-
insaturado del cdrﬁpuesto 132,

El anadiisis cuidadoso del espectro HMBC permitié confirmar la disposicion
de la lactona, en partibular las correlaciones C-4/H-8, C-17/H-7, C-17/H-8 y C-8/H-
6 revelaron que el anillo lactonico esta formado por los carbonos C-17, C-8, C-7 y

C-6 (Figura 15).

133

Figura 15. Correlaciones importantes observadas en el espectro HMBC del

compuesto 133.

De nueva cuenta el andlisis por difraccién de rayos X del compuesto 133
bermitié confirmar inequivocamente su estructura. Enla ﬁgura 16 se muestra una
vista estereoscopica del dolabelano 133.

Con la finalidad de anatiéar con mayor detalle la conformacién vy
estereoquimica de los anillos de cinco y once miembros de los compuestos 132,

133 y 136 se llevé a cabo una busqueda conformacional sistematica mediante
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Figura 16. Vista estereoscopica del compuesto 133.

calculos de mecénica molecular. Las estructuras de minima enér’gia se generaron
utilizando el célculo del campo de fuerza MMX, que es una version derivada del
MM2, desarroliado por Allinger e impiementado_én el programa PCMode! v.6.0
(Serena Software, Bloomington, Indiana, EEUU.). Esta verséén utiliza la ecuacion
de Altona para obtener los valores de las constantes de acoplamiento vecinales

(Haasnoot er al., 1980).

El analisis de las conformaciones teéricas permitidas para el anillo de once
miembros del dolabelano 132 reveld que éstas se pueden agrupar .en cuatro
familias de_ acuerdo a la orientacion del | grupo metilo C-4 y del acido carboxilico
en C-8. Por analogia con el (-) rans cariofileno (Collado ef a/., 1998) estos grupos
de conférmeros; se designaron como oo, af, Pa Yy B‘ﬁ. Los poré'entajes

conformacionales calculados para estos conformeros corresponden a 71.4 (132-
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aw), 21.9 (132-aa), 5.6 (132-88), 0.9 (132-up), 0.1 (132-pa) [Tabla 14]. El estudio
conformacional, en el caso de 132, revel6 que el conférmero de menor energia, es
decir el minimo global, pertenece a la serie ca (132A, Exwx= 37.5 kcal/mol), y su
geometria es similar a la encontrada en el estado solido. Las interacéiones
NOESY (Espectro 4) H-2a/H-12; H-3/H-7, H-15; H-7/H-8b, Me-15 y H-9b/H-15
apoyan su existencia. La presencia de una segunda conformacién también
perteneciente a la serie aa 132B (Emux=38.2 kcal/mol) se corroboré mediante las
interacciones H-7/H-10b y H-10b/H-15 observadas en el espectro NOESY del
producto natural. En ambas conformaciones el fragmento C(2)-C(3)-C(4)-C(5)-
C(6)-C(7)-C(8) es geométricamente idéntico y en conjunto constituyen la mayor

parte de la poblacién conformacional (Figura 17). Esta propuesta se

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

1325 Emo—37.5 koalimaol 1328  Eran=38 2 koalimol

Figura 17. Estructuras de minima energia para los conférmeros 132A y 132B,

mostrando el equilibrio conformacional y las correlaciones NOESY mas

importantes.
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fundamenta en la observacién. de las constantes de acoplamiento trans-diaxiales
J2as= 12.0 ¥y Jeay = 11.8 Hz. La exploraciéon de los conformeros representativos
| de. las series af, Bo y BB ( Figura 18) indicé que en el equilibrio conformacional de
132 también existe una participacion, aungue en pequeRa propqrcién, del
conférmero BB 132C (Emwx =39.0 kcal/mol). La contribucién de este conformero es
importante porque su presencia podria generar al epdxido minoritario 137 gue se
obtuvo al epoxidar lel acido 132. Finalmente, la contribucion de los conférmeros
representativos de las series aff (132D) v Ba (132E) es minima, ya que sus
energias (Emux) calculadas fueron de 40.1 kcal/mol y 41.4 kcal/mol,
respectivamente. En la Tabla 14 se presentan los porcentajes conformacionales
calculados para 132 de acuerdo a la ecuacion de AG - - RT iIn K y considerando

AE = AG (Pereda-Miranda er al., 2001).

Tabla 14. Porcentajes conformacionales para el dolabelano 132 -

CONFORMERO Ewmx(kcal/mol) %
132A () 37.5 71.42
132B (a0) 382 21.91
132C (BB) 39.0 568
132D (aB) | 40.1 0.89
132E (Ba) 41.4 0.10
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132D (a8) Emmx = 40.1 kcal/mol

132E (po) Emmx = 41.4 kcal/mol

Figura 18. Estructuras de minima energia para los conformeros 132C, 132D y

132E.

En el caso del producto 133, el espectro NOESY (Espectro 16) mostrd las
correlaciones H-3/H-5a H-5b, H-7, H-11 y H-15, las cuales, en conjunto con fas
constantes de acoplamiento J,, 3= Jap 3= 8.0 Hz, claramente indicaron la presencia
de un equilibrio conformacional. De igual forma, los célculos de mecanica
molecular revelaron la presencia de los dos conférmeros representados en la
Figura 18. El conférmero 133A es muy similar a la estructura encontrada en el
estado sdlido (Figura 16) y es el mas estable en solucién con una Eyux= 47.8

kcal/mol, mientras que el conférmero 133B, obtenido por rotacion simultanea de

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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los enlaces C(2)-C(3) y C(4)-C(5), corresponde a la segunda conformacion de

minima energia (Emvx= 48.5 kcal/mol).

s

133A Emwx = 47.8 Kecal/mol - 133B Emmx = 48.5 kcal/mol

Figura 19. Estructuras de minima energia de 133, donde se ilustra el equilibrio

conformacional y las correlaciones NOESY mas relevantes.

El estudio conformacional llevado a cabo a través de los calculos de
mecanica molecular para el epéxido 136 dio como‘ resultado la estructura de
minima energia que se muestra en la Figura 20. Este modelo, en conjunto con el
andlisis de las interacciones observadas en el espectro NOESY del compuesto
136 (Espectro 44), indicaron que el metilo en C-1 y el grupo carboxilico se
encuentran ubicados en la misma cara de la molécula. Las correlaciones mas
relevantes gque apoyan esta propuesta son las siguientes; H3/ H-15, H-7, H-7/H-

5b, H-9b, H-16/H-11, H-6a y H-11/H-12.

TESIS CON
| FALLA DE ORIGEN
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136 Epux = 37.8 kcal/mol

Figura 20.. Estructura de minima energia para 136 mostrando ias correlaciones

NOESY mas importantes.

5.3.2 ELUCIDACION ESTRUCTURAL DE LOS COMPUESTOS 134 y 135.

Los productos 134 y 135 presentaron la formula molecular (CzoH3003), la
cual permite un indice de insaturacién de seis. Los espectros en el IR presentaron
bandas asociadas con la presencia de funciones carbinélica, olefinica y lacténica.

t.os espectros de RMN (Tablas 13 y 14) resuitaron muy similares a los de

los dolabelanos 132, 133 y 136 y confirman la presencia de los grupos funcionales

evidenciados en los espectros de IR (Espectros 28, 37).
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En el compuesto 132 las sefiales asociadas con la funcion carbindlica
secundaria se encuentran en 8y ‘4.68 (H-3) vy 8¢ 70.7 (C-3), mientras que las
seﬁatés atribuibles a la ftjncic’m lactdnica se encuentran en & 85.0 (C-4) y §¢
171.9 (C-17). Los espectros de RMN 'H presentaron ademés las absorciones
diagnosticas para un grupo iscpropilideno en C-12 y una doble ligadura
trisustituida. La localizacion de l0s grupos funcionaleé fue conﬁrrpada mediante el
analisis de los espectros HMBC (Espectros 36 y 45). Asi las correlaciones entre
C-17 /H-9a , H-8b y H-16 y C-4/H-2a, H-3, H-5b, H-6b, H-16 indicaron que la ¢-
lactona se encuentra ubicada entre C-4 y C-17. Cabe mencionar que |a correlacion
a cuatro enlaces entre C-17 y H-16 es poco frecuente y la misma es factible
debido al arreglo de tipo W presente en la entidad C(17)-0(4)-C(4)-C(16)-H(16).
Por otro lado, las correlaciones C-1/ Hl-2a, H-2b; C_-4/H»23, H-3; C-3/4-2a, H-2b,
H-5a, H-5b, H-16; y C-5/H-3, H-16 son consistentes con la disposicion del
hidroxilo secundaric en C-3; las demas correlaciones fueron similares a‘iask
observadas en los espectros de 10s compuestos 132, 133 y 135. |

La obtencién del derivado monoacetilado (134a) al tratar a 134 con anhidrido
acético y piridina, confirmd guimicamente la presencia del grupo hidroxilo
secundario en el producto natural. En el espectro de RMN 'H del derivado 134a se
observa el desplazamiento paramagnético del protén geminal a la funcidn
carﬁinélica (8w 6.16) y Ia aparicion del singulete caracteristico del metilo del grupo
acetilo en &4 2.07. Lamentabfemlente no fue poéibie obtener un derivado similar

para el compuesto 135 dado el bajo rendimiento del producto natural.
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Los espectros del compuesto 135 (Espectros 32 y 33, Tablas 12 y 13)
presentan una gran similitud con los correspondientes al compuesto 134. Al igual
que 134, este compuesto presenta también un grupo hidroxilo en la posicion C-3y
una e-lactona a,B-insaturada ubicada entre los carbonos C-4 y C-17. lLas
diferencias mas relevantes observadas entre 10s espectros de RMN de 134 y 135,
fueron las -sigpientes:

i) En el espectro de RMN 'H de 135, la sefial de H-8, se encuentra desplazada a
| campos mas bajos.
i) En los espectros de RMN '°C de 135 Ias.seﬁales de los carbonos C-2, C-7, C-
10, Q-11, C-12, C-14 y C-15 se encuenfran desplazados hacia campos mas
bajos. |

El conjunto de evidencias presentadas hasta este puﬁto de la discusién
permiten inferir Que los compuestos 134 y 135 son diasteroisbmeros que
presentan como estructura la de la 3-hidroxidolabela-7,18-dien-4,17-olida, la cual
permite 32 diasteroisémeros. La integracién de los resultados obtenidos en los
experimentos NOESY (Figura 25), calculos de mecanica molecular vy Ia
comparacion de las constantes 'de acoplamiento tedricas y experimentales (Tabla
15) permitieron reducir las posibilidades estructurales a cuatro diasteroisdmeros
(134A, 134B, 135A y 135B), es decir, a dos enantibmeros en cada caso (Figura

21).
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Figura 21. Enantiémeros de los compuestos 134 y 135.

Cabe sefialar que en el caso del producto 134 se utilizé el recurso de la
simulacion espectral utilizando el programa Laocodn (Bothner-by y Castellano;
1968) para determinar algunas constantes de acoplamiento. Este recurso fue
particularmente Gtil para encontrar los valores experimentales de las constantes de

acoplamiento vecinales del fragmento C-5-C-6-C-7. En la Figura 22 se muestra

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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comparativamente la region &y 2.53-1.80 del espectro determinado

experimentalmente y del espectro obtenido por simulacion.

5b
2a

6b

9b
| “MJ*L
2 ' 2 f 2 | |

§
7
H
T 1] T
4

<.

4
C:‘:::_,_..__Sﬂ"‘
T

-B-h
C_ ———
S—

2.0 ppm

Figura 22, Regi6n 5y 2.53 -1.80 de los espectros RMN "H experimental

(inferior) y simulado (superior) del compuesto 134.

La estereoquimica relativa y la conformacién en solucién del compuesto
134 fueron determinadas tomando en consideracién las correlaciones observadas

en su espectro NOESY (Espectro 25) en combinacion con los calculos de
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mecdnica molecular (Figura 23; Eumx= 51.9 kcal/mol), el modeio establecido‘por
mecanica molecular fue validado por comparacion de las constantes de
acoplamiento vecinales 'H-'H observadas con las calculadas (Tabla 15). Como se
representa en fa Figura 23, las correlaciones H-3/H-5b, H-7, H-10b, H-15 y H-7/ H-
9b, observadas en' el espectro NOESY de 134, indican que esos atomos se
encuentran ubicados en la misma cara B de la molécula, confirmando Ia
configuracion Z del doble enlace en C-7 y la estereoquimica relativa en C-3 y C-4. _
Der manera adicional, las fuertes interacciones NOE H-11/H-2a, H-9a, H-12
permiten ubicar a estos nucleos en la cara a de la molécula. Esta informacion
indica a su vez la estereoquimica trans entre C-15 y H-11 y {a relacidén cis entre C-
15 y el grupo isopropenil, tal como en los compuestos 132 y 133. Las
correlaciones recién descritas sélo son compatibles con el par de enantiémeros
134A y 134B (Figura 21).

Los resultados del estudio conformacional de 135 (Tabla 15, Figura ‘23)
revelaron que este compuesto también posee una estructura rigida y que existe en
una conformacion preferida. Las correlaciones H-3/ H-7, H-11 y H-5a, H-6ay H-9a
presentes en el espectro NOESY (Espectro 35) de 135, permiten ubicar a estos
atomos en la cara o de la molécula y son congruentes con las estructuras 135A y

135B.
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135

Figura 23. Estructura de minima energia para 134 y 135, mostrando las

correlaciones NOESY mas relevanies.
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Tabla 15. Anguios diedros selectos (dmmx en grados),_cohstantes de acoplamiento calculadas

(Jeaic €N HZ) y constantes de acoplamiento obsérvadas (Joe €0 Hz) para 134 y 135.

H(x)-C-C-H(y) 134 135
| XY Ommax Joato Jovs dranx Jealo Jobs
2a,3 -107 2.8 2.5 +101 2.1 2.0°
203 +139 6.1 6.5 -146 73 80
5a,6a -51 47 6.3° +44 6.2 6.6
5a,6b +65 2.1 2.1 +160 121 117
 5b,6a 164 127 13.3° 69 15 26
5b,6b ~48 5.4 55" +46 5.8 7.7
6a,7 +131 6.5 5.4° ~14 6.4 8.3
6b,7 #1663 8.3° ~128 6.1 5.3
9a,10a +69 16 3.0 +65 22 386
9a,10b +180 13.3 135 +179 133 135
9b,10a 46 56 35 ~51 4.7 3.8
9b,10b 485 2.2 25 +63 25 2.8
10a,11 — — — ~131 5.9 54
10b,11 — — — +114 3.0 2.8
11,12 4 103 11.0 +9 10.1 11.9
12,13a +38 6.8 85 ¥27 85 9.2
12,13b +160 11.2 11.0 +147 9.2 9.2
13a,14a 46 57 75 43 6.4 7.9
13a,14b _ — _ +76 08 1.0°
13b,14a — — — | -160 12.1 125
13b,14b ~168 12.7 12.5 41 6.8 8.7

“Estimado a partir deW,».
®Determinado por simulacién espectral.
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El Gitimo paso en la elucidacion estructural de los dolabelanos 134 y 135 fue la
determinacién de la configuracion absoluta de los centros estereogenicos. Para la
determinacion de la configuracion absoluta se aplicaron las regias de dicroismo
circular para cetonas insaturadas propuestas por Snatzke (1968), las cuales se
basan en la presencia de cromdforos inherentemente disimétricos en la molécula.
Segln Snatzke la fuerza‘ rotatoria de tales cromdforos puede asumir valores
aproximadamente 100 veces méas grandes que los croméforos inherentemente
simétricos pero disimétricamente perturbados. Asimismo, establecié que las reglas
para cetonas insaturadas pueden ser aplicables a lactonas insaturadas. Los
compuestos 134 y 135 constituyen candidatos apropiados para la aplicacion de la
regla de Snatzke ya que poseen una estructura rigida y también un croméforo
inherentemente disi'métrico,‘ya que la entidad C=C-C=0 no es planar. Asi, el
espectro de dicroismo circular (Figura 26) para 134 desplegd la banda de
absorcién X en 245 nm con un valor positivo de Ae = + 2.0 x 10°, mientras la
banda R se observé en 300 nm con Ag = - 4.6 x 10°. Estos valores corresponden a
quiralidades positivas como se muestra en la estructura de minima energia de |
134, donde el angulo diedro C=C-C=0 es @& = + 136° (Figura 24). Del mismo
mpdo, el espectro de dicroismo circular del dolabelano 135 presenta una banda de
absorcion X en 236 nm con un valor negativo de As = - 2.2 x 10°, en tanto que a
banda R se observé en 300 nm con Ag = + 4.6 x 10°. De acuerdo a las reglas de
Snatzke, (Snatzke, 1968; Legrand y Rougier, 1977) estos valores corresponden a

una quiralidad negativa, tal como se observa en la estructura de minima energia
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de 135, en este caso el angulo diedro de la entidad C=C-C=0 es ® = - 138°

Con base en los resultados discutidos con anterioridad, se puede concluir que
la estereoquimica observéda en el enantidbmero 134A _cofresponde a la
estereoquimica absoluta de 134, mientras que la estereoquimica del enantidmero

135A, corresponde a la estereoquimica absoluta del compuesto 135.

O=+ 136

134

i foe

135

*wo ) Fr %6 30
4, [om)

Figura 24. Espectros de dicroismo circular para los compuestos 134 y 135

respectivamente. -

- TESIS CON
FALLA DE QRIGEN




101 Resultados y discusion

Los compuestos 133-136 podrian derivar biogenéticamer;te del acido 132.
De esta manera la hidroxilacion de 132 podria generér el acido (1R,3EBR7Z,
11S,125)-6-hidroxidolabela-3,7,18-trien-17-cico, el cual, después de una
lactonizacion interna conduciria al compuesto 133. Por otro lado, los compuestos
134 y 135 pueden biosintetizarse a partir del acido dolabelatrienoico 132-aa y
132-B3 a partir de los epdxidos 136 y 137, respectivamente. Asi, el anilio de
lactona en estos compuestos se puede formar por el ataque nucleofilico del
carboxitato sobre el epdxido. Los calculos de mécénica molecular generados en el

proyecto permiten sustentar parcialmente esta propuesta (Figura 25 y 26).

134 . - 135

Figura 25. Ruta biosintética propuesta para los compuestos 134-137.
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5.4 EVALUACION DEL POTENCIAL INSECTICIDA DE LOS COMPUESTOS
AISLADOS DE T. rrifolia SOBRE EL GORGOJO DEL ARROZ Sitophilus oryzae.

Los productos naturales a una concentracién de 0.5% provocaron una
reduccidn en ja ingesta de alimentos. El derivado metilado del compuesto 132y el
derivado acetilado del compuesto 134 presentaron una actividad menor gue los

productos naturales (Figura 27).

100

% DE FAGOINHIBICION
o888 8

M 1 2 3 DM DA
COMPUESTO

M: MARGOSAN 4.8 % (control positivo)

1: Compuesto 132

2: Compuesto 133

3: Compuesto 134

DM: DERIVADO METILADO DEL COMPUESTO 132
DA: DERIVADO ACETILADO DE COMPUESTO 134

Figura 27. Porcentaje de fagoinhibicién presentado por los metabolitos
secundarios obtenidos del extacto de la madera de 7. rrifolia.
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Tabla 16. Porcentaje de fagoinhibicién presentado por los metabolitos
secundarios obtenidos del extacto de la madera de T. trifolia.

COMPUESTO FAGOINHIBICION (DE)
%

Margosan (4.8 %) 83.94 (0.84)
Trichilia trifolia (madera) 78.71 (0.37)
Compuesto 132 , 84.62 (0.28)
Compuesto 133 55.84 (1.42)
Compuesto 134 86.46 (0.53)
Derivado metilado del compuesto 132 11.52 (0.31)
Derivado acetilado del co_rﬁpuesto 133 - 13.11 (0.56)

DE = Desviacidn estandar.
Se utilizé Margosan como contro! positivo, el cual contiene 0.25 % de azadiractina como
principio activo,

Es importante sefialar que el insecto de prueba es una plaga que ha
mostrado poca sensibilidad a una gran variedad de compuestos por lo que se
considera que la actividad fagoinhibidora presentada por los compuestos puros
obtenidos en la presente investigacion es reEev.ante.

Por otro lado, a partir del resultado obtenido para el derivado metilado del
compuesto 132, es posible inferir que al esterificar la funcidén carboxilica disminuye
en gran medida la actividad por lo que se puede afirmar que el grupo funcional
carboxilo se requiere para que el compuesto presente la actividad fagoinhibidora.
Asimismo, la disminuéic’m en la actividad del derivado acetilado del compuesto 134
indica que la funcion hidroxilo presente en ;:-i producto' natural es importante para

la bioactividad.
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VI. CONCLUSIONES

1. Si bien es cierto que la seleccion de las materias primas idoneas para la
obtencién de principios activos mediante la realizacidbn de ensayos
biologicos garantiza la obtencién de compuestos bibactivos, la aplicacion
del criterio guimiotaxondémico no siempre conlieva a la dbtencién de los
resultados esperados. Asi, en el presente trabajo, el fraccionamiento
biodirigido del extracto activo de 7. rrifolia condujo a la obtencién de varios
dolabelanos novedosos con propiedades insecticidas. Sin embargo, no fue
posible demostrar la hipétesis quimictaxonémica ya que no se obtuvieron
compuestos de naturaleza limonoide. -

2. El estudio quimico biodirigido del extracto activo de la madera de la
especie T. trifolia pérmitié el aistamiento de- cinco compuestos de tipo
dolabelano; el acido (1R,3E,7Z,11S,125)-dolabela-3,7,18-trien-7-oico (132),
(1 R,3S,4R,?Z,1 185,12S)-3-hidroxidolabela-7,18-dien-6,17-olida (133),
(1R,38,4R,7Z,115,125)-3-hidroxidolabela-7,18-dien-4,17-olida (134),
(1R,3R,4S,7’Z,1_1S,125)-3-hidroxidolabeia~7,18-dien-4,17-olida (135) y el
acido (1R,35,45,7Z,115,125)-3,4-epoxidolabela-7,18-dien-17-0ico (136).
Todos los compuestos mencionados representan productos naturales
novedosos. Asimismo tafnbién se aislaron productos ya descritos, los
cuales se identificaron como vainillina, acido vainillinico, ﬁ»sitostérol. acido

~

oleandlico y acido ursdlico.
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3. Desde el punto de vista quimiotaxonémico, los resultados de la presente
investigacion no tienen precedentes, debido a que éste es el primer reporte
acerca de la presencia de diterpenoides de tipo dolabelano en un miembro

de la familia Meliaceae y el segundo en plantas superiores.

4, Es re!eyante mencionar que ésta es la primera descripcion de la
configuracion absoluta de dolabelanos de plantas superiores. Los
resultados del presente trabajo revelaron que los dolabelanos obtenidos de
plantas superiores, hepaticas (Matsuo er «/.,1988) y algas (Tringali et
al. . 1984) poséen la misma configuracién absoluta, mientras que los
dolabelanos provenientes de celenterados (Look y Fenical ,1982) presentan

una configuracién absoluta opuesta.

5 Los compuestos 132-136 son los primeros dolabelanos reportados que

presentan el grupo isopropenilo con una orientacion §.

6. Los resultados obtenidos en los bioensayos indican que los compuestos
132-134 presentan una importante actividad fagoinhibidora sobre el insecto
de prueba (Sitophilus oryzae) lo cual sugiere que tales compuestos pueden

desempefiar un papel de defensa en la planta objeto de estudio.
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Vil. PERSPECTIVAS GENERALES

. Determinar el potencial insecticida de los compuestos 135 y 136 obtenidos
de T wrifolia y ampliar el nimero de especies de insectos de prueba para
los compuestos ya evaluadés. ‘

. Aislar el epoxido minoritario 137 a partir de la mezcla de reaccién.

. Llevar a cabo la transformacién biomimética del epdxido 136 a la lactona
134.

. Reinvestigar la especie 7. trifolia cbn la finalidad de aislar los componentes
minoritarios que pudieran validar la hipétesis biogenética propuesta.‘De
esta ‘manera, también seria faclible aislar ofros dolabelanos con
propiedades insecticidas ademas de aislar una mayor cantidad' del acido
132. Este acido se requiere para llevar a cabo la reaccién de epoxidaciéon y
aislar los productos 136 y 137, los cuales constituyen intermediarios
importantes para la transformacion biomimética del acido 132 en las

lactonas 134 y 135.
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Abstract—The

structwres of three new dolabellane diterpenoids,

(IR3EIZ,115,125)-dolabella-3.7 18-trien-17-0ic  acid (1),

JER3EGRTZ118,1285)-dolabella-3,7,18-trien-6,17-olide (2) and (1R3854R,7Z.115,128)-3-hydroxydolabella-7,18-dien-4,17-olide (3),
isolated from the wood of Trichilia irifolia, were elucidated by ID and 2D NMR speciroscopy. The stereochemistry of 1 and 2 was
confirmed by X-ray diffraction analysis, while that of 3 was ascertained from NOESY data. Comparison between experimental and
zaiculated 'H-'H vicinal coupling constants and the analysis of molecular mechanics structures revealed that the ]-membered ring of 1
and 2 exists in a conformational equilibrium in solution, while in 3 this ring possesses a more rigid structure. The absolute configuration of 3
was estabiished from its Cotton effects. Dolabellanes 1-3 caused significant feeding reduction by the rice weevil Sitophtlus oryzae. © 2000

Published by Elsevier Science Ltd.

Intreduction

The genus Trichilia, which consists of about 230 species
mainly distributed in lowland tropical America, is distin-
guished by the production of structurally diverse linonoids,
many of which are biologically active against insects.!*
According to a recent review,” the probability of finding
additional botanical insecticides from Trichilia appears
high. Therefore, as a continuation of a program directed
toward the discovery of insecticidal agents from Mexican
Meliaceae,” we have now investigated the wood of Trichilia
trifolia L., locally known as ‘huesito’.® Previous chemical
studies on the seeds of this plant led to the isolation of
several limonoids.” In addition, it was demonstrated that
an EtOH extract of this species significantly reduced the
larval weight of the variegated cutworm, Peridroma
saucia.” As a part of the present investigation, it was
found that the initial CH,Cl, extract prepared from the
wood of this species induced significant feeding deterrence
against the rice weevil (Sitophilus oryzae). Subsequently,

* Taken in part from the Ph.D, thesis of Marda del Carmen Ramirez.

Keywords: dolabellanes; diterpenes; Trichilia trifolia; conformation;
configuration, X-ray crystal structures; antifeedants.

* Corresponding authors. Tel: +52-5622-5289; fax: -+352-5622-5329;
e-mail: rachel @servidor.unam.mx or ccerda @mail cinvestav.mx

0040-4020/00/% - see front matter © 2000 Published by Elsevier Science Ltd.

PI: 50040-4020(00)00423-3

fractionation of the active extract led to the isolation of
three novel dolabellane diterpenes, namely, (1R3E,7Z,
118,1285)-dolabella-3,7,18-trien-17-0tc acid (1), (1R3E,
6R,72,118,128)-dolabelia-3,7,18-trien-6,17-okide (2} and
(1R,35.4R,7Z,1185,125)-3-hydroxydolabella-7,18-dien-4,17-

olide (3). In this paper, we describe the structure elucidation,

the absolute configuration, detailed conformational analysis
guided by molecular mechanics and the feeding deterrence
activity against the rice weevil 8. oryzae of compounds 1-3.

Results and Discussion

Compound I was isolated as colorless crystals. Its molecular
formula was determined as CypH350, by HRMS in conjunc-
tion with the NMR data. Upon treatment with diazo-
methane, 1 readily formed the methyl ester 4. This result,
as well as the strong absorption at 1681 cm™! in the IR
spectrum, was consistent with the presence of an o,B-
unsaturated carboxylic acid. The UV absorption bands and
the '*C NMR signal at 8¢ 173.4 supported the conjugated
functionality. The 'H and '*C NMR spectra of 1, shown in
Tables 1 and 2, respectively, were cguite similar to those of
edunol’ and related compounds’’ suggesting that 1
possessed the same basic dolabellane skeleton. The struc-
ture of dolabellane I was ascertained from the comelations
found in the 'H-'H COSY, HMQC and HMBC contour
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femir . 'H NMR chemical shafts (measured in ppm at 500 MHy from CDCH solutions with TMS as the internal standard), multiplicities and coupling

« wants fcoupling constants are in Hz) of dolabellanes 1-3 (assigrments are supported by COSY. HMQC and HMBC experiments)

1

2

3

2.22dd (120, 13.0)
1.73 dd {13.0,4.0)
523 brdd {11.5, 3.0)

209 dd (14,0, 8.0
1.81 dd (14.0. 8.0y
5.0 tg (8.0.1.0)

198 brd¢15.5)
1.50 dd (155, 6.5)
4.68 br d (6,5)°

231 m 2.35dd (14.5. 4.0 1.90 m (14.2.6.3. 2.1)°
218 m 278 dd (14.5, 3.3 24414 (14.2,13.3, 5.5
3.32m 5.221dd (3.8, 2.3, 1.%) ‘248 m (14.1, 133, 6.3, 5.4
231m - 216 m(14.1,83, 55 2.0)" =
593 dd (11.8, 3.5) 6.82 br 1 (1.5) 6.14 br dd (8.3, 5.4 =
2.46 br ddd (13.1, 7.6, 5.2) 1.95 dad (13.0. 10.5. 6.0) 2.56 tdt (13.5, 3.0, 1.5) 3
2.16m 2.46 didd (13.6, 3.5, 2.5.1.5) 2.25 br ddd (13.5, 3.8, 2.5) Pt a

: 1.46'm 139 m 1.68m Lot P )

s 1.29 dad (14.6, 7.4, 4.5) 1.39 m 145 m oo
173 m 1.69 m 112 m (=]
269 br ¢ (7.5) 263 br1d (9.5, 8.0) 3.02brtd (11.0,8.5) = e
1.60 m 160 164 m b
1.60 m £.60 m 164 m Eﬁ

.. 1.48 m }.42 m 137t (12,5, 7.5)
1.55 m .46 m1d (12.0. 8.0) 144 m i
107 5 0.87 s 0.95 5 £xa
1.57 5 1.6 s 1.33 s
1645 178 s [.64 s

467 m 4,75 dguint (2.5, 1.0) 4.74 dquint (2.5, 1.0}

’ 4.80dq (2.5.1.2) 490 dg (25.1.2) 4.88 dg (2.5,1.2)

t pon D.O addition,

brsta obtained by spectral simulation with a correlation coefficient of 0.56 Hz.

rots. Altogether, this evidence suggested that compound
i rmight possess a dolabella-3,7,18-trien-17-0ic acid struc-
ture. Subsequently, an X-ray crystallographic analysis
vonfirmed the structure and stereochemistry as depicted in
tig 1. Compound 1 crystallizes with two chemically
wentical but  crystallographically different molecules,
which differ mainly in the onentation of the carboxylic
acrd moiety. The 5- and 1I-membered rings are joined in
a trans fashion and the stereochemistry of the double bonds
a1 C-3 and C-7 is E and Z, respectively. The conformation in
the solid state results in the S-membered ring adopting an

Table 2. *C NMR chemical shifts of dolabellanes 1-3. (Measured in ppm
at 1257 MHz from CDCl, solutions with TMS as the intemal standard.
Assignments are supported by DEPT, HMQC and HMBC experiments)

Carbon 1 2 3

] 46.6 46.3 43.3
2 434 41.3 480G
3 125.4 129.1 70,7
4 135.2 128.9 850
5 398 40.4 35.6
6 259 80.4 234
7 149.4 148.0 1333
8 126.3 134.3 140.3
G 32.5 26.3 348
1 255 219 27.2
11 42.0 422 483
12 50.8 50.3 51.0
13 284 28.5 277
14 42.2 41.1 42.8
15 24.0 25.4 9.8
16 15.5 20.1 22.6
17 173.4 1736 1719
18 - 1468 145.9 147.0
16 232 234 22.9
20 111.3 112.3 1136

envelope conformation with the C-12 atom lying out of the
plane. The conformation of the cycloundecadiene ring is
such that the vinylic methy] group (C-16) and the carboxyl
group (C-17} are both oriented towards the same side of the
molecule, with their directions varying from being parallel
by 29.7°. The structure shows significant strain in the
crystalline lattice as indicated by deviation from planarity
of the double bonds. The C-C=C-C torsion angles are
A(3,4)=169°, A(7.8)=168". The molecules are packed in
the crystal forming centrosymimetric dimers as frequeatly
found in compounds containing a carboxylic acid unit.

The molecular formula of 2 was established as CyH 205 by
HRMS. The IR spectrum showed the presence of an «,B-
unsaturated +y-lactone. The 'H and '*C NMR spectra of 2
(Tables I and 2) were similar to those of 1. 'H~'H COSY,
HMQC and HMBC experiments confirmed this assumption.
The structure of 2 was unambiguously assigned as
(1R,3E,6R,7Z,118,125)-dolabella-3,7,18-trien-6,1 7-olide

by X-ray crystallography (Fig. 2). Compound 2 also crystal-
lizes with two chemically identical but crystallographically
different molecules, the conformations of which are similar
but very different from those of 1 (Fig. 1}.
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Figure 1. X-Ray diffraction structures of 1 and 2.

Dolabellane 3 had the molecular formula CypH300s, as
determined by HRMS and °C NMR, signifying six sites
of unsaturation. A direct comparison between the NMR

spectra of 3 (Tables 1 and 2) with those of 1 and 2 indicated |

the structural similarity of these compounds and revealed
the presence of two features unique to 3, namely, a

secondary carbinol functionality and an o,[3-unsaturated
e-lactone moiety. The carbinol group was supported by
the presence of one oxygen-bearing methine at &y 4.68
{br m), which became a broad doublet upon addition of
D,0. In the HMQC spectra, this signal correlated with
that at ¢ 70.7. The IR absorption band at 3624 cm™' and
the formation of the monoacetyl denvative 5 confirmed the
presence of a free hydroxy! group. The '*C NMR signals at
8¢ 85.0 and 171.9 as well as the IR band at 1702 cm ™' were
consistent with the presence of an o,3-unsaturated e-lactone
moiety. The dolabeliane skeleton in 3 and the allocation of
the functional groups were confirmed by an HMBC experi-
ment. Thus, an unusual four-bond correlation was found
between C-17 and the protons of Me-16, which is feasible
due to the perfect W-type arrangement presert in the C(17}-
O(4)~-C(4)~C(16)~-H(16) moiety. This correlation, together
with those of C-4/H-2a.H-3,H-5b,H-6b,H-16 and C-17/H-

. 9a,H-9b indicated that the e-lactone was positioned between

C-4 and C-17. On the other hand, the correlations C-1/H-
2a,H-2b; C-4/H-2a,H-3; C-3/H-2aH-2bH-52,H-5bH-16;
and C-5/H-3,H-16 were in agreement with the disposition
of the secondary hydroxyl at C-3. The stereochemistry and
conformation in solution of 3 was determined taking into
account the correlations found in its NOESY spectrum in
combination with a molecular mechanics'' model (Fig. 2;
Eumx=51.9 kcal/mol), which was validated by comparing
the calculated'”'® and the observed vicinal coupling
constants (Table 3). As represented in Fig. 2, the correla-
tions H-3/H-5b,H-7,H-10b,H-15 and H-7/H3,H9 indicated
that these atoms were located in the B-side of the molecule,
supporting the Z configuration of the C-7 double bond and
the stereochemistry at C-3 and C-4. The strong NOE
interactions H-11/H-2a,H-9a,H-12 located these atoms in
the a-side of the structure, revealing not only the trans
stereochemistry between C-15 and H-11, but also the cis
relationship between C-15 and the isopropenyl side chain,
as in 1 and 2.

OR

n

el
/|

e

The conformation in solution of 1 and 2 were also analyzed
employing the same methodology. For dolabellane 1, the
strong NOESY interactions between H-3/H-7 Me-15; H-7/
H-9b,Me-15; and H-9b/Me-15, together with the trans-
diaxial couplings J.3=12.0 and Je,7=11.8 Hz, indicated
that the C(2)-C(3)~C(4)~C(5)~Ci{6)}~C(T) fragment of 1
was quite rigid, in contrast with the rest of the structure,
where the averaged couplings (ca. 7.5 Hz) observed for
H-9a, H-10b and H-12 evidenced the presence of a dynamic
conformational behavior. The search for the minimum
energy conformations by means of molecular mechanics
indicated the presence of an equilibrium between two
relevant conformations (1a and 1b, Fig. 3), whose geometry
in the C(2)-C(3)-C(4)-C(5)-C(6)-C(7)—C(8) fragment is
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Figure 2. Minimum energy structure of 3, showing relevant NOESY correlations.

wdentical,  The minimum energy conformation la
1Evux=37.8 kcal/mol) was in close agreement with the
vontormation found in the solid state. The presence of the
second mintmum conformation 1b at (Eywvx=38.7 kcal/
mol} was experimentally supported by strong NOESY
interactions between H-7/H10b and H-10b/Me-135 (Fig. 3).

In the case of dolabellane 2, its NOESY spectrum displayed
the correlations H-3/H-5a,H-7,H-11 (located in the a-side of
the molecule) and H-3/H-5b,H-15 (located on the B-side).
These data, together with the coupling constants
Jroa=Jn3=8.0 Hz, clearly indicated the presence of a
conformational equilibrium. This was in agreement with
the conformational search, also achieved by molecular
mechanics, which exhibited the presence of two relevant
conformers represented in Fig. 3. Structure 2a, which was
very similar with that found in the solid state, corresponded

Table 3. Selected dihedral angles (Pmmx in degrees), calculated coupling
constamis (J.u in Hz) and observed coupling constants (Ja, in Hz) for
dolzbeilane 3

H\'X)—chm}‘]()’) Xy ‘I}MMX Jcalc -{obs
22.3 —-107 28 2.5
26,3 +13¢ 6.1 6.5
5a,6a -5 4.7 6.3°
Sa,6b +65 2.1 21"
Sb.6a - 164 12.7 13.3°
Sb.6b —48 54 . 5.5°
6a.7 +13] 6.5 5.4°
6b.7 +16 6.3 i
92,108 +60 1.6 3.0
9a,10b 4180 133 13.5
-9b.10a ~46 5.6 35
9b,10p +65 2.2 . 25
1,12 -4 103 11.0
12,83 +38 68 8.5
12.13b +160 11.2 11.0
13a,14a —~46 5.7 75
13b,14b ~ 166 12,7 12.5

* Estimated from Wy,
* Determined by spectral simulation.
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to the most stable conformation in solution with
Enpax=47.8 keal/mol, while 2b, obtained by simultaneous
rotation of the C{2)-C(3) and C{4)-C(5) bonds, corre-
sponded to the second mimmum conformation
(EMM)(348.5 kcal/mol).

Regarding the absolute configuration of the dollabellanes
isolated in the present study, compound 3 was selected for
the configurational analysis because, as revealed by the
conformational analysis reported herein, it possesses a
rigid structure and alsc an inherently dissymmetric chromo-
phore, since the C==C~C=0 moiety is not planar. This
molecular arrangement was also evidenced by the low
molar absorptivity of the K— and R-bands in the UV spec-
trum. According to Snatzke,' the rotatory strength of such
chromophores can assume values approximately 100 times
greater than inherently symmetric but dissymmetrically
perturbed chromophores. In addition, he stated that the
rules for unsaturated ketones can be applicable to unsatu-
rated lactones.® The CD spectrum of 3 displayed the
K-band absor?txon at 245 nm with a positive value of
Ae=+2.0%10°, while the R-band was observed at 300 nm
with Aew=—4. 6><103 Therefore according to the rules for
C=C-C==0 systems,* lhese values correspond to a posi-
tive chirality as shown by the minimum energy structure of
3, where the C=C-C==( dihedral angle is &=+136".

Compounds 2 and 3 might be biogenetically derived from
acid 1. Thus, hydroxylation of 1 would give (1R,3E,6R,
7Z,118,125)-6-hydroxydolabella-3,7,18-trien-17-0ic  acid,
which upon internal lactonization would lead ultimately to
compound 2. On the other hand, the lactone ring in
compound 3 can be envisaged as arising via nucleophilic
attack of the acid group on to the epoxide moiety in inter-
mediate  (1R,35,45,7Z,115,125)-3,4-epoxydolabella-7,18-
dien-17-oic acid, biosynthesized by epoxidation of the
C-3/C-4 double bond of compound 1. According to the
molecular model of this intermediate, it is possible that
the Z configuration of the C-7/C-8 double bond could facili-
tate and also direct the lactonization process. Therefore,
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2b

Figure 3. Minimum energy structures of 1 and 2, showing the conformational equilibrium and relevant NOESY correlations,

based on biogenetic considerations, 1 and 2 should have the
same absolute configuration as 3. It is relevant to mention
that this is the first description of the absolute configuration
of higher plant dolabellanes. Interestingly, our results
revealed that higher plants, liverworts and algae dolabel-
lanes possess the same absolute configuration. On the
other hand, there seems to be an antipodal relationship
between coelenterate and higher plant dolabellanes.
Compounds 1-3 are the first dolabelianes reported so far'®
to have the isopropenyl group at C-12 in the B-configura-
tion. From a chemotaxonomic point of view, the results of

Table 4, Antifeedant activity of the extract from the wood of 7. trifolia and
dolabetlanes 1-5. Means followed by * are significantly different from
control in Bonferroni contrasts. Values in parentheses indicate standard
deviation. P (significance level)=0.05

Treatment Mean diet consumed {mg/day)
Control 7.61 (1.59)
Extract 1.62 (0.37p*
1 17 (0.28)*
2 3.36 (142
3 E03 (0.53y*
4 6.74 {0.68)
5 6.61 (0.20)

the present investigation represeht' the first report on the
presence of dolabellane diterpenes in a member of the
Meliaceae family and the second from higher plants.

Finally, based on the flour-disk bioassay,'” compounds 1-3
showed significant (P=(.03) feeding reduction with S
oryzae {Table 4). However, compounds 4 and 5 were
inactive suggesting that the carboxyl and hydroxyl function-
alities in 1 and 3, respectively, are important stroctural
requirements for the observed activity. The bioassay results
suggest that these compounds may have a defensive role in
the host plant.

Experimental
General methods

Melting points were measured on a Fisher-Johns apparatus
and are uncorrected. Optical rotations were taken on a
JASCO DIP-360 polarimeter. UV spectra were obtained
on a Shimadzu 160 UV spectrophotometer in MeOH
solutions. CD spectra were measured on a JASCO 720 spec-
tropolarimeter at 25°C in MeOH. IR spectra were recorded



. KHi1 dises on a Nicolet FT-3X-IR. specirophotometer.

< ~oi MHz) and ''C (125 MHz) and 2D NMR spectra (al)

+ iw |1 were recorded either on a Bruker DMXS00 or on

i VXR-3008 instrument using TMS as the internal

cwtard Mass spectra were recorded on a JEOL IMS-

sy s HA instrument, at an ionization energy of 70 eV.

pii ¢ was carried out with a Waters HPLC instrument

+arpped with a Waters 996 UV photodiode array detector

41 209-214 nm, using a silica gel column (19 mm

<= Wiymm) at a flow rate of 6.7 mL/min. Control of the

- uipment. data acguisition, processing, and management

-« hromatographic information were performed by the

S oenmum 2000 software program (Waters). Column chro-

~atopraphy: silica gel 60 (Merck, 70-230 mesh). TLC:
o gt‘E 60 Fasy {(Merck). .

Mant material

oo wood of T rrifolia was collected in Yucatdn, México in
fune 1996, A voucher specimen (J.C. Tun 643) is deposited
.+ the Herbarium of the Universidad Auténoma de Yucatin
taADY L México.

t straction and isolation

T anr-dried and milled wood (6.2 kp) was extracted with
O (12 1.x3). Evaporation of the solvent in vacuo
attonded 130 ¢ of a brown residue. The concentrated extract
was subjected to Si gel (1300 g) column chromatography
using F0:0~+0:10 gradient mixtures of hexane~EtOAc as
the eluent. Fractions were pooled based on their TLC profile
e vield 14 primary fractions, designated as I-XIV. Fraction
V1T 12,15 g). eluted with hexane—EtOAc (95:5) was further
vhromatographed on Si gel (44 g) using hexane—EtOAc
197 31 as ejuent, Five tertiary fractions were obtained
tVITA-VIIE),  Fractions VIB (133 mg) and VIID
431 mg) were purified by HPLC [hexane—i-PrOH-MeOH
(90 5:5)} to yield 1 (304 mg) and 2 (15 mg), respectively.
Primary fraction XII (4 g), eluted with hexane-EtOAc
t%.2). was subjected to column chromatography on Si gel
160 g using a gradient, of hexane—-EtOAc (10:0—0:10) to
vield twelve fractions XIIA-XIIG. Fraction XIIG (360 mg)
gave 10 mg of pure vanillin after purification by HPLC
(hexane—i{-PrOH-~-MeQH 90:5:5). Fraction XIIH (316 mg)
was repeatedly chromatographed on HPLC (hexane-i-
PrOH-MeOH 90:5:5) to give 3 (51 mg}.

(1R,3E,7Z,115,128)-dolabella-3,7,18-trien-17-0ic acid (1).
cotorless crystals; mp 100-103°C; [elp=-131 (c=1,
MeOH); UV (MeOH) A (log €) 204 (4.14), 225 (3.92)
nm; CD (MeOH) Ae (nm) —7.3x10° (213),+2.6x10° (245),
~1.8x10% (263); IR (KBn) Vg 3420, 3082, 2920, 1681,
1641. 1271, 882 em ™' 'H and "“C NMR (Tables 1 and 2);
EIMS m/z 302 [M*(78)). 287 (8), 259 (23), 257 (8), 233
(1) 219 (9), 191 (44), 189 (18), 164 (91), 136 (89), 135
(100), 121 {98), 93 (48), 79 (33}, 67 (31), 41 (29); HRMS
miz 302.2248 (caled for CyHip0,, 302.2246).

{1R,3E.,6R,7Z,115,125)-dolabella-3,7,18-trien-4,17-0lide
£2). colorless crystals; mp 83-86°C; |a]p=++32 (c=1,
MeOH), UV (MeOH) A, (loge) 204 (3.86) nm; CD
(MeOH) Ae (am)+3.5%10° (213); IR (KBr) v, 3621.
2976, 1750. 1046 ™" 'H and '*C NMR (Tables 1 and

3%
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2). EIMS m/z 300 [M7(28)], 273 (4), 257 (8). 232 (26},
206 (6). 205 (6). 189 (7). 165 (15), 136 (100). 121 (68).
93 (90), 79 (18), 67 (11), 55 (8), HRMS m/z300.2085
{caled for CopH2:0;. 300.2089).

(1R,38,4R,7Z,115,125)-3-hydroxydolabella-7,18-dien-4,
17-olide (3). colorless crystals; mp 196-197°C: {a]p=+16
(e=1, MeOH), UV (MeOH) A, (log €) 204 (3.82), 228
(3.74) nm: CD (MeQH) Ae (nm) +2.0x10° (245).
~4,6%10° (300); IR (KBr) v, 3624, 2976, 1702, 1389,
1046, 887 cm”'; 'H and "C NMR (Tables 1 and 2)
EIMS m/z 318 (15), 300 (20), 285 (12), 274 (63), 257
(300,246 (35), 231 (21), 216 (30), 204 (34), 191 (30), 173
(32), 161 {40y, 146 (70). 135 {100}, 121 (79), 107 (79), 93
(79), 79 (52), 67 (52}, 43 (20): HRMS m/z318.2192 (calcd
for CagHp0s, 318.2195), )

(1R,3E,7Z,118,125)-dolabelia-3,7,18-trien-17-0ic  acid
methyl ester (4). Methylation of 1 (20 mg) with an excess
of ethereal diazomethane afforded 4 (12 mg), mp 122-
124°C: [a)p=—152 (c=1. MeOH); UV (MeOH) A .
(log €) 204 (4.06), 227 (3.81) nm; IR (KBr) v, 3077,
2924, 2862, 1713, 1195, 884; 'H NMR (CDCly) & 1.07
(3H, s). 1.29 (1H, ddd, J=146, 7.4, 4.5Hz). 1.39 (1H.
m), 1.46 (1H, m), 1.53 {1H, m), 1.55 (3H. s). 1.59 (ZH,
m), 162 (3H. s). 1.73 (IH, m) 1.73 (1H, dd, J=13.0.
40Hz), 2.16 {1H, m} 2.18 (1H, m), 2.22 (1H. dd.
J=12.0, 13.0Hz) 231 (IH, m), 2.46 (IH, br ddd,
J=13.1, 7.6, 5.2 Hz), 2.69 (1H, br q, J=7.5 Hz), 3.25 (1H.
m), 3.69 (3H.s). 4.65 (1H, m},4.80 (1H, m), 5.22 (1H, brdd,
J=11.5, 3.0 Hz), 5.76 (I1H, dd, J=11.8, 3.5 Hz); *C NMR
(CDCi3) 8 15.4 (C-16), 23.2(C-19), 24.0(C-15), 25.5 (C-6),
25.6 (C-10n, 284 (C-13), 32.7 (C-9), 39.8 (C-5), 41.8
(C-11), 42.2 (C-14), 43.4 (C-2), 46.0 (C-1), 50.7 (OMe),
S09(C-12), 111.1 (C-20), 125.4 ¢{C-3), 129.9 (C-8), 135.2
(C-4), 146.4 (C-7), 146.9 (C-18), 174.0 (C-17); HRMS m/:
316.2406 (calcd for CyH300,, 316.2402).

(1R,35,4R,7Z,115,125)-3-acetyloxydelabellz-7,18-dien-4,
17-olide (5). Acetylation of 3 (5 mg) using Ac,O—pyridine
at 25°C for 24 h gave 5 (3 mg), mp 162-164°C; [a]p=—40
(c=1, MeOH); UV (MeOH) A,,,, (log €) 204 (4.12), 232
(3.52) nm; IR (KBr) v,,, 2923, 2851, 1734, 1717, 1237,
1025, 800; '"H NMR (CDCl,) 8 .74 (3H, s), 1.34 (3H, s),
1.37 (31H, td, J==12.5, 7.5 Hz), 1.62 (3H, 5), 1.93 (1H, br d
J=1535 Hz), 2.07 (3H, s), 2.16 {1H, m), 2.32 (1H, m), 3.04
(br q. J=10.7 Hz), 4.73 (1H, dq, /=2.5, 1.0 Hz), 4.86 (1H,
dq, J=2.5,1.2 Hz), 6.16 (1H, br d, J=6.5 Hz), 6.28 (1H, dd,
J=84, 5.7 Hz); °C NMR (CDCl;) § 18.3 {C-15), 21.2
(OAC), 22.7 (C-16), 22.7 (C-19), 22.7 (C-6), 26.0 (C-10),
27.7(C-13), 33.9(C-9), 37.0(C-5), 41.9 (C-14), 44.0(C-1),
47.7(C-2),48.8 (C-11), 50.2 (C-12), 70.0(C-3), 85.0 (C-4),
1133 (C-20), 133.2(C-7), 140.2 (C-8), 147.0 (C-18), 170.2
(OAc), 171.0 (C-17); HRMS m/z 360.2305 (calcd for
CyH3,04, 360.2300).

X-Ray crystatlographic analysis of 1 and'2'"®

X-Ray data were collected on a Siemens P4/PC diffract-
ometer using graphite monochromated MoKa. Data sets
were corrected for Lorentz-polaiization effects but not
absorption correction was applied, space groups were
assigned on the basis of systematic absences. For both
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campounds the structures were solved by direct methods
using the program SIR92" and the structure refinements
were portormed by full-matyix least-squares with aniso-
tropie tempersure factors for the non-hydrogen atoms and
IsOtfop lemperature fagtors for the hydrogen atoms. using
the sHE? X1-Q7 program.”

Molecular modeling calculations

Minmimuom energy structures were generated using the MMX
[orce-tield as implemented in the PCMODEL molecular
modeling program V 6.00 (Serepa Software, Box 3076,
Bloamington, IN 47402-3076). The systematic conforma-
ttonal search for the 5- and I i-membered rings was carried
aut vonsidering dihedral angle rotations of ca. 20° in those
bonds which allowed such movement, according to a
Dreiding model. The Eyvyx values as well as the comparison
between the observed and calculated 'H-'H vicinal
couphing constants were used as the convergence criterion.
The m-system calculations were set for the Restricted
Hartree ~Fock and Full Self Consistent Field options.

:ifeeding inhibition assay on the weevil rice S. oryzae

The antifeedant activity of the extract and pure compounds
was determined by a choice test using S, orviae as
previously described.'” The extract and compounds were
dissolved in 70% ethanol and added to wheat flour disks'’
10 give final concentrations of 0.5% or 0.05 (w/w). The
disks were allowed to dry. Then 10 weighed disks were
piaced in a Petri dish with 25 adult insects (2--7 days post
smergence). After 72 h the disks were re-weighed. Four
replicates were prepared for each concentration. The same
procedure was used for negative controls containing only
solvent. The results were analyzed by the Systat version 4.1
statistical software (Analytical software, PO Box 12185
Taitahassee FL).
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