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RESUMEN

El estudio fitoquimico biodirigido del extracto de la corteza fresca del arbol Metopium
brownei (Jacq.) Urban utilizando como bioensayos la determinacion de la toxicidad para cl
crustaceo Artemia salina Leach (CLsy= 123.93 pg/ml) y la evaluacion del efecto sobre el
crecitmiento radial de las especies de hongos fitopatogenos Helminthosporium longitrostrastum y
Fusarium oxysporum permitié el aislamiento y la caracterizacion de tres compuestos del lipo
3-alquilcatecoi. Los productos aislados se caracterizaron por métodos espectroscopicos y
espectrométricos como el 3-pentadecilcatecol (23), 3-(10’Z-pentadecenil)catecol (21)y el 3-(10°Z,
13’ E-pentadecadienil)catecol (37). El tltimo catecol constituye un nuevo producto natural.

La mezcla de los alquilcatecoles demostrd una actividad significativa sobre le crecimiento
radial de las especies de hongos fitopatogenos Helmintosporium longirostrastum y [Fusarium
oxysporum. La inhibicién del crecimiento radial inducida por la mezcla de los 3-alquilcatecoles
sobre los dos hongos de prueba fue muy similar a la demostrada por el fungicida comercial captan
utilizado como un control positivo,

Los resultados de esta investigacion indican que Metopium brownei, al igual que otros
miembros de la familia Anacardiaceae, contiene alergenos del tipo 3-alquilcatecol. De tal forma
que su empleo eﬁ la medicina popular constituye un riesgo considerable para la salud de los

usuarios de esta especie en el sureste de México, donde la planta es particularmente abundante.



ABSTRACT

GC-MS has been used to analyzed and characterize the mixture of bis-trimethylsilyl
derivatives of 3-n-alk(en)ylcatechols (urushiol) from the stem bark of Metopium brownei
(Anacardiaceae). According to the analysis the urushiol sample consisted largely of 3-n-
pentadec(en)ylcatechols (99.11%), while the homologues n-Cy; substituted catechols were present
in trace levels (0.89%).

The acetone extract from the stem bark demonstrate a significant antifungal activity against
Fusarium oxysporum and Helminthosporium longirostrastum. The extract also displayed
significant toxicity to brine shrimp, the LCso was 123.93 pug/ml. Bioactivily guided fractionation of
the active extract led to isolation of a mixture composed by three n-C)s-alkyl(en)y! catechols.

The catechol mixture exhibited a noted fungitoxic activity against both target fungi and
was also toxic to A. salina (LCs= 89.13 pg/ml). The fungitoxic activity of the mixture was
comparable to that induced by captan a commercial fungicide.

HPLC separation of the methylated catechol active mixture allowed the isolation and
identification of 21and 37 as their methyl ether derivatives. On the other hand, preparative TLC
argentation chromatography of the acetylated mixture led to the isolation of 21, 23 and 37 as their
acetyl derivatives, The compounds were characterized by spectroscopic and spectrometric
analyses.

The methylated and acetylated mixtures devoid the fungitoxic and larvicide effects of the
underivatized mixture, suggesting that the catechol portion is an important structural feature for
activity.

The results of this investigation results indicates that Metopium brownei, as the members
of the Anacardiaceae family, contains 3-alkylcatechols type of allergens. Therefore, its use in the
popular medicine constitute a considerable hazard to the health of users in Southeastern Mexico,

where this species is particularly widespread.
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I. INTRODUCCION

1.1 Antecedentes sobre Metopium brownei.,

Metopium brownei (Jacq.) Urban [Sin: Rhus metopium L., Terebinthus brownei
Jacq.] (Standley, 1939), es un drbol (Figura 1) perteneciente a la familia Anacardiaceae
(Tribu Roideae). Se le conoce con los nombres comunes de "chechen”, "kabal chechen",
"box chechem” y madera negra venenosa (Cabrera, 1938; Martinez, 1989). Desde ¢l punto
de vista medicinal se le atribuyen propiedades antirreumaticas, sedantes y diaforéticas
(Cabrera et al., 1992). También se le considera efectivo para el tratamiento de la viruela, el
sarampion y la erisipela (Martinez, 1989). Cabrera y colaboradores (1992) en su libro
"Imagenes de la Flora Quintanarroense” hacen una descripcion boténica detallada de la
planta,

Quizas la caracteristica mds distintiva de este arbol es su resina cdustica, la cual se
oscurece al contacto con cl aire y produce afecciones dérmicas y respiratorias, Cabe
destacar también que la bella madera de esta planta es altamente apreciada para la
fabricacién de chapa, duela, piso y lambrin. Sin embargo, las afecciones dérmicas y
respiratorias producidas en los asefraderos y fabricas de muebles por la resina cdustica,
constituyen un impedimento para su industrializacion (Cabrera ef al., 1992). La especie se
distfibuye exclusivamente en la vertiente del Golfo de México, de Veracruz a Quintana
Roo, en donde es muy abundante, habitando las selvas alta y mediana subperennifolias y
mediana subcaducifolia, codominando los estratos superiores; en suelos someros con buen
drenaje, es comin encontrarle asociada a tintales y manglares. Siendo muy resistente al
fuego, crece en manchones puros favorecidos por las quemas (Cabrera et al., 1992).

Ademds de Metopiun brownei el género incluye la especie Metopium toxiferum. La
madera de ambas especies ha sido investigada desde el punto de vista quimico como parte

de un estudio quimiotaxondmico de varias especies de la famila Anacardiaceae. La



investigacion permitié determinar la presencia de ocho Havonoides (1-8) en Metopinn
brownei y de cinco flavonoides (1,3 y 6-8) en Metopium toxiferum (Young, 1975; 1979). [l
contenido de flavonoides de la madera de las especies de Metopium se determind mediante
un analisis cualitativo mediante cromatografia cn papel y en ninguno de los casos se
aislaron los compuestos detectados cromatograficamente (Young, 1975; 1979). En el
Cuadro | se ilustran las estructuras de los flavonoides detectados en la madera de las dos
especies de Metopiwm.

Recientemente, el estudio fitoquimico convencional del extracto CHCIy-MeOH
(1:1) de las hojas y ramas de M. brownei permitid el aislamiento y la caracterizacion del
cido masticadiendnico bajo la forma de su éster metilico (11a) (Cuadro 2). El producto
natural (11) no demostrd toxicidad contra ¢l crustdceo 4. salina, ni demostré efecto
inhibitorio sobre el crecimiento radicular de A. hypochondriacus y E. crusgalli (Rivero,
1994).

Por otro lado, el estudio fitoquimico biodirigido del extracto CHCl;-MeOH (1:1) de
la madera utilizando como bioensayos la determinacion de la toxicidad contra el crustaceo
A. salina y el efecto inhibitorio del crecimiento radial de tres hongo's fitopatégenos permitid
el aislamiento de dos flavonoides. Estos fueron caracterizados por métodos quimicos y
espectroscdpicos como la dihidroquerceting (9) y el eriodictiol (10). La dihidroquerceting
(9) constituy6 el principio bioactivo mayoritario y demostro una actividad antifiingica
significativa contra Pythium sp., Fusarium oxysporum y Alternaria sp. El eriodictiol (10)
fue el responsable del efecto larvicida en contra del crustdceo A. salina demostrado por el
extracto total de la madera de M. brownei (Rivero, 1994).

Por Gltimo, el andlisis del extracto hexdnico de la corteza de M, b)_'mmei mediante
cromatografia de gases acoplada a un sistema de espectrometria .de masas (CG-EM)

permiti6 la deteccion de una mezcla de  3-alquilcatecales  (Rivero, 1994).



Figura 1. Metopium hrownei (Jacg.) Urban (Anacardiaceac).



CUADRO 1. Flavonoides detectados mediante cromatografia en papel en las especies

Metopium brownei 'y Metopiun toxiferun .

ESTRUCTURA

COMPUESTO

REFERENCIA

HO‘\ O|‘ .....
# OH
0

Fisetina (1)

Young, 1975; 1979

Glucofisetina (2)

Young, 1975; 1979

3, 4, 7-trihidroxiflavanona (3)

Young, 1975; 1979

Fustina (4)

Young, 1975; 1979

2, 3-0-B-diglucobuteina (5)

Young, 1975; 1979




CUADRO 1. Flavonoides detectados mediante cromatografia en papel en las especies

Metopium brawnei y Metopium toxiferum (continuacion).

ESTRUCTURA COMPUESTO REFERENCIA
OH
HO 0
Q;ﬁ“--gm Rengasina (6) Young, 1975; 1979
OCH, ©
Ho o o Young, 1975; 1979
WCH o Sulfuretina (7)
OH ©
GO o O-Glu 3', 6-O-P-diglucosulfuretina - | Young, 1975; 1979
oH O




CUADRO 2. Metabolitos secundarios aislados e identificados de las hojas y madera de la

especie Metopium brownei.,

ESTRUCTURA COMPUESTO REFERENCIA
OH
OH
dihidroquercetina (9) Rivero, 1994
HO 0
OH
OH O
OH
OH
eriodictiol (10) Rivero, 1994
HO O .-
OH O
;\;/\RCOOH acido masticadienénica(11) Rivero, 1994

1.2 Generalidades sobre los 3-alquileatecoles (urusioles) y los 4-alquileatecoles

(titsioles).

Los 3-alquilcatecoles (urusioles) y 4-alquilcatecoles (titsioles) son metabolitos
secundarios del tipo Cg-Cy,, caracterizados por la presencia de un nicleo catecdlico y de

una cadena lateral lipofilica de 15 ¢ 17 dlomos de carbono ubicada en la posicion 3 6 4 del



anillo aromdtico (Tyman, 1979 y 1991). Su distribucion en ¢l reino vegetal se encuentra
restringida a algunas especies de la familia Anacardiaceae. Como se puede apreciar en las
estructuras del Cuadro 3, las cadenas laterales pueden ser saturadas o insaturadas.

En el caso de las cadenas de 15 atomus de carbono la doble ligadura en las cadends
monoinsaturadas se puede encontrar en C-8 (18) o C-10 (19) con una configuracion Z. En
las cadenas di-insaturadas las dobles ligaduras se ubican en C-8 (16) y C-11 (17). Por
ltimo, en las cadenas triinsaturadas las insaturaciones se encuentran en C-8, C-11 y C-13
(14) o en C-8, C-11 y C-14 (15). La configuracion de las dobles ligaduras en las cadenas
que contienen mas de una insaturacion es variable (Tyman, [979 y 1991).

Las cadenas laterales de 17 dtomos al igual que las de 15 dtomos de carbono pueden
ser saturadas o presentar una, dos o tres insaturaciones. En las cadenas monoinsaturadas la
doble ligadura esta presente en C-10 (26) 6 C-11 (27), con una configuracion Z. En las
cadenas con dos insaturaciones las dobles ligaduras se encuentran en C-8 y C-11 (25) o0 C-
[0y C-13 (24) y en ambos casos la configuracion es Z. En las cadenas tri-insaturadas las
dobles ligaduras generalmente se localizan en C-10, C-13 y C-15 (22) 0 C-10, C-13 y C-16
(23) y la configuracion de las mismas es variable. En el Cuadro 3 se resumen las estructuras
de los 3-alquilcatecoles y los 4-alquilcatecoles naturales descritos a la fecha, sus nombres
quimicos y sus fuentes naturales. Merecen un comentario especial los compuestos 30-33 los
cuales presentan un residuo fenildecil o fenildodecil en las posiciones 3 o 4 del nteleo

catecdlico, en lugar de'la cadena alquilica o alquenilica observada para los compuestos 9-

29,

Los alquilcatecales se encuentran presentes en la savia, las hojas,’ la madera y-la
corteza de las especies que los biosintetizan (Tyman, 1979 y 1991) y son los pfincipalcs
constituyentes de la laca, obtenida en los paises asidticos, de la savia de varios tipos de
drboles y qu; ha sido utilizada por varios miles de afios como un excelente material de
recubrimiento (Du er al., 1984a; 1984b), En lapdn la savia del arbol Rhus vernicifera se ha

cxtraido sistematicamente desde ¢l siglo VI y también fue nsada en China duvante la



y
i
H

dinastia Chou de 1122 a 249 A,C. La savia ¢s de color blanco-amarillento y por exposicion
al aire se torna primero amarillo-café y por altimo adquiere upa coloracion negra. 1.a savia
es utilizada para el recubrimiento de superficies de madera y metilicas una vez que se le
remueven las "impurezas” y el agua (Du ef al., 1984a; Tyman, 1979; 1991; inter alia). Lin
Corea y China se utiliza la savia de la planta Rhus sucedanea, en Burma y Thailandia la de
Melanogrea usitate (Du et al., 1984a 'y 1986).

Para obtener los alquilcatecoles a pariir de sus fuentes naturales, ¢l material vegetal
s¢ extrae generalmente coh acetona. Posteriormente se separan de otros constituyentes por
cromatografia en columna. Este proceso conduce al aislamiento de mezclas de 3-
alquilcatecoles o 4-alquilcatecoles los cuales se resuelven en sus componentes individuales
mediante cromatografia de gases o HPLC, (Tyman, 1979, 1991; Yamauchi ef a., 1981; Du
etal., 1984a; 1984b y 1986).

Muy a menudo, antes de separar los constituyentes individuales presentes en las
mezclas, los grupos fenoles se derivatizan mediante la formacion de ésteres (acetatos) o
éteres (metil o trimetilsilil éteres). De esta manera, se cevita la posibilidad de oxidacion y se
simplifica el proceso de aislamiento. La separacion de los derivados se realiza también por
HPLC y cromatografia liquida de gases. Recientemente, Yamauchi y colaboradores
lograron separar los componentes del urusiol utilizando columnas de fase inversa
(Tyman,1979; 1991; Ma, 1980; Yamauchi ¢f al., 1981; Du et al.; 1984a; 1984b y 1986)

La identificacion de los compuestos puros y sus derivados se ha realizado mediante
métodos espectroscdpicos (IR, UV, RMN'H, RMNBC y EM) y por sintesis (Tyman, 1979;
1991; Jefferson et al., 1986 ).

Los alquilcatecoles se biosintetizan por la ruta acetato-malonato a partir de un acido
graso de cadena lhrga (unidad de iniciacion) y de la malonil coenzima A (unidad de
extension) (Tyman, 1979; 1991; Gross et al., 1975; Du et al., 1986).

Los alquilcatecoles se han sintetizado para confirmar la estructura molecular de los

productos naturales y para realizar estudios de correlacion entre fa estructura quimica y la



actividad alergénica demostrada por este grupo de compuestos, Los métodos de sintesis
utilizados, incluyen la reduccion catalitica de compuestos derivgdos del acetileno y la
reaccion de derivados de fenil-litio con fosfinas en una reaceion de tipo Wittig. Las dos
estrategias s¢ utilizan para la preparacion de compuestos de cadena insaturada, los cuales
son de utilidad en estudios de desensibilizacion. En este iltimo caso, cabe destacar que
resulta mas sencilla la sintesis de los compuestos poliinsaturados que la separacion a nivel

preparativo a partir de sus fuentes naturales (Jefferson, 1984, Tyman, 1979y 1991).
1.3 Actividad biologiea de los 3-alquileatecoles.

Los 3-alquilcatecoles  (urusioles), los  4-alquilcatecoles  (titsioles) y  los
alquilresorcinoles son los alergenos por contacto responsables de las severas dermatitis
inducidas por varias especies de la familia Anacardiaceae, entre las que destacan las
siguientes: cinco especies del género Toxicodendron (7% radicans, T. rydbergii, T.
toxicarium, T. diversilobum y T. vernix), Rhus vernicifera, Metopium toxiferum y varias
especies de los géneros Semecarpus, Holigarna, Gluta, Smodigium y Melanorrhoea. (Tyler
et al., 1970; Gross ¢t al., 1975; Evans, 1991; Tyman, 1991 y Rodriguez, 1992),

Los urusioles al contacto con la piel de humanos y animales producen una dermatitis
por contacto tardia (DCT) (Gross ef al., 1975; Rodriguez, 1992), Numerosos casos de DCT
se han descrito en carpinteros y empleados de aserraderos que trabajan con las maderas de
drboles tropicales. De acuerdo con estadisticas recientes ¢l 50% de la poblacion de los
Estados Unidos de América es sensible a este tipo de compuestos y se presume que en los
paises en vias de desarrollo un alto porcentaje de personas expuestas a especies de la
familia Anacardiaceae 1ambién son sensibles a estos compuestos (Byers ef al., 1979,
Tyman, 1991 Rodriguez, 1992). |

l.a DCT es el resultado de una reaccidn entre una molécula de bajo peso moléeular

(hapteno) y una proteina presente en la piel. Esta combinacion entre la proteina de la piel y
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el producto de la planta resulta en una nueva estructura molecular la cual no puede ser
reconocida por el sistema inmune del organismo animal. El sistema inmune siempre va a
reaccionar tratando de eliminar esta nueva estructura. Las reacciones de defensa inducen
inflamacion, comezon y enrojecimiento, los cuales son sintomas que se asocian a la
dermatitis por contagto tardia (DCT) (Rodriguez, 1992). La dermatitis inducida por los
urusioles y titsioles es minima en la primera exposicion, pero en exposiciones subsecuentes
y como resultado de la prolongada interaccion entre los linfocitos del sistema inmune y los
alquilcatecoles se produce la formacion de vesiculas llenas de pus y lesiones critematosas
en el sitio de exposicion, reacciones que caraclerizan a una severa respuesta alérgica ya que
aparecen de 24 a 48 horas después de la exposicion. El hecho de que las reacciones por
DCT requieran de la mediacion del sistema inmune se hace evidente por ¢l retardo (12-72
h) para la aparicion de los sintomas. Este retardo de las reacciones que caracterizan a la
dermatitis por contacto tardia, contrasta con las reacciones inmediatas de los compuestos
irritantes Jos cuales no requieren ser “procesados” por el sistema inmune. La reactividad
aparece 2 semanas después de la primera exposicion y persiste por un periodo de 6 a 8
semanas (Byers e al., 1979; Dunn er al., 1982; Rodrigucz, 1992). Los alquilresorcinoles
son fos sensibilizadores menos potentes, sin embargo ellos causan problemas de reactividad
cruzada en personas sensibilizadas con alquileatecoles (Rodriguez, 1992, Tyman, 1991).

Los compuestos quimicos que causan la DCT se caracterizan por ser relativamente
pequeiios (bajo peso molecular), lipofilicos (solubles en grasas o lipidos) y extremadamente
reactivos. Las dos ltimas caracteristicas permiten la ficil penetracion en la piel y una fdeil
combinacion con las proteinas de la piel, respectivamente.

Kittel en 1858 sugirid que el alergeno del zumaque (Rhus toxicodendron) era una
mezela de alcaloides voldtiles, pero en 1915, Majima demostro que el principio téxico cra
el urusiol, ¢l cual consistia en una mezcla de compuestos de naturaleza catecdlica con una
cadena hidrocarbonada en la posicion tres del anillo aromatico. Esta hipdtesis fue

confirmada afios después por Sunthaker y Dawson (Yamauchi e al., 1981).
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CUADRO 3. Resumen de los alquilcatecoles de la familia Anacardiaceae aislados a la fecha.

ESTRUCTURA COMPUESTO Y FUENTE REFERENCIA
NATURAL
OH
OH 3-(8'Z, 11'E, 13'-Z-pentadecatrienil)catecol (12) | Tyman, 1979; 1991;
e — Rhus vernicifera Yamauchi ez al., 1980,
N
Dueral., 1984a
OH
OH 3-(8'Z, 11'E, 13'E-pentadecatrienil)catecol (13) Yamauchi er al., 1980;
Rhus vernicifera Tyman, 1991

3-(8'Z, 11'Z, 14'-pentadecatrienil)catecol. (14) Tyman, 1979; 1991;
Rhus vernicifera Duer al., 1984a;

Yamauchi ef al., 1980

3-(8'Z, 11'Z, 13'E-pentadecatrienil)catecol (15) Duet al., 1984a

Rhus vernicifera




CUADRO 3. Resumen de los alquilcatecoles de Ia familia Anacardiaceae aislados a la fecha (continuacion).

Semecarpus heterophylla

ESTRUCTURA COMPUESTO Y FUENTE REFERENCIA
NATURAL
OH
HO 4-(8'Z, 11'E, 13'Z-pentadecatrienil)catecol (16) Duet al 1980
—e — Rhus vernicifera
4-(8'Z, 11'Z, 14’-pentadecatrienil)catecol (17) Tyman,1979; 1991;
OH
HO Rhus vernicifera Yamauchier al., 1980;
— Duet al.,1984a
N
OH .
oM 3-(10°Z, 13°Z, 15’ Z-heptadecatrienil)catecol (18) } Tyman, 1991
Semecarpus vernicifera
3-(8'Z, 11'Z-pentadecadienil)catecol (19) Tyman,1979; 1991;
OH
OH Rengol Yamauchi er al., 1980
— Rhus vernicifera
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CUADRO 3. Resumen de los alquilcatecoles de la familia Anacardiaceae aislados a la fecha (continuacion).

ESTRUCTURA COMPUESTO Y FUENTE REFERENCIA
NATURAL
3-(8'Z, 1 'E-pentadecadienil)catecol (20) Yamauchi er al.,1980;
OH
OH Rhus vernicifera Tyman, 1991.
— S
3-(10'Z-pentadecenil)catecol (21) Yamauchier al., 1980
OH
OH Glutarengol
— Rhus vernicifera
Gluta renghas
3-(8'Z-pentadecenil)catecol (22) Tyman, 1979; 1991;
OH
OH Rhus vernicifera Yamauchi er al., 1980;

Du et al., 1984a;

Jefferson, et al., 1986




4!

CUADRO 3. Resumen de los alquilcatecoles de la familia Anacardiaceae aislados a la fecha (continuacién).

Melanorrhoea usitata

ESTRUCTURA COMPUESTO Y FUENTE REFERENCIA
NATURAL
Tyman, 1979; 1991;
OH
OH 3-pentadecilcatecol (23) Yamauchi er al,1980;
Rhus vernicifera Du er al.,1984a;
Jefferson et al., 1986
4-pentadecilcatecol Jefferson ez al.,1986;
OH
HO Titsiol (24) Tyman, 1991
Melanorrhoea usitata
OH
OH 3-(10'Z, 13'E, 15’ Z-heptadecatrienil)catecol (25) Duetal ,1984a
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CUADRO 3. Resumen de los alquilcatecoles de 1a familia Anacardiaceae aislados a 1a fecha (continuacion).

;f ESTRUCTURA COMPUESTO Y FUENTE REFERENCIA
j NATURAL
3-(10'Z, 13'Z, 16™-hepradecatrienil)catecol (26) | Dueral,1984a
L OH Melanorrhoea usitala
- - IS
3-(10°Z, 13'Z-heptadecadienit)catecol (27) Jefferson ez 2l..1986
I OH Melanorrhoea usitata

3-(8'Z, 11'Z-heptadecadienil)catecol (28) Dueral, 1984a

OH
OH
Melanorrhoea usitata
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CUADRO 3. Resumen de los alquilcatecoles de la familia Anacardiaceae aislados a la fecha (continuacién).

HO

Melanorrhoea usitata

ESTRUCTURA COMPUESTO Y FUENTE REFERENCIA
NATURAL
OH 3-(10'Z-heptadecenil)catecol (29) Dueral.,1984a
OH
Melanorrhoea usitata
3-(11'Z-heptadecenil)catecol (30) Jefferson et al., 1986
OH
OH Melanorrhoea usitata
4-heptadecilcatecol (31) Jefferson et al., 1986
OH
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CUADRO 3. Resumen de los alquilcatecoles de 1a familia Anacardiaceae aislados a 1a fecha (continuacién).

ESTRUCTURA

COMPUESTO Y FUENTE
NATURAL

REFERENCIA

OH
OH

3-heptadecilcatecol (32)

Melanorrhoea usitata

Jefferson er al.,1986

A

3-(10'-fenildecil)catecol (33)

Melanorrhoea usitata

Jefferson er al 1986

HO

J

4-(10'-fenildecil)catecol 34)

Melanorrhoea usitata

Jefferson ez !, 1986

OH
O

OH

3-(12-fenildodecil)cateco! 35)

Melanorrhoea usitara

Jefferson er al., 1986

HO

OH
H
OH

(
>
&
(J

4-(12'-fenildodecil)catecol (36)

Melanorrhoea usitata

Jefferson er 21,1986




Las cadenas hidrocarbonadas son las responsables del caracter hidrofobico de estos
haptenos, los cuales se consideran como los agentes mas lipofilicos causantes de dermatitis.
Como consecuencia de este cardeter lipofilico los alquilfenoles tienden a acumularse en lag
membranas celulares, Se ha sugerido que se forma un enlace covalente entre el anillo del
catecol y una molécula acarreadora, Asi, las moléculas del catecal pueden disolverse en las
membranas lipidicas y autooxidarse para generar una o-quinona clectrofilica que puede
alquilar a fos grupos funcionales nucleofilicos de los biopolimeros. La propuesta anterior se
basa en el hecho de que al bloquear la posibilidad para generar una o-quinona, disminuye la
actividad inmunoldgica in vivo (Byers et al,, 1979; Dunn et al., 1982). Sin embargo, otros
estudios indican que los alquileatecoles son altamente solubles en las membranas
bioldgicas, pero no se unen covalentemente a ellas ya que el compuesto se remueve de las
mismas por medio de lavados con DMSO,

Estudios en cobayos han demostrado que tanto la porcion catecdlica, como la
cacena lateral, son los requisitos estructurales necesarios para la respuesta inmunologica,
También se ha encontrado que en los humanos la respuesta contra el urusiol y el titsiol se
inctementa con el grado de insaluracion de las cadenas laterales. Los compuestos
insaturados son 10 veces mas activos que los saturados. En cobayas el largo de la cadena
asi como la naturaleza de los sustituyentes del anillo tienen también influencia en la

actividad inmunologica (Byers et al., 1979).

En cobayos la tolerancia a los alquilcatecoles se ha inducido mediante inyecciones
subcutaneas de pentadecileatecol en aceite wmineral o por la administracion oral del
compuesto previo a la sensibilizacion. La hiposensibilizacion regularmente se obtiene por
medio de la administracion de extractos de plantas, aunque requiere de grandes dosis y de
meses o afios de tratamiento. Cabe hacer notar que la sensiblidad se recupera rapidamente
cuando el tratamiento se suspende. El descubrimiento que la inyeccion intravenosa de

muchos sensibilizadores de la piel u otros compuestos estrechamente relacionados previene
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la subsecuente sensibilizacion al compuesto, sugiere que la tolerancia resulta de la union del

hapteno a algunos componentes célulares.

Se ha demostrado que compuestos del tipo de la orto-hidroxilaminas (a) y (b)
poseen una reactividad cruzada con los alquileatecoles provenientes de la madera venenosa
y de la hiedra venenosa a una dosis de 10 pg/mlL. Esta reaccion es especifica, ya que estos
compuestos no presentaron una actividad irritante per se cuando se probaron en cobayos
que no habiun sido sensibilizados. Il hecho de que este tipo de compuestos presenten una
reactividad cruzada con los alquileatecoles, sugicre que grupos funcionales oxidables en
lugar de dos hidroxilos libres, son suficientes para que exista la reactividad cruzada, ademas
ambos grupos oxidables deben encontrase en posicion orfo. Este requeriminento estructural
parece mas importante que la posicién de la cadena lateral. La reactividad cruzada de cste
tipo de compuestos se puede explicar por su capacidad de oxidarse a estructuras de tipo
quinona con sueeptibilidad de sufrir un ataque nucleofilico en las posiciones 5 6 6 del anillo
por los grupos nucleofilicos de las proteinas (Dunn es al., 1982; ElSohly et al., 19806,

Rodriguez, 1992).

NH, OH
OH ~_NH,

(a) (b)

Recientemente se han sintetizado varias series de compuestos con diferentes
sustituyentes en el anillo aromitico con la finalidad de encontrar andlogos que produzcan
tolerancia a la dematitis por contacto. Asi, s¢ ha encontrado que los compuestos con
sustituyentes en la posicion 6 del anillo aromdtico producen tolerancia y tienen poco poder

irritante y sensiblizador (Elsohly et al., 1986).



Recientes estuclios in vitro revelan que los alquilcatecoles pueden fragmentar ¢l
DNA en presencia de una catilisis metdlica. Cualquier modificacién en el DNA puede
resultar en un dafio irreversible a la maquinaria genética de la célula y puede producir,
como consecuencia, cancer de piel, Al parecer el radical semiquinona puede romper los
enlaces entre el azucar y el fosfato en la molécula de DNA (Rodriguez, 1992).

La capacidad para causar un dafio al DNA no es una caracteristica distintiva de
todos los alergenos por contacto, ya que se ha demostrado experimentalmente que otros

compuestos como los poliacetilenos no midifican al DNA (Rodriguez, 1992).
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I1. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Como se¢ indico en la seecion de antecedentes la especie medicinal M. brownei (Jaeq.) Urban
(Anacardiaceae) produce graves dermatitis asociadas con la aparicion de ampollas acuosas que se
extienden por toda la piel. En un estudio anterior, se demostré mediante un analisis por cromatografia
de gases acoplada a espectrometria de masas que el extracto hexdnico de la corteza de M. brownei
contenia dos series de alquilcatecoles, la primera presenta una cadena lateral de 15 dtomos de carbono y
la segunda una cadena lateral de 17 atomos de carbono. En esa oportunidad no se aislaron los
constituyentes correspondicntes, sin embargo, se pudo demostrar que las afecciones dérmicas

producidas por esta Anacardiaceae eran debidas a la presencia de los urusioles.

Con base en estos antecedentes el presente trabajo tiene como objetivo primordial,
cuantificar, aislar y clucidar la estructura moleeular de los alergénos presentes en M. brownei,
mismos que constituyen un considerable riesgo para los usuarios de esta planta como especie
maderera y medicinal en algunos estados del sur de Ia Repiblica Mexicana, principalmente en
Quintana Roo, Veracruz, Campeche y Yucatan. El anilisis de los extractos naturales que ocasionan’
dermatitis por contacto tardia, asi como el conocimiento de las estructuras de los alergenos permite el
desarrollo de preparados que ayuden al diagnostico y proporcionen un tratamiento profilactico para el
padecimiento alérgico. En muchos de los casos, inclusive, se puede lograr la desensiblizacion de tal
forma que en exposiciones posteriores a estos productos se evite el desencadenamiento de los sintomas

alérgicos (Rodriguez et al, 1992).

De manera adicional, y como parte de un proyecto de investigacion de naturaleza
interdisciplinaria cuyo objetivo fundamental es la obtencion de principios bioactivos de interés
medicinal y agroquim.ico, a partir de especies selectas de la flora medicinal mexicana (Jiménez ¢f al.,
1996; Castaiieda ef al., 1992; Calera et al., 1995, inter alia), el presente estudio pretende también
establecer el potencial fungicida del extracto y de los productos derivados de la corteza de
Metopium brownei, contra las especies de hongos fitopatégenos Helminthosporium longirostrastum
y Fusarium oxysporum, con la finalidad de obtener productos naturales de utilidad para el

desarrollo de nuevos agentes fungicidas de interés en la industria agroquimica. Este objctivo es de

21



particular interds debido a que ¢l extracto y los fitoquimicos de la madera de Metopium brownei,
demostraron propiedades antifungicas contra las especies de hongos fitopatogenos Fusarinm
oxysporum, Alternaria sp. 'y Helminthosporium sp. Es importante hacer notar que la basqueda de
agentes naturales efectivos contra Fusarium oxysporum y Helminthosporiunt sp. esta plenamente
justificada ya que estos hongos fitopatdgenos producen severos dafios y perdidas en cultivos de
productos de gran importancia econdmica. Por otro lado, la utilizacion de productos naturales tiene la
ventaja de producir un menor dafio al medio ambiente,

Por tltimo, se pretende establecer el potencial larvicida del extracto y los compuestos aislados contra el
crustdceo Artemia salina considerando quc estc bioensayo es un buen indicador de actividades
biologicas més complejas (e.g. citotoxicidad) que pueden ser estudiadas en investigaciones posteriores

y que escapan de los objetivos particulares de la presente propuesta de investigacion.

2.1 OBJETIVOS PARTICULARES,

A) Cuantificar el contenido de alquilcatecoles presentes en el extracto fresco de la corteza de M.
brownei mediante un analisis por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas de
los correspondientes derivados sililados,

B) Determinar la actividad antifingica y larvicida del extracto obtenido de la corteza fresca de M.
brownei, utilizando como bioensayos la inhibicion del crecimiento radial de dos especies de
hongos fitopatgenos y la toxicidad para 4. salina.

C) Preparar el extracto total de acucrdo a las téenicas fitoquimicas convencionales,

D) Realizar el fraccionamiento biodirigido del extracto mediante técnicas cromatogrificas y/o de
particion.

F) Separar y purificar los constituyentes bioactivos mediante métodos cromatograficos.

G) Elucidar las estructuras de los constituyentes aislados mediante técnicas espectroscopicas y
espectrométricas.

H) Realizar la evaluacidn biologica de los compuestos aislados mediante la utilizacion de los mismos

bioensayos indicados en el inciso B.
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1. PARTE EXPERIMENTAL

1. MATERIAL YEGETAL.

La colecta del material vegetal (corleza) utilizado en el presente estudio fue realizada en el
municipio de Tultim, Estado de Quintana Roo en el mes de noviembre de 1995 por la Dra. Ana
Luisa Anaya (Instituto de Fisiologia Celular, UNAM). Una muestra de herbario fue depositada en

el Herbario Nacional (MEXU), Instituto de Biologia, UNAM (Voucher, Anaya 95-1).
2. ENSAYOS BIOLOGICOS

2.1 DETERMINACION DE LA TOXICIDAD PARA EL CRUSTACEO Artemia salina
Leach.

a) Preparacion de las muestras. A

Las muestras a evaluar (extractos, fracciones o compuestos puros), se prepararon
disolviendo 20 mg del material en 2 mL del disolvente apropiado. Posteriormente, se transfiriecron
a tres viales en forma independiente y por triplicado 500, 50 y 5 nL de la solucién original, se
dejé evaporar el disolvente a sequedad y posteriormente se aford cada vial a 5 mL utilizando agua
salada, obteniéndose asi concentraciones de 10, 100 y-1000 pg/mL, respectivamente (Anderson
etal., 1991).

b) Procedimientos para ¢l bioensayo.

Después de incubar los huevecillos del crustdceo en agua salada a 25 °C y durante 48
horas, se transfirieron 10 larvas a cada uno de los viales conteniendo la muestra a evaluar.
Transcurridas 24 horas se registrd el nimero de organismos sobrevivientes: los resultados se
procesaron por medio de un andlisis probit (Licbermann, 1993) para ealcular la concentracion

letal media (CLgg).

23



2.2 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIFUNGICA.

La actividad antifingica de los extractos y las mezelas de los alquilcatecoles se determind
sobre Fusarium oxysporum y Helminthosporium longirostratum utilizando un método de dilucion
en agar, mediante la metodologia previamente descrita (Calera ef al, 1995, Castafieda et al,
1992). y las concentraciones de prueba fueron de 50, 100 y 200 pg/mL para el extracto y de 50,
100, 150, 200, 250, 500 y 700 pg/mL en el caso de la mezcla de alquilcatecoles. Se utilizd como
control positivo el fungicida comercial captan y las concentraciones de prueba fueron 50, 100,
150, 200, 250, 500 y 700 pg/mlL.

3. DETERMINACION DE LAS CONSTANTES FISICAS, ESPECTROSCOPICAS Y
ESPECTROMETRICAS DE LOS PRODUCTOS NATURALES Y SUS DERIVADOQS.

Los puntos de fusién se midieron en un aparato Fisher-Johns y no estdn corregidos. Los
espectros de IR se determinaron en un espectrofotémetro de rejilla Perkin-Elmer modelo 599,

Los espectros de RMN de 300 MHz se registraron en los aparatos Varian VXR-3005 y
Varian UNITY 300, para el caso de los espectros de 500 MHz, se registraron en un aparato
Varian UNITY PLUS 500, utilizando como disolventes benceno deuterado o cloroformo
deuterado y como referencia interna TMS. Los espectros de masas de los compuestos puros, se
realizaron en un espectrometro de masas modelo Jeol JMS-AXS505HA y los espectros de

ultravioleta se registraron en un espectrofotométro SHIMADZU UVI60U (UV-Visible
Recording Spectrophotometer).

4. PREPARACION DE LOS DERIVADOS QUIMICOS DE LOS ALQUILCATECOLES.

4.1 PROCEDIMIENTO PARA LA SILILACION.
La sililacion de los compuestos se realizé mediante el tratamiento de 1.0 mg de la muestra
con 0.1 mL de reactivo de SIGMA-SIL.-A, una mezcla de trimetilclorosilano-hexadimetilsilano-

piridina (1:3:9), a temperatura ambiente por 30 minutos y bajo atmdsfera de nitrdgeno.

24



4.2 PROCEDIMIENTO PARA LA METILACION

Para obtener los derivados metilados de las fracciones y de los compuestos puros se utilizo
una solucion etérea de diazometano, preparada con hidroxido de potasio (5.0 g en 7.5 mL de
agua) , 25 mL de metanol y 21.9 g de N-metil-N-nitroso-paratoluensulfonamida (Diazald,
Aldrich) en 45 mL de éter etilico. Por cada 100 mg del producto a metilar se utilizaron 20 mL de
una solucion etérea de diazometano; el producto a metilar se disolvié en metanol, éter etilico o
mezclas 1:1 de ambos disolventes. La mezcla de reaccion se mantuvo a temperatura ambiente

durante 24 horas en algunos casos, o durante siete dias, a 4°C en otros.

4.3 PREPARACION DE LOS DERIVADOS ACETILADOS.

Para obtener los derivados acetilados de las fracciones y de los compuestos puros se
utilizaron 1 mL de piridina y 1mL de anhidrido acético por cada 100 mg de la muestra. La mezcla
de reaccion se mantuvo por 48 horas a temperatura ambiente y al término de este tiempo los
productos acetilados fueron procesados de acuerdo a la metodologia previamente descrita en la
literatura (Pavia, 1995; Shriner; ef al., 1980).

4.4 PREPARACION DE LOS DERIVADOS EPOXIDADOS.

Para la obtencion de los derivados epoxidados se pesaron 5 mg del compuesto, se
disolvieron en 5 mL de CH,Cl, anhidro y, por tltimo, se adicionaron a la mezcla anterior 5 mg de
acido m-cloroperbenzoico. La reaccion se dejo a temperatura ambiente con agitacion por 24
horas; al término de este tiempo la mezcla de reaccion se lavd sucesivamente con 5 mL de una
solucion de NaHCOs al 10% y SmL de agua destilada. El disolvente se elimind a presion reducida,

obteniéndose un residuo aceitoso de color amarillo obscuro.
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5. ANALISIS POR CROMATOGRAFIA EN CAPA DELGADA.

Los andlisis cromatograficos en capa fing se cefectuaron ntilizando phicas de vidrio
recubiertas de gel de silice (Sihica Geb 60 GEF .5 Merek). utilizando vartos sistemas de clueion y
diferentes agentes cromogenos. Los agentes cromagenos v los sistemas de clucion utitizados se
resumen en los Cuadros 4 y 3, respectivamente. Para los andlisis cualitativos se utilizaron placas
conun espesor de 0.25 mmy Para fa readizacion de las placas preparativas se utilizaron placas de

200x 20 e de 2 mm de espesor.

Cuadro 4. Sistemas de clucion utilizados para los andlisis cromatograficos en capa fina.

SISTEMA DE ELUCION -COMPOSICION PROPORCION
l Hexano-CHC, Diversas
I CHCly 100%
I CHClL-MeOH Diversas
v Beneeno-CHCL Diversas
\% Benceno-Eter Diversas
Vi Acetona-Agun 90-10

Cuadro 5. Agentes eromoyenos utilizados para los andlisis cromatogrificos en capa fina,

REACTIVO COMPOSICION DEL AGENTE REFERENCIA
CROMOGENO
Sulfato Cérico* 12.0 g de sutfato cérico amoniacal | Stahl, 1969:
222 ml de H,0 Grinsberg, 1990,
350.0 g de hiclo picado Lowery, ¢t al., 1993,

Acido subfirico 10% (viv)* §10.0 mL de H,S0),
90.0 ml. de agua

FeCly lg de FeCly ElSohly er al., 1982;

99 mL. de etanol Wannan, 1983

* Para ¢l desarrollo de fa coloracion se ealienta durante aproximadamente dos minmos a | H0°C,
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6. ANALISIS MEDIANTE CROMATOGRAFIA DE GASES ACOPLADO A
ESPECROMETRIA DE MASAS

6.1 CONDICIONES INSTRUMENTALES

Los analisis mediante cromatrografia de gases (CG-EM) se realizaron en un cromatografo
de gases HP acoplado a un espectréometro de masas modelo Jeol IMS-AX505HA, mediante la
inyeccion de 10 mL de cada una de las muestras de prueba en una columna capilar PAS-1701-
Tested Silicone HP. La identificacion y cuantificacién de los alquilcatecoles presentes en el
extracto total de la corteza de M. brownei, se realiz6 mediante el analisis de sus derivados
sililados, utilizando la cromatografia de gases-espectrometria de masas de acuerdo a los
procedimientos descritos en la literatura. (ElSohly et al., 1982). Se utilizd helio como gas
acarreador a una presion manométrica de 0.6 Kg/cm® y con un flujo de 2 mL/min. La temperatura
del inyector se mantuvo en 260°C, la temperatura de la columna inicial fue de 150°C y se
programo para alcanzar una temperatura de 260 °C con un calentamiento gradual de 10°C/min.

Para los registros de los espectros de masas se utilizaron como condiciones experimentales
las siguientes: un voltaje de 70 eV para el impacto electronico. Cada uno de los espectros se

registrd con un barrido de 33 a 630 unidades de masa/carga (m/z) por segundo.

7. SEPARACION POR CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA PRESION
(HPLC).

La purificacién de los compuestos, asi como la verificacion de la pureza de los compuestos se
realizd utilizando un sistema de HPLC integrado por una bomba modelo marca WATERS 4000
(Preparative Chromatography System), un detector de UV modelo WATERS 486 (Tunable
Absorbance Detector) y a una A max de 207 nm, En el caso de las corridas analiticas se utiliz6 una
columna de fase reversa Cjy marca WATERS pBondapack Cys (3.9 x 300 mm 10um) y una fase
movil consistente en un sistema isocratico de acetonitrilo-agua-acido acético 80:20:2 con un flujo
de 2.0 mL/min a presion de 1760 Ib/pulg® durante 20 min, La concentracion de las muestras de

prueba correspondid a 5 mg/mL y se inyectaron alicuotas de 10 pL de la solucién.
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Las condiciones instrumentales utilizadas para la purificacion de los compuestos fueron
las siguientes: una columna semipreparativa de fase reversa C,y3 pBondapack (19 x 300 mm, 10

Hm) . Se inyectaron alicuotas de 200 pL de las soluciones, con una concentracion de 200 mg/mlL

8, ESTUDIO FITOQUIMICO DE LA CORTEZA DE M. brownei.

8.1 METODOS DE EXTRACCION Y FRACCIONAMIENTO PRELIMINAR.

El material vegetal fresco se fragmenté manualmente y se extrajo mediante un proceso de

maceracion con acetona pura (6 L ) a temperatura ambiente, de acuerdo al procedimiento que se

indica en el Figura 2,

MATERIAL VEGETAL
CORTEZA FRESCA (574 g)

1) Extraer con acetona mediante
maceracion 3 veces por 24 h cada una
2) Filtrar y concentrar al vacio

MATERIAL VEGETAL EXTRACTO ACETONICU
(6.37 g)

Clsp=123.93 pg/mi

Figura 2, Proceso de extraccion de la corteza fresca de Metopium brownei,
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El extracto acetonico activo (CLgy = 123.93 pp/ml) de la corteza de M. hrownei (6.37 g)
se fracciond de manera preliminar mediante un proceso de particion, entre cloroformo y agua,
utilizando 250 mL de cada uno de los disolventes y repitiendo tres veces la operacion. Después de
eliminar el disolvente, la fraccion organica generd 4.12 gramos de un residuo aceitoso color café
obscuro y 2.25 g de la fraccion acuosa. Las fracciones se evaluaron mediante el bioensayo de
toxicidad para Artemia salina, y en el cual se obtuvo un concentracion letal media de 110.9 pg/ml

y >1000 pg/mL, respectivamente.

La fraccion orgdnica se sometidé a un fraccionamiento secundario mediante una
cromatografia columna flash preparativa, utilizando como adsorbente 32 g de gel de silice Baker
(40 pm Baker Chromatography Packing). El proceso de elucion se realizé utilizando como
eluyentes hexano, cloroformo y metanol en diversas diversas proporciones y en orden creciente
de polaridad. Se obtuvieron un total de 60 fracciones de 50 mL cada una. Cada fraccion se
analizd mediante cromatografia en capa fina y utilizando como agente cromdgeno una solucion
de FeCl; al 1%. Las fracciones semejantes se combinaron para generar ocho fracciones
secundarias. En el Cuadro 6 se resumen los sistemas de elucién utilizados, el ntmero de

fracciones y las fracciones combinadas resultantes.

De nueva cuenta cada una de las fracciones secundarias se evaluaron contra 4. salina

obteniéndose una fraccion activa (CF-II, Cuadro 6), con una toxicidad de 89.2 pg/ml.

La fraccién activa CF-11 (677 mg) se dividid en tres porciones, Una de ellas (250 mg) se
disolvio en una mezcla de éter etilico-metanol (1:1) y se sometié a una reaccion de metilacion por
tratamiento con diazometano. La reaccion se llevo a cabo durante una semana a 4 °C; al eabo de
este tiempo, se elimind el disolvente obteniéndose 268 mg de la mezcla metilada, La segunda
parte (250 mg), se acetild por tratamiento con anhidrido acético y piridina, y luego de procesar la

mezcla de la reaccion de la forma convencional, se obtuvieron 200 mg de la mezcla acetilada,
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Cuadro 6. Resumen del fraccionamiento cromatografico en colummna de o fase cloroformica del

extracto de la corteza fresca de M. brownei,

ELUYENTE | PROPORCION | FRACCIONES | FRACCIONES CLAVE
REUNIDAS
60-40 I-8 1-5 CF-I
50-50 9-15 6-9 CF-II
Hexano-CHCl, 40-60 16-21 10-15 CF-MI
30-70 2225 16-22 CF-1v
100 26-29 23-30 CF-v
95-5 30-35
CHCl, 90-10 36-39 31-40 CF-VI
85-15 40-45 41-46 Cr-vil
CHCl;-MeOH 80-20 46-51 47-60 CF-Vill
50-50 52-60

8.2 AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE LOS ALQUILCATECOLES.

8.2.1 AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE 3-(10’Z, 13'E-PENTA-
DECADIENIL)CATECOL (37), 3-(10’Z-PENTADECENIL)CATECOL (23) Y 3-PENTA-
DECENILCATECOL (21) BAJO LA FORMA DE SUS DERIVADOS ACETILADOS.

Con la finalidad de separar los compuestos presentes cn la fraccion CF-11 acetilada se
procedio a realizar una cromatografia en columna abierta utilizando como adsorbente 23 g de gel
de sflice Baker (Baker 40 pm Chromatography Pakcing) impregnada con AgNO; al 15%. Se
recogieron un total de 28 cluatos de 25 mlL cada uno, utilizando fase movil hexano-CHCl4 1:1,

CHCl; y CHCI3-MeOH 1:1. Cada una de las fracciones se analizo utilizando cromatografia cn
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capa fina, combinandose aquellas que eran similares. En ¢l Cuadro 7 se resumen los sistemas de

clucion utilizados y las fracciones combinadas.

Cuadro 7. Resumen de la cromatografia en columna de los derivados acetilados de la fraccion

CF-II (Cuadro 6).
ELUYENTE { PROPORCION | FRACCIONES | FRACCIONES | CLAVE
COMBINADAS
Hexano-CHClj, 50-50 [-13 1-9 CF-11A-1
CHCl, 100 14-19 10-16 CF-11A-2
CHCl;-MeOH 50-50 20-28 17-28 CF-11A-3

La fraccion combinada CF-IIA-1 (99.8 mg) se recromatografié en una placa preparativa
de gel de silice impregnada con nitrato de plata al 20%, utilizando como sistema de elucion éter
de petréleo-éter etilico 1:1; la elucion se realizd dos veces y el proceso permitio la obtencion de
tres bandas mayoritaria (factores de retencién de 0.34,0.55 y 0.78). De fa banda con un Rf de 0.34
se obtuvieron 16.9 mg de un aceite amarillo claro, de la banda con factor de retenéién de 0.55 se
obtuvieron 13.1 mg de un aceite cristalino y de la banda con un factor de retencion de 0.78 se

obtuvieron 5.1 mg de un acetite color amarillo obscuro

; 822 AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE LOS DERIVADOS METILADOS

DEL 3-(10'Z, 13E-PENTADECADIEN'L)CATECOL (37) Y 3-(10'Z-PENTADE-
CENIL)CATECOL (21).

Con la finalidad de aislar en forma individual los compuestos presentes en la porcion
CF-II metilada, se procedio a cromatografiar la mezela en una columna abierta de gel de silice
Baker impregnada con AgNO; al 10%. Se recogieron un total de 42 fracciones de 25 ml. cada
una, utilizando como eluyentes hexano, mezclas de hexano-acetato de etilo y acetato de etilo en

orden creciente dc polaridad, Las fracciones se analizaron por cromatografia en capa fina y se
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combinaron aquellas que presentaban similitud cromatografica. In el Cuadro 8 sc¢ resumen los

sistemas de clucton y las fracciones combinadas.

Cuadro 8. Resumen de la cromatografia en columna de la fraceion CI-1I metilada.

ELUYENTE [ PROPORCION | FRACCIONES | FRACCIONES | CLAVE
COMBINADAS

Hexano 100 1-12 1-10 CF-lIM-1

95-5 13-20 11-20 Cr-lIM-2

90-10 21-25 21-33 CF-IIM-3

Hexano-AcOEt 85-15 26-29 34-40 CF-lIM-4
50-50 30-35

AcOEt 100 39-42 41-42 CF-lIM-5

La fraccion combinada CF-IIM-2 estaba constituida principalmete por dos componentes
(Cuadro 8) (162,5 mg). La purificacion final de los compuestos se realizo mediante HPLC
utilizando las condiciones descritas en las seccidn 7 de la parte experimental. El procedimiento
repetido en sucesivas ocasiones, permiti6 la obtencion de los compuestos 1,2 dimetdxi, 3-(10°Z,
13’ E-pentadecadienil)benceno (37) y 1,2 dimetoxi, 3-(10°Z-pentadecenil)benceno (21). En el
Cuadro 9 se resumen los resultados de la purificacion de los compuestos 37 y 21, los tiempos dc

retencién y los rendimientos para cada compuesto,

Cuadro 9. Resumen de la purificacion de los compuestos mayoritarios de la fraccion CF-1IM-2

utilizando HPL.C.

COMPUESTO | TIEMPO DE RETENCION APARIENCIA RENDIMIENTO
(min) FISICA (mg)
a 8.99 aceitc de color amarillo 65.3
intenso
b 15.38 aceite de color amarillo 43.89
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8.3 Obtencion del f-sitosterol (38)

De la fraccién secundaria inactiva CE-V crisializavon espontdneamente 50 mg de un
s6lido eristalino de color blanco, ¢l cual fue recristalizado en metanol, obteniéndose 43 mg de un
producto en forma de agujas con un punto de fusion de 133-135 °C, el cual fue identificado como

¢l B-sitosterol (38) por comparacion con una muestra auténtica,

8.4 Obtencion de Ia sacarosa (39).

De la fraccion primarvia acuosa cristalizaron espontineamente 1.380g de un solido
cristalino de color café claro, ¢l cual fue purificado por sucesivas recristalizaciones de metanol
para generar 1.284 g de un compuesto cristalino con un punto de fusion de 165-168 °C
(descomposicion). El producto fue identificado por comparacion con una muestra auténtica como

la sacarosa (39).
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1V. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 ANALISIS CUALITATIVO DE LOS ALQUILCATECOLES DE LA CORTEZA DE

Metopium. brownei.

Con la finalidad de cuantificar el contenido de alquilcatecoles presentes en el extracto acetonico
de la corteza de M, brownei se realizé un andlisis por cromatografia de gases acoplada a un sistema de
espectrometria de masas (CG-EM) de una porcién del extracto de la corteza fresca de la planta, Para
ello, y de acuerdo a los procedimientos descritos en la literatura (Blau, 1993; ElSohly ef al., 1982,
Gross et al,, 1975), el extracto se hizo reaccionar con el reactivo comercial SIGMA-SIL A, con la
finalidad de formar los derivados sililados de los alquilcatecoles presentes en el extracto.

Los resultados de este anélisis indicaron que el extracto contenfa tres alquilcatecoles con una
cadena lateral de 15 dtomos de carbono y dos con una cadena lateral de 17 &tomos de carbono (Tabla
1). Los primeros estaban presentes en un 99.15 % y los de cadena de lateral de 17 4tomos de carbono
en un 0.85 %. Como se puede observar en la Tabla 1 los espectros de masas presentaron los fragmentos
caracterfsticos para este tipo de compuestos en m/z de 267, 268 y 179, mismos que se generan de
acuerdo al patrén de fragmentacion indicado en la Figura 3 (Elsohly et al., 1980 y 1982; Gross er al,
1975). El cromatograma obtenido durante el andlisis por cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas se muestra en la Figura 3a,

El andlisis por CG-EM realizado en el presente trabajo evidencié de nueva cuenta la presencia
de alquilcatecoles en la corteza de Metopium brownei, El alquilcatecol mayoritario contiene una cadena
lateral de 15 4tomos de carbono con dos insaturaciones. Este producto representa el 39.43 % de la
mezcla. El otro compuesto presente en alta proporcidon fue el derivado con una cadena lateral
monoinsaturada de 15 atomos de carbono (38.52 %). Los alquilcatecoles con cadena lateral de 17
dtomos de carbono inéluyen uno con una cadena saturada (0.3 %) y otro con una cadena
monoinsaturada (0.59 %). El total de alquilcatecoles insaturados en la planta fue de 60.27%. Es
importante hacer notar que la cantidad de alquilcatecoles insaturados presentes es comparable a la
encontrada en otras especies relacionadas que producen también severas dermatitis por contacto tardia
(Gross et al., 1975, EISohly ef al., 1980; 1982 y 1986).
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Figura 3. Patr6n de fragmentacion propuesto para los derivados sililados de los alquilcatecoles (ElSohly er al., 1980 y 1982).
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Tabla 1. Resumen de los resultados obtenidos del anélisis por cromatografia de gases acoplado a un sistema de espectrometria de

masas por impacto electronico del extracto sililado de M. brownei (Figura 3).

NUMERO| TIEMPO DE EMIE % 3-ALQUILCATECOLES TIPO DE ESPECTRO
DE PICO | RETENCION (min) EN LA MEZCLA ALQUILCATECOL
1 2423 [464 M (48)], 449 (6), 269 (4), 21.16 C-15 (saturado) 1
268 (8), 179 (10) y 79 (100)
2 2454 [462 M (100)], 447 (25), 268 (17), 3852 C-15 (monoinsat.) 2
267 (20), 179(18),147 (5), 73 (95) y
52(57)
3 24.69 [460 M™ (100)], 445 (10), 267 (12), 3943 C-15 (diinsat.) 3
268 (4), 179 (8), 147 (12), 79 (100),
73 (50) y 52 (58)
3 2622 [490 M™ (42)], 475 (4), 355 (10) 268 0.30 C-17 (saturado) 3
(9),267 (7), 179 (8) y 73 (64).
5 26.31 [488 M (100)], 473 (10), 268 (11), 0.59 C-17 (monoinsat.) 5

267 (12), 179 (12) y 73 (82).

El rendimiento total de la mezcla de 3-alquilcatecoles calculado en base a planta himeda fue de 1.2%.
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Figura 3a. Andlisis mediante cromatografia de gases del extracto aceténico sililado de la corteza fresca
de M. brownei, Asignacién de picos; 1, C-i5 saturado; 2, C-15 monoinsaturado; 3, C-5 di-insaturado; 4,
C-y saturado y 5, C-j; monoinsaturado. Condiciones cromatogréficas: columna capilar PAS-1701-
Tested Silicone HP; temperatura de la columna 150°C-> 260°C a 10°C/min; gas acarreador, helio con

una presion manométrica de 0.6 Kg/cm2 y con un flujo de 2 mL/min,
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4.2 EVALUACIONES BIOLOGICAS PRELIMINARES

Con la finalidad de determinar el potencial fungicida del extracto acetonicn de la corteza de M.
brownei se evaluo su efecto sobre el crecimiento radial de fos hongos fitopatogenos Helminthosporum
longirostrastum y - Fusarinm oxysporum. La seleecion de los hongos fitopatogenos se reahzo
considerando que los mismos ocasionan grandes pérdidas en cultivos de importancia economica (Agrios,
1985). Para determinar la actividad antifingica del extracto, se utilizo un método de dilucion en agar
siguiendo los procedimientos descritos en la literatura (Castaiieda et al., 1992). El extracto se evaluo a
tres concentraciones (50, 100 y 200 pg/ml), utilizando como control positivo el fungicida comercial
Captin. Los resultados de estas evaluaciones se indican en la Graficas 1y 2. Como se observa en las
mismas el extracto inhibio de manera significativa el crecimiento de los hongos Helminthosporinm
longirostrastun 'y Fusarium oxysporuni. De manera adicional ¢l extracto el extracto también demostro
una toxicidad significativa sobre Artemia salina, ya que la concentracion letal media (CLso) encontrada

fue de 123.93 png/ml (Anderson ef al, 1991).

Con base en los resultados derivados de las evaluaciones biologicas preliminares (toxicidad para
A. salina y el efecto sobre el crecimiento de hongos fitopatogenos) es evidente que la especie M.
brownei constituye una fuente potencial de principios larvicidas y antifingicos. Es importante destacar
que la seleccion de la acetona como disolvente de extraccion se realizo con base en la toxicidad
observada contra el crustaceo A. salina. La mejor actividad se encontrd con el extracto acetonico. Los
extractos hexanico y metanolico presentaron una Clgy de 250 y 300 pg/mL, respectivamente.

Adicionalmente 1a acetona es el disolvente mas adecuado para la extraccion de compuestos del

tipo alquilcatecol (EiSohly er al,, 1980 y 1982; Tyman, 1979 y 1991).
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Grifica 1. Inhibicion del crecimiento radial de Fusarium oxysporum inducido por el tratamiento a

diferentes concentraciones del extracto acetonico de M. brownei; como control positivo se utilizo el
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Grifiea 2. Inhibicidn del crecimiento radial de Helminthosporium longirostrastum inducidas por el
tratamiento a diferentes concentraciones del extracto acetonico de M. brownei, como contro} positivo se

utilizd el fungicida comercial Captéan.

40



4.3 AISLAMIENTO DE LOS PRINCIPIOS ACTIVOS DE LA CORTEZA DE M. brownei.,

Con la finalidad de aislar los principios activos detectados mediante los bioensayos de la
determinacion de la toxicidad para las larvas del crustaceo 4. salina 'y de la inhibicion del crecimiento
radial de las especies de hongos fitopatdgenos Helminthosporium longirostrastum y Fusarium
oxysporum y el andlisis de cromatografia de gases acoplado a cspectrometria de gases (CG-EM), el
extracto acetdnico activo de la corteza de M. brownei se fracciond de manera preliminar mediante un
proceso de particion entre cloroformo y agua. Como resultado de este proceso se obtuvieron dos
fracciones primarias. Las dos fracciones se ensayaron biologicamente, utilizando de nueva cuenta la
determinacion de la toxicidad para 4. salina. La actividad toxica se concentrd en la fraccion organica
(CLsy= 110.19 pg/mL), esta fraccion ademds reacciond positivamente con el reactivo de FeCly. La
fraccion acuosa presentd una concentracion letal media mayor a 1000 pg/ml. y no presenté una
reaccion positiva con FeCl;. Para monitorear la actividad antifingica, se utiliz6 un método
bioautogrifico (Hamburger et al, 1987) y en cste caso la actividad antiftngica se concentrd
principalmente en la fase orgdnica, especialmente en la zona con factor de retencion de 0.45 en un
sistema de CHCl;-MeOH (95:5).

La fraccién organica activa se sometid a un fraccionamiento secundario mediante una
cromatografia en columna abierta utilizando como adsorbente gel de silice. Este proceso permitio la
obtencién de ocho fracciones secundarias (Cuadro 6, seccién experimental). La fraccion CF-ll
demostré una toxicidad para A. salina de 89.13 pg/ml. Esta fraccién también fue la unica que
demostrd actividad antifingica al realizar el ensayo bioautografico. La evaluacidn mediante el método
de dilucion en agar demostrd que esta fraccion inhibia de manera significativa el crecimiento radial de
las dos especies de hongos de prueba (Graficas 3 y 4). Como se observa en las Gréficas 3 y 4, la
fraccion CF-II presentd una mayor actividad contra la especie Helminthosporium longirostrastum, en
tanto que la especie Fusarium oxysporum resultoé menos sensible. La inhibicion inducida por la fraccion
CF-11 sobre el crecimiento radial de ambas especies de hongos fue muy similar a la demostrada por el
fungicida comercial Captdn, utilizado como controi positivo en el presente disefio experimental,

La coloracién azul desarrollada en los cromatogramas en capa delgada de la fraccion CF-II
reveladas con el reactivo de FeCly confirmé la naturaleza fendlica de los compuestos presentes en esta

fraccion (Wannan, 1985). Con la finalidad de conocer si los fenoles presentes en la fraccion activa CI'-
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I1 eran de tipo alquilcatecol, se realizé un estudio preliminar mediante RMN'H. El espectro de RMN'H
(Espectro 6) de la fraccién activa CF-II utilizando como disolvente cloroformo deuterado indicé que los
Gnicos constituyentes presentes eran de tipo alquilcatecol. El espectro presentd sefiales en & 0.89 (in),
1.30 (ma), 1.65 (ma), 2.05 (m), 2.3 (1), 2.6 (1), 5.2 (s) (intercambiable con agua deuterada), 5.35 (m) y
6.7 (s). La apariencia de multiplete no definido de la sefial en 8 0.89 era congruente con la presencia de

una mezcla de alquilcatecoles en la fraccion activa CF-II.
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Grafica 3. Inhibicidn det crecimiento radial del Fusarium oxysporum inducido por el tratamiento a
diferentes concentraciones tratadas con diferentes concentraciones de la mezcla de 3-alquilcatecoles de

la fraccion CF-11, El fungicida comercial Captan se utilizé como control positivo.

42



110
~—@— CF-1I (3-alquilcatecoles)
100 - —#-- Captan

90 -
80 -
70 -

60 -

% de crecimiento

50

40 -

. 30

20 T | T | l | T T
0 1000 200 300 400 500 600 700 800

concentracion (pg/ml)

Grifica 4. Inhibicion del crecimiento radial del Helminthosporium longirostrastum inducido por el
tratamiento a diferentes concentraciones tratadas con diferentes concentraciones de la mezcla de 3-

alquilcatecoles de la fraccion CF-IL El fungicida comercial Captan se utilizo como control positivo,
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De estos resultados obtenidos, se podia concluir que los principios fungicidas y larvicidas
detectados mediante las evaluaciones preliminares, eran log alquileatecoles evidenciados mediante el
anilisis por CG-EM.,

Con la finalidad de separar los alquilcatecoles presentes en la fraccion CF-I1 se plantearon dos
estrategias. La primera consistio en tratar de separar los constituyentes individuales de la mezela en
forma libre, sin derivatizar, utilizando cromatografia de liquidos de alta resolucién, Sin embargo, este
procedimiento no resultd exitoso debido a 1a alta suceptibilidad a la oxidacion que se producia en los
compuestos presentes en la fraccion. Por lo tanto se procedid a implementar la segunda estategia que
consistio en la separacién de los alquilcatecoles bajo la forma de sus correspondientes derivados
acetilados (por tratamiento con anhidrido acético y piridina) & metilados (por tratamiento con una
solucion etérea de diazometano). Los detalles experimentales utilizados en cada caso se describen en la
seccion experimental.

La separacién de los derivados acetilados se realizd mediante cromatografia en capa delgada
utilizando la argentacion del soporte. Este procedimento permitio el aislamiento de tres compuestos
mayoritarios bajo la forma de sus diacetil derivados. Los compuestos se identificaron como ¢l 3-(10°Z,
13’ E-pentadecadienil)catecol (37), con un rendimiento de 12.3 mg, el segundo como el 3-(10°Z,
pentadecenil)catecol (21), obtenido con un rendimiento de 1024 mg y el tercero como 3-
pentadecilcatecol (23) con un rendimiento de 6.78 mg. El producto 37 constituye un nuevo producto
natural,

Por otra parte, la fraccion metilada CF-II se recromatografié en una columna de gel de silice
impregnada con nitrato de plata al 10% y como resultado de este proceso se obtuvieron cinco
fracciones secundarias, siendo la fraccion CF-1I-2 metilada la que contenfa la mezcla de 3-
alquilcatecoles, La purificacién de los constituyentes mayoritarios presentes en la fraccion CF-11-2
metilada, se realizd mediante cromatografia de liquidos de alta presién (HPLC) utilizando la
metodologia que se describe en la seccion 7 de la parte experimental. Este proceso permitio la
obtencién de los alquilcatecoles 37 y 21 como derivados dimetilados con tiempos de retencién de 8.99
y 1537 min, respectivamente. Esta estrategia representdé una mejor opcién ya que se obtuvieron
mejores rendimientos que en el caso de la separacion por cromatografia en capa delgada, En la Figura 4
se ilustra el cromatograma obtenido durante la separacion de los compuestos de la fraccion CF-II-2

metilada.
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Figura 4. Analisis mediante cromatografia de liquidos de la fraccion CF-I1-2 metilada (Cuadro 6),
Condiciones instrumentales: columna fase reversa pBomdapack (Waters, 3.9 x 300, 10 pm), fase
mévil, acetonitrilo-agua-dcido acético (80:20:2), detector UV WATERS 486, concentracion 5 mg/mL y
se inyectaron alicuotas de 10 pL. Asignacidn de picos: A, 1,2-dimetdxi-3-(10°Z, 13’ E-pentadecadic-
nil)benceno (37m); B, 1,2-dimetoxi-3-(10'Z-pentadecenil)benceno (21m) y C, impurezas.
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4.4 CARACTERIZACION DE LOS PRINCIPIOS ACTIVOS 3-(10'Z, 13’ E-PENTADECA-
DIENIL)CATECOL (37), 3-(10’Z-PENTADECENIL)CATECOL (21) Y 3-PENTADECE-
NILCATECOL (23) BAJO LA FORMA DE LOS DERIVADOS DIACETILADOS Y
DIMETILADOS,

En la presente seccion se describird en detalle la caracterizacion de los derivados diacetilados y
dimetilados de los alquilcatecoles obtenidos en ¢l presente estudio y se hace particular énfasis en el

nuevo producto natural.

44,1 IDENTIFICACION DEL 3-(10°Z, 13’E-PENTADECADIENIL)CATECOL BAJO LAS
FORMA DE SUS DERIVADOS DIACETILADO (37a) Y DIMETILADO (37m).

El compuesto 1,2-diacetil-3-(10’Z, 13’ E-pentadecadienil)catecol (37a) se aislé como un liquido
aceitoso incoloro e inodoro, Las constantes espectroscopicas y espectrométricas del compuesto 37a se
describen en el Cuadro 9. Su formula molecular se establecio como CzsHiysO4 mediante espectrometria
de masas, la cual permitia seis insaturaciones (Espectro 7). El espectro de IR del compuesto (Espectro
8) present6 sefiales para grupo carbonilo de éster (1770 cm™) y sefiales para vibraciones carbono-
hidrogeno (2929-2856 cm™). El espectro de UV presentd un méximo de absorcién en 207 nm (Espectro
9). El derivado 1,2-dimetoxi-3-(10’Z, 13’E-pentadecenil)benceno (37m) se aislé como un liquido de
consistencia aceitosa de color amarillo claro, con un tiempo de retencion de 8,99 min (Figura 4). Su
formula molecular se establecio como C;3Hy0, mediante espectrometria de masas (Espectro 10). Las
constantes fisicas y espectroscopicas del compuesto 37m se resumen en el Cuadro 10.

Los espectros de RMN'H de los derivados 37m y 37a (Espectros 11 y 12) mostraron el pérfil

tipico para compuestos de tipo alquilcatecol, (ElSohly et al., 1982; Du ef al., 1986), presentando las
siguientes sefiales diagnosticas:
a) Un sistema ABC para tres hidrogenos aromaticos de un benceno 1,2, 3 trisustituido. En el caso del
derivado acetilado (37a), este sistema se observo en 8 7.18 (dd, J= 7.5y 7.5 Hz), § 7.11 (dd, J= 7.5 y
1.8 Hz) y en § 7.03 (dd, J= 7.5 y 1.8 Hz). En el derivado 37m (Espectro 11), el sistema se encontraba
en 6. 94 (dd, 1=7.9y 7.9 Hz, H-5), 6.74 (dd, J= 7.9y 1.8 Hz, H-6) y 6.70 (dd, J= 7.9 y 1.8 Hz, H-4),

46



¢) Un multiplete para metileno en § 2.80. ista sefial mostro una correlacion con las seiales para los
pratones vinilicos ubicadas en el rango de & 5.34-5.45 en los espectros de correlacion homonuelear
(Figura 5 y Figura 6). Con base en su desplazamiento quimico este multiplete era asignable a un
metileno ubicado entre dos dobles ligaduras.

d) Un triplete (J= 7.9 Hz) caracteristico para un metileno bencilico en 8 2.50.

¢) Una sefial para un metileno vecino a una doble ligadura en & 2.06. Esta sefial mostro en ¢l espectro
de correlacion homonuclear un pico cruzado con las sefiales para protones vinilicos.

f) Un doblete (J=3.5 Hz) caracteristico para un metilo sobre doble ligadura en 61.59, Lista sciial

mostraba en el espectro COSY una correlacion con las sefiales de los hidrogenos vinilicos (Figuras 5 y
0).
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Figura 5. Espectro COSY del 1,2 diacetil-3-(10°Z, 13’ E-pentadecadienil)catecol.
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g) Dos multipletes anchos asignables a metilenos alifiticos en 8 1.27-1.52.

h) Por altimo en el caso del espectro de RMN'H (Espectro 11) det derivado diacetilado (37a) se
aprecian dos singuletes en § 1,76 y & 1.87 asignables a las dos seflales para metilos de grupos acetato.
En el caso del espectro de RMN'H del derivado metilado (Espectro 12) se observa la presencia de dos
singuletes en & 3.85 y & 3.81 caracteristicos para grupos metoxilo unidos a anillo aromatico. Cabe

mencionar que todas estas seifales s¢ encontraban ausentes en la RMN'H de la fraccion CF-11 sin

derivatizar (Espectro 1).
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Figura 6. Espectro COSY del 1,2-dimetoxi-3-(10'Z, 13’ £-pentadecadienil)benceno.

Los espectros de RMN"*C mostraron también las caracteristicas de un 3-alquilcatecol (ElSohly
etal., 1982; Du et al.., 1986). En el caso del derivado acetilado (37a) el espectro de RMN'3C (Espectro
13) mostré sefiales para 25 atomos de carbono, en congruencia con la férmula molecular. EI analisis
detallado del espectro de RMN"C modalidad DEPT (Espectro 14) del compuesto acetilado, indico

claramente que las resonancias correspondian a tres metilos, diez metilenos, siete metinos y cinco
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carbonos cuaternarios. De acuerdo con su desplazamiento quimico, el metilo en § 17.90 se encontraba
sobre un carbono olefinico y las dos sefiales para metilos ubicadas en 6 20.32 y 8 20.69 se asignaron a
los metilos de los grupos acetato. Las sefiales correspondientes a los grupos metileno en 6 27.08, 29.5,
29.79 y 30.43 se asignaron como sigue: la sefial en 8 27.08 a un metileno vecino a dos dobles ligaduras
(C-12") con base en su desplazamiento quimico y en las interacciones mostradas en ¢l espectio
HETCOR (Figura 7); la sefial en § 29.5 a los metilenos alifdticos C-3°, C-4°, C-5°, C-6°, C-7" y C-8’; la
sefial en 6 29.79 a C-2’ y la sefial en & 30.43 al metileno bencilico (C-1"). Las sefiales correspondientes
a grupos metino en 8 120.79, 126.18 y 127.22 se asignaron a los carbonos aromdticos C-4, C-5 y C-6,
respectivamente. Por otro lado los metinos en & 125.07, 127.62, 129.62 y 130.42 correspondian a las
dos dobles ligaduras (C-14, C-13, C-11 y C-10, respectivamente). Las sefiales correspondientes a
carbonos cuaternarios en & 136.73, 140.54 y 142.45 eran atribuibles a los carbonos C-3, C-1 y C-2,

respectivamente. Por Gltimo, las sefiales en 168.20 y 168.36 se asignaron a los carbonilos de los dos

i 4 )
-—r—j FI (ppm)? @

grupos acetato.

v

< e

11l1l1||ll|I|IV11‘1llﬂvwll‘v|||‘ll|l|171lTY"!”T"I"I'F“I"T’I‘T‘r‘l"|"'r"r'r‘v“1'

130 120 110 100 9 8 70 60 S0 40 30 20
F2 (ppm)

Figura 7. Iispectro HIETCOR del 1,2-diacetil-3-(10°Z, 13’ E-pentadecadienil)catecol,
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En el caso del derivado metitado del producto (37m). El espectro de RMNYC (Espectro 15)
presento sefiales para 23 dtomos de carbono, y en fugar de las sefiales para los dos grupos acetato sc
observan las seffales caracteristicas de los dos grupos metilos de una funcion éteren 6 3.85 y & 3.81. El
resto de las sefiales, eran practicamente idénticas a las del derivado acetilado (Espectro 16, 17 y Figura
8).

Los elementos estructurales evidenciados hasta el momento permitieron corroborar la presencia
de un 3-alquilcatecol con una cadena lateral de 15 dtomos de carbono con dos insaturaciones. Esta
cadena lateral deberia contener ademas un grupo metilo terminal sobre doble ligadura y dos
insaturaciones separadas por un metileno. Con base en estas consideraciones era evidente que la
estructura del producto natural acetilado podia corresponder con alguna de las posibilidades

estructurales A-D que se indican a continuacion:

OH OH

OH OH

)

Para discriminar entre las cuatro posibilidades, se compararon los datos del desplazamiento
quimico de B¢ de los metilenos alilicos del producto natural acetilado (37a) con los datos descritos en

la literatura para metilenos alilicos de otros compuestos similares. Como se observa en las estructuras



parciales 12y F los desplazamientos quimicos para los metitenos alilicos varian dependiendo de la
estereoquimica Z 0 £ del doble enlace (Breitmaier ef al., 1994; Dorman et al., 1971, Fiedel, et al. 1963,
inter alia). Este andlisis comparativo permitio asignar la confignracion de la doble ligadura entre C-10°

y C-11" como Z.

P H 321_ 3516 ' A 1};() e il
2.4 (2) »
(E)

(E) (F)

La asignacion de la configuracion de la doble ligadura ubicadaen 13’ y 147, se realizd siguiendo
una estrategia similar, En este caso, se compararon los desplazamientos quimicos del metilo sobre la
doble ligadura y del metileno ubicado entre las dobles ligaduras (Fiedel, ef al., 1963 y Haan et al,,
1973). El desplazamiento quimico de 8 17.4, observado para el metilo terminal, era congruente con una

estereoquimica £ por analogia con la estructura parcial G,

Con base en los resultados analizados anteriormente, la estructura del producto natural 37 se
establecio como el 3-(10°Z, 13’ E-pentadecadienil)catecol. s importante mencionar que este catecol

constituye un nuevo producto natural,



Cuadro 9. Constantes espectroscopicas y espectrométricas de 1,2-diacetil-3-(10°Z, 13’ L-pentade-

cadienil)catecol (37a).

0—COCIH,
0—COCH,

Formula molécular

CastHig04

IRvmax (cm™)

(Espectro 8) 2727, 2856, 1768, 1467 1713, 1172y 1014
UV (A, max)
(Espectro 9) 207

RMN'H (CDCl;, 300
MHz, ppm)
(Espectro 11)

717 (dd, 1=7.5 y 7.5 Hz, H-5), 7.11 (dd, J= 7.5 y 1.8 Hz, H-6), 7.03
(dd, J= 7.5y 1.8 Hz, H-4), 5.4-5.35 (ma, H-10’, H-11",H-13’ y H-14),
272 (m, H-12), 2.51 (t, J= 7.9 Hz, H-1"), 2.31 (s, COCHy), 2.27
(s, COCH), 2.02 (m, H-9%), 1.59 (d, J=3.5, H-15"), 1.53 (ma, H-2") y
122-137 (ma, H-3’, H-4', H-5’, H-6', H-7’ y H-8").

RMN"C (CDCly, 75

168.3 (COCH), 168.2 (COCH), 142.4 (C-1), 140.5 (C-2), 136.7 (C-3),

MHz, ppm) 130,42 (C-.13"), 129.62 (C-11), 127.5 (C-10"), 127,22 (C-4), 126.8 (C-5),

(Espectro 13) 125.1 (C-14'), 120.8 (C-6), 30.43 (C-1°), 29.79 (C-2’), 29.48 (C-3’, C-4’,
C-5, C-6', C-T'y C-8'), 27.9 (C-12'), 27.1 (C-9), 20.7 (COCHg), 20.32
(COCHy) y 17.9 (C-15")

EMIE M miz | M [400(82)], 382 (5), 357 (21), 316 (55), 264 (43), 263 (21), 236 (8),

(int./rel.) 189 (7), 163 (18), 149 (63), 136 (32), 123 (100), 109 (15), 95 (24), 81

(Espectro 7) (18), 43 (47) y 41 (12)
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Cuadro 10, Constantes espectroscopicas y espectrométricas de 1,2-dimetoxi-3-(10°7, 13 E-pentadeca-

dienil)benceno (37m),

YCl,

OCll,

Formula moléeular

CnH](,Oq

RMN'H (CDCly, 300
MHz, ppm)
(Espectro 12)

6. 94 (dd, J=7.9 y 7.9 Hz, H-5), 6.74 (dd, J= 7.9 y 1.8 Hz, H-6), 6.70
(dd, J= 7.9 y 1.8 Hz, H-4), 5.45-5.35 (ma, H-10", H-11",H-13" y H-14’),
3.85 (s, OCH,), 3.81 (s, OCH,), 2.72 (m, H-12"), 2.51 (t, J= 7.9 Hz,
H-1%), 2.02 (m, H-9%), 1.59 (d, J=3.5, H-15"), 1.53 (ma, H-2’) y 1.22-1.37
(na, H-3’, H-4’, H-5°, H-6’, H-7" y H-8’).

RMN'H
d;, 300 MHz, ppm)
(Espectro 12a)

(Benceno-

6.9 (dd, J=7.9 y 7.9 Hz, H-5), 6.8 (dd, J= 7.9 y 1.8 Hz, H-6), 6.53 (dd,
J=7.9y 1.8 Hz, H-4), 5.5-5.45 (ma, H-10", H-11",H-13" y H-14"), 3.76 (s,
OCH,), 3.35 (s, OCHy), 2.80 (m, H-12*), 2,73 t, J= 8 Hz, H-1"), 2.05 (m,
H-9", 1.68 (H2'), 1.59 (d, J=4, H-15) y 1.23-139 (ma, H-3' y
H-4"-H-8").

RMN"C (Benceno-
dg, 75 MHz, ppm)
(Espectro 15)

149 (C-1), 148.14 (C-2), 136 (C-3), 130.7 (C-13’ y C-14"), 130.2 (C-10’ y
C-117), 123.69 (C-4), 122.4 (C-5), 1109 (C-6), 60.2 (OCH,), 55.32
(OCH,), 30.8 (C-1"), 302 (C-2"), 30.0 (C-3* a C-8"), 27.49 (C-9°), 22.7
(C-12) y 17.9 (C-15").

EMIE M mh
(int./rel.)
(Espectro 10)

M (344 (55)1, 313 (5), 276 (9), 262 (11), 248 (6), 191 (23), 164 (25), 151
(100), 136 (60) 165 (7), 121 (18), 95 (17), 91 (28), 81 (17), 67 (5), 55 (12)
y 41 (9).
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4.4.2 IDENTIFICACION DEL 3-(10’Z-PENTADECENIL)CATECOL BAJO LAS FORMA DE
SU DERIVADO DIACETILADO (21a) Y DE SU DERIVADO DIMETILADO (21m).

El diacetil derivado del 3-(10°Z-pentadecenil)catecol (21a) se aislé como un liquido aceitoso
incoloro. Sus constantes espectroscopicas y espectrométricas se resumen en el Cuadro 11. La formula
molecular de 21a se establecio como C,sHzsO4 mediante espectrometria de masas (Espectro 17), la cual
permite cinco grados de insaturacion, uno menos que para el compuesto 37a. E! espectro de IR mostré
sefiales caracteristicas para grupo carbonilo de éster (1770 c¢m™) en y para vibraciones carbono
hidrégeno (2929 ¢m™) (Espectro 18). El derivado metifado 21m se aislo como un liquido aceitoso de
color amarillo claro. Las constantes espectroscOpicas y espectrométricas del compuesto 1,2-dimetoxi-3-

(10’ Z-pentadecenil)benceno se resumen en el Cuadro 12.

Los espectros de los derivados del producto 21 fueron muy similares a los obtenidos para los
derivados correspondientes del compuesto 37 y claramente indican que el producto natural era un 3-
alquilcatecol con una cadena lateral de 15 4tomos de carbono monoinsaturada. Las principales

diferencias entre los espectros de RMN'H de los derivados de 21 y 37 fueron las siguientes:

1) En lugar de la sefial correspondiente para metilo sobre doble ligadura (5 1.59) se observo un triplete
centrado en & 0.89 (J=5.1). Esta sefial era asignable a un metilo terminal unido a un grupo metileno
(Espectro 20 y Espectro 21). |

2) En ninguno de los casos se observo la sefial correspondiente a un metileno entre dos dobles ligaduras.
En su lugar, ambos espectros presentaron una sefial que integraba para cuatro hidrdgenos, asignable a |
dos grupos metileno vecinos a una doble ligadura. En el compuesto 21a, esta sefial se observo en 6 2,01
y en el caso del compuesto 21m se observd en § 2.02.

3) La region olefinica era de menor complejidad e integraba sélo para dos hidrogenos.
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Figura 8. Espectro COSY del 1,2-diacetil-3-(10’Z-pentadecenil)catecol

Los espectros de RMN"C (Espectro 21 y Espectro 22) también resultaban similares a los de los
productos 37a y 37m y en lugar de cuatro sefiales olefinicas se observaron sélo dos (Espectro 24,
Figura 9 y Espectro 25).

Para determinar la posicion de la doble ligadura, se decidi6 preparar el derivado monoepoxidado
del compuesto 21a y analizar el patron de fragmentacién en el espectro de masas obtenido por
cromatografia de gases acoplado a especrometria de masas (CG-EM), (Espectro 26). El derivado
epoxidado presento una formula molécular de Cy3HyOs y la presencia de fragmentos de m/z 43, 57, 85,
99 y 113 que eran congruentes con la posicion de la doble ligadura en los carbonos 10" y 11°. En la
Figura 10 se muestra el patron de fragmentacién propuesto para ¢l derivado monoepéxidado del

compuesto 21a.
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Figura 9. Espectro HETCOR del 1,2-diacetil-3-(10'Z-pentadecenil)catacol.
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Figura 10. Patrén de fragmentacion propuesto para el derivado monoepoxidado de 21a.
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Para establecer la configuracion de la doble ligadura, de mueva cuenta se compararon los
desplazamientos quimicos obtenidos en RMN"C para los metilenos alilicos de los derivados 21a y 2im
(8 27.2), con los desplazamientos quimicos descritos en la literatura para metilenos alilicos de diferentes
monoolefinas con configuraciones Z y I (Figura 11) (Breitmaier ¢ al, 1994; Dorman ef al., 1971,
Fiedel, et al., 1963; inter alia.). Este analisis comparativo indico que la doble ligadura encontrada en los
derivados del compuesto 21 presentaba una configuracion de tipo Z, como en el caso de la estructura
parcial I (Bretmaier ez al., 1994). Con base en las evidencias estructurales presentadas se caracterizaron
a los derivados preparados del compuesto 21 como sus correspondientes derivadosdiacetato y diéter
metilico. El producto natural ha sido aislado previamente por Yamauchi y colaboradores (1980) de la
especie relacionada Rhus vernicifera. Las constantes espectroscopicas y espectrométricas encontradas
en ¢l presente trabajo eran congruentes con las descritas perviamente para los derivados metilados y

acetilados del compuesto 21.

130.6  130.6 ‘ 130.6 33,1
215 27.5 33,1 \130.6

M Q)

1300 1300
Cliz "CH::CH"CHz

272 7.2
Estructura parcial de la region olefinica de 21

Figura 11, Comparacion de los desplazamientos quimicos RMN"C de los metilenos alilicos del

producto 21 con los datos descritos previamente para monoolefinas con configuracion Z (1) y £ (J).



Cuadro 11,

decenil)eatecol (21a).

Constantes

espectrométricas  de

espectroscopicas  y

I,2-diacetil-3-(10’Z-penta-

Formula molécular

CasH0y

IRvmax (cm'l )

2929, 2856.7, 1770.6, 1468, 1371, 1161 y 1014.5

RMN'H (CDCl,, 300
MHz, ppm)
(Espectro 20)

718 (dd, J=1.5 y 7.5 Hz, H-5), 7.11 (dd, J= 7.5 y 1.8 Hz, H-6), 7.03
(dd, J= 7.5 y 1.8 Hz, H-4), 535 (t, J= 5.36, H-10" y H-11"), 2.59
t, J= 7.9 Hz, H-1"), 2.31 (s, COCH,), 2.27 (s, COCH,), 2.02 (m, H-9 y
H-12°), 1.56-1.3 (ma, H-2’-H-8’, H-13’y H-14") y 0.89 (t, J= 5.1, H-15")

RMN"C (cpcy,, 75
MHz, ppm)
(Espectro 22)

168.1 (COCH;), 168.0 (COCH,), 142.2 (C-1), 140.2 (C-2), 1360 (C-3),
130.0 (C-10° y C-11°), 127.30 (C-4), 126.20 (C-5), 120.72 (C-6), 30.97
(C-17), 29.79 (C-2'), 2848 (C-3'- C-8", C-13’y C-14’ ), 272 (C-9’ y
C-127),22.35 (C-14") y 14.0 (C-15")

EMIE M m/kz
(int./rel.)
(Espectro 17)

M’ [402 (5)], 360 (21), 319 (23), 318 (100), 264 (8), 149 (10), 136 (15),
123 (40), 95 (4), 69 (6) y 43 (15)
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Cuadro 12, Constantes ecspectroscopicas y  espectrométricas  de

decenil)benceno (21m).

1,2-dimetoxi-3-(10°Z-penta-

Férmula molécular

CaoHa:0x

RMN'H (CDChL, 300
MHz, ppm)
(Espectro 21)

6.96 (dd, 3=7.9 y 7.9 Hz, H-5), 6.68 (ma, H-4 y H-6), 535
(t, J= 5.5 Hz, H-10' y H-11"), 3.85 (s, OCHy), 3.81 (s, OCH3), 2.60
@, J= 8.0, H-1"), 2.02 (m, H9' y H-12), 1.57 (m, H-2'), 1.24-1.31
(ma, H-3’ a H-8", H-13’y H-14’) y 0.89 (¢, J=5.1, H-15") |

RMN'H (Benceno-d6,
300 MHz, ppm)
(Espectro 21a)

6.9 (dd, J= 7.9y 7.9 Hz, H-5), 6.80 (dd, J= 7.9 y 1.8 Hz, H-6), 6.53
(dd, J= 79 y 1.8 Hz, H-4), 5.58 (t, J= 5.6, H-10’ y H-11"), 3.76
(s, OCHy), 3.35 (s, OCHy), 2.7 (t, J= 7.9, H-1), 2.02 (ma, H-9’ y
H-12%), 1.60 (m, H-2"), 1.27-1.40 (ma, H-3’ - H-8’ y H-13' y H-14") y
0.88 (t, J=5.1 Hz, H-15")

RMN"C (CDCl;, 75

153.8 (C-1), 148.1 (C-2), 136.9 (C-3), 130.0 (C-10’ y C-11"), 123.7

MHz, ppm) (C-4), 122.4 (C-5), 110.9 (C-6), 60.22 (OCH3), 55.34 (OCH;), 30.50

(Espectro 23) (C-1), 30.0 (C-3’ a C-8°, C-13’y C-14"), 27.6 (C-9' y C-10") y 14.2
(C-15%)

EMIE M* m/z (int./rel.) M*[346 (100)), 191 (5), 176 (7), 165 (7), 151 (75), 136 (50), 121

(Espectro 19)

(15), 91 (20), 69 (5), 55 (13) y 41 (10).




4.4.3 IDENTIFICACION DEL 3-PENTADILCATECOI, BAJO LAS FORMA DE SU
DERIVADO DIACETILADO (23a).

El compuesto 1,2-diacetil-3-pentadecilcatecol (23a) se aislé como un liquido aceitoso de color
amarillo claro. Las constantes espectroscopicas y espectrométricas del compuesto se resumen en el
Cuadro 13. El compuesto 23 se caracterizd como el diacetil derivado del 3-pentadecilcatecol por

comparacion de sus constantes espectroscopicas con las descritas previamente (Yamauchi, ef al., 1982).

Cuadro 13, Constantes espectroscopicas del 1,2-diacetil-3-pentadecilcatecol (23a).

0CH,
0—COCH,

RMN'H (CDCl,, 300 | 7.18 (dd, J=7.5 y 7.5 Hz, H-5), 7.11 (dd, 7.5 y 1.8, H-6), 7.03

MHz, ppm) (dd, J=7.5 y 1.8, H-4), 2.59 (t, J= 7.9, H-1"), 2.31 (s, COCHj),

(Espectro 23) 2.27 (COCHs), 1.56-1.31 (ma, H-2' - H-14") y 0.89 (1, J= 5.1, H-15"),

RMNPC (CDCl,, 75 | 1682 (COCH;), 168.0 (COCH;), 1422 (C-1), 140.5 (C-2),

MHz, ppm) (C-3), 12730 (C-4), 1262 (C-5), 120.7 (C-6), 3042 (C-1%),

(Espectro 24) (C-2'), 29.48 (C-3'-C-14"), 20.7 (COCHs;), 2032 (COCH:) <y
(C-15").

4.5 EVALUACION ANTIFUNGICA DE LA MEZCLA DE 3-ALQUILCATECOLES
PRESENTES EN LA FRACCION CF-II,

Con la finalidad de establecer si la mezcla de los derivados acetilados o metilados de los 3-

alquilcatecoles presentes en la fraccion CF-11 presentaba también propiedades antifingicas y larvicidas se

decidi6 evaluar su toxicidad para A. salina y su efecto sobre el crecimiento radial de dos especies de
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hongos fitopatogenos (Helmintosporium longirostrastum 'y Fusarium oxysporum). En el caso del
bioensayo dc la determinacion de la toxicidad para A salina ninguna, de las mezelas derivatizadas
mostro toxicidad para las larvas del crusticeo, ya que la concentracion letal media (Cl.gy) fue mayor a
1000 pug/ml. (Anderson et al., 1991). Con respecto a la actividad antifimgica, como se puede apreciar
en las graficas 5,6, 7 y 8 la actividad fue nula en ambos casos. Estas observaciones indican que al igual
que para el desencadenamiento de fa actividad alergenica, cstos productos requieren de la presencia de

la funcién catecdlica libre para mediar las actividades antifiingicas y larvicidas,

110
100 -
T —————————®
90 -
80 -
e
.5 —o— CF-II acetilada
E 70 ~ . —#— Captin
S 60
o
X
50 ~
40 -
30  S—
20 | T T ] T T T n

0 100 200 300 400 500 600 700 800

concentracién (pg/ml)

Grifica 5. Inhibicién del crecimiento radial de Fusarium oxysporum inducido por el tratamiento a

diferentes concentraciones de la fraccion CF-II acetilada. E! fungicida comercial Captan se utilizé como

control positivo,
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Grifica 6. Inhibicion del crecimiento radial de Helminthosporium longirostrastum inducido por el
tratamiento a diferentes concentraciones de la fraccion CF-II acetilada. El fungicida comercial Captan

se utilizd como control positivo.
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- Grifica 7. Inhibicion del crecimiento radial de Fusarium oxysporum inducido por el tratamiento
a diferentes concentraciones de la fraccion CF-1I metilada. El fungicida comercial Captin se

-utiliz6 como control positivo.
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Grifica 8. Inhibicion del crecimiento radial de Helminthosporium longirostrastum inducido por el
tratamiento a diferentes concentraciones de la fraccion CF-II metilada, El fungicida comercial Captan

se utilizo como control positivo.
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V. RESUMEN Y CONCLUSIONES

I} andlisis por cromatograffa de gases acoplada a un sistema de espectrometria de masas del
extracto acetonico de la corteza fresca de Metopivm brownei, permitié la deteccion y
cuantificacion de cinco compuestos de tipo alquilcatecol, tres de ellos con una cadena fateral de
15 dtomos de carbono y los dos restamtes con una cadena de 17 dtomos de carbono.
Posteriormente ¢l estudio fitoquimico biodirigide del extracto aceténico de la corteza fresca,
mediante la determinacion de la toxicidad para 4. salina y la evaluacion del efecto sobre el
crecimiento de los hongos fitopatogenos Fusarium  oxysporum 'y  Helminthosporium
longirostrastum, permitié el aislamiento y caracterizacion de tres compuestos del tipo 3-
alquileatecol con cadena lateral de 15 dtomos de carbono. Estos productos sc caracterizaron por
métodos espectroscopicos y espectrométricos como el 3-pentadecilcatecol (23), el 3-(10'Z-
pentadecenil)catecol (21) y el 3-(10°Z, 13’E-pentadecadienil)catecol (37). El producto 37

constituye un nuevo producto natural,

El extracto acctonico de la corteza de Metopium brownei, demostré un efecto inhibidor
significativo del crecimiento radial de las especies de hongos fitopatogenos Fusarium oxysporum
y Helminthosporium longirostrastum. De manera adicional, el extracto presentd una toxicidad
notable para el crusticeo Artemia salina Leach con una concentracion letal media (CLsg) de
123.93 pg/mL. Estos resultados permitieron establecer la potencialidad de la especie como una

fuente de principios fungicidas y larvicidas.

Los compuestos del tipo 3-alquilcatecol (CF-II) aislados, son los responsables de las afecciones
dérmicas y respiratorias producidas por Metopium brownei. Por lo tanto, el uso de Ja especie en la
medicina tradicional, constituye un considerable riesgo para los usuarios en el sureste de México,

donde es muy abundante y ampliamente utilizada con fines medicinales.

La mezcla de 3-alquilcatecoles (CF-I1) demostré una actividad significativa sobre el crecimiento
radial de Fusarium oxysporum y Helminthosporium longirostrastum. Sin embargo, la inhibicion

del crecimiento radial observado fue mayor para la especie Helminthosporium longirostrastum.
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La inhibicién del crecimiento radial indueida por los 3-alquilcatecoles para ambas especies, fue
muy similar a la observada para el fungicida comercial Captan, utilizado como control positivo.

El efecto fungicida demostrado por ¢l extracto y la fraccion de alquilcatecoles puede ser de
beneficio para la especie productora (M. brownei) como un mecanismo de defensa, Sin embargo,
este cfecto fungicida no es potencialmente Gtil para cl desarrollo de productos de uso comercial

debido a las propiedades alergénicas de los alquilcatecoles.

El bionsayo de la determinacion de la toxicidad para el crustaceo Arfemia salina demostrd ser un

procedimiento eficiente para la deteccion de alergenos del tipo 3-alquilcatecol.
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Espectro 1. Espectro de masas del derivado trimetilsililado del pentadecilcatecol con una cadena lateral saturada
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Espectro 4. Espectro de masas del derivado trimetilsililado del heptadecilcatecol con una cadena lateral saturada
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