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Resumen

Phytophthora cinnamomi, es considerada hoy en dia como uno de los fitopatégenos que causa
uno de los mayores dafios en la produccion del palto, principalmente debido a su rapida y facil
propagacion, causando graves dafios a la industria agricola y forestal en muchos paises del
mundo. Actualmente hay muchos compuestos quimicos que inhiben el crecimiento de
Phytophthora, asi como la infecciéon que causa en sus huéspedes. De estos compuestos, los que
han demostrado una mayor efectividad contra P. cinnamomi son las fenilaminas como el metalaxil
y los fosfitos como fosetil-Al. Sin embargo, hoy en dia la sociedad demanda cada vez mas el uso
de nuevos pesticidas que sean menos nocivos para el medio ambiente y la sociedad, por lo tanto,
esto ha llevado a la reconsideracion por parte de la industria agricola, a incentivar el uso de
insumos con un alto potencial ecolégico. En esta investigacion, se sintetizaron 9 derivados de 2-
alilfenol, siendo sus estructuras confirmadas por espectroscopia infrarrojo (IR) y resonancia
magnética nuclear (RMN). Para evaluar la actividad antifingica se realizé el ensayo in vitro de
inhibicién del crecimiento micelial, donde los compuestos 2-alil-4,6-dinitrofenol (C5), 2-alil-4-
nitrofenol (C10) y 2-alil-4-nitrofenil acetato (C8) inhiben el crecimiento micelial sobre Phytophthora
cinnamomi presentando un ECso de 8,7; 10,3 y 10,4 ug / mL respectivamente, indicando que la
presencia de grupos nitro en la posicién “para” respecto al grupo hidroxilo aumenta la actividad
antifingica de estos derivados. Por lo tanto, los resultados expuestos sugieren que algunos de
estos compuestos podrian ser de interés agricola debido a su actividad antifingica contra P.

cinnamomi.



Abstract

Phytophthora cinnamomi, is considered today as one of the phytopathogens that causes one of
the greatest damages in avocado production, mainly due to its rapid and easy spread, causing
serious damage to the agricultural and forestry industry in many countries of the world. Currently
there are many chemical compounds that inhibit the growth of Phytophthora, as well as the
infection it causes in its hosts. Of these compounds, those that have demonstrated greater
effectiveness in P. cinnamomi are phenylamides such as metalaxyl and phosphites such as
fosetyl-Al. However, today society increasingly demand the use of new pesticides that are less
harmful to the environment and society, therefore this has led to reconsideration by the agricultural
industry, encouraging the use of inputs with a high ecological potential. In this research, 9
derivatives of 2-allylphenol were synthesized, their structures being confirmed by infrared
spectroscopy (IR) and nuclear magnetic resonance (NMR). To evaluate the antifungal activity, the
in vitro test of inhibition of mycelial growth was carried out, where the compounds 2-allyl-4,6-
dinitrophenol (C5), 2-allyl-4-nitrophenol (C10) and 2-allyl-4- nitrophenyl acetate (C8) inhibits
mycelial growth on Phytophthora cinnamomi presenting an ECso of 8.7; 10.3 and 10.4 pg / mL
respectively, indicating that the presence of nitro groups in the "para" position with respect to the
hydroxyl group increases the antifungal activity of these derivatives. Therefore, the exposed
results suggest that some of these compounds could be of agricultural interest due to their
antifungal activity against P. cinnamomi.
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2. INTRODUCCION:

2.1 Productos naturales y antifungicos:

El ser humano desde su origen ha procurado su bienestar y una gran parte lo ha encontrado
en la naturaleza buscando soluciones a distintas problematicas del vivir, debido a esto el estudio
cientifico y el uso adecuado de sustancias de origen natural con fines terapéuticos, ha sido de
gran ayuda para lograr este fin.

El término “producto natural”, se aplica a aquellos compuestos organicos de origen natural
gue son especificos de un organismo o0 que son comunes a un pequefio grupo de organismos
estrechamente relacionados. Los productos naturales son compuestos que el hombre emplea en
diversos ambitos, ya sea como medicina, estimulante, narcético, alucinégeno, antibiético,
insecticida, herbicida, fungicida, entre otros (1). Los fungicidas, son sustancias toxicas que se
emplean para impedir el crecimiento o eliminar hongos y mohos perjudiciales para las plantas y
animales (2). Sin embargo, el uso indiscriminado de estos ha provocado resistencias en los
fitopatdgenos, es decir, una reduccion adquirida y heredable de la sensibilidad de un hongo a un
principio activo antifungico especifico (3), por lo cual los patégenos obtienen la habilidad de
adaptacion a diferentes condiciones agronémicas normalmente adversas, y por lo tanto pueden
sobrevivir. Por esto es necesario encontrar una nueva alternativa para el control de los
fitopatdbgenos ofreciendo seguridad para el medio ambiente y una eficiente opcién agronémica
(4) a través del uso de metabolitos secundarios de plantas que poseen propiedades biolégicas
con importancia contra plagas de hongos (5). Las plantas seleccionadas que contengan
metabolitos secundarios capaces de ser utilizados como fungicidas naturales, deben ser de facil
cultivo y con principios activos potentes, con alta estabilidad quimica y de 6ptima produccion (6).
Un gran namero de productos medicinales han sido desarrollados a partir de extractos obtenidos
de plantas, y en base a esta experiencia se considera que éstas constituyen una fuente
importante de compuestos con actividad bioldgica (7). Estos compuestos son generalmente
metabolitos secundarios, los cuales son sustancias quimicas no nutricionales que controlan la
biologia de otras especies en el entorno (8). Muchos de estos poseen actividad insecticida,
antifingica y antibacteriana (9,10). Asi, en la busqueda de alternativas mas econémicas y
efectivas para el tratamiento de las enfermedades producidas por hongos en cultivos de gran
importancia econdmica, como lo es el palto, el estudio de metabolitos secundarios se ha
convertido en un area de investigacion de creciente interés. En los Gltimos afios se han aislado,

identificado y estudiado una serie de metabolitos secundarios que han mostrado interesante
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actividad biolégica, entre ellas actividad anti-cancerigena (11), anti-diabética (12),
hepatoprotectiva (13), anti-bacterial (14), entre otras. Con respecto a la actividad biolégica sobre
fitopatdgenos, se encuentran estudios sobre Botrytis cinerea, donde se demostré la actividad
antifangica de drimenol, un sesquiterpeno extraido desde el Canelo (Drymis winteri) un arbol
nativo de Chile, asi como derivados hemisinteticos de este, tales como: nordrimenona, drimenol
acetato y drimenol-epoxi-acetato. En dicho estudio, el drimenol fue el compuesto que presentd
una mayor actividad, con un ECso de 80 ppm en el ensayo de inhibicién del crecimiento micelial,
el cual fue el mas cercano en comparacion al control positivo (BC-1000) sobre B. cinerea (15).
En estudios realizados por Carrasco et. al en el afio 2019, se demostré que Eugenol (metabolito
secundario extraido a partir del clavo de olor (Syzygium aromaticum)), asi como sus derivados
hemisintéticos poseen actividad contra B. cinerea (16). Por otro lado, Madrid en el 2015 (17),
demostré que el Bakuchiol, un exudado de 3 meroterpenos obtenido desde las hojas de culen
(Psoralea glandulosa) y derivados de estos presentan actividad sobre B. cinerea y P. cinnamomi.
Asi mismo, en la investigacion realizada por Diaz en el 2018, se demostré que el compuesto
3,14,15-trihidroxilabd-8-eno extraido desde el exudado reinoso de la melosa (Media sativa) logra
una inhibicion del 94,6% sobre P.cinnamomi (18). Estos antecedentes relevantes demuestran
gue diversos metabolitos secundarios extraidos de cortezas, hojas, etc. presentan actividad

antifungica relacionada a la inhibicion miceliar en el hongo.

2.2 Antecedentes de Ginkgo biloba y 2-alilfenol.

El Ginkgo biloba es un arbol utilizado desde hace siglos en la medicina tradicional China,
japonesa e Hindu. Es el arbol viviente mas antiguo que existe, y es por esto por lo que es
considerado por algunos como un precioso y tenue eslabon entre el presente y el remoto pasado.
En el libro de medicina mas antiguo que se conoce (Pents’ao), el emperador chino Shen Nun
hacia referencia a sus bondades para el corazén y el pulmén debido a las propiedades
terapéuticas conferidas a sus hojas (19).

Ginkgo tiene una amplia variedad de fitoquimicos, incluyendo alcanos, lipidos, esteroles,
benzenoides, carotenoides, fenilpropanoides, carbohidratos, flavonoides y terpenoides (20). Los
fenilpropanoides, se definen como un componente principal dentro de los metabolitos
secundarios de las plantas, donde cumplen diversas funciones biolégicas (21). Entre los
compuestos mas importantes, se encuentra el 2-alilfenol, el cual se extrae del exoesperma del
fruto del Ginkgo biloba, siendo este, un compuesto con actividad anti-bacterial, antitumoral y

antifungica (22). Sin embargo, el 2-alilfenol se encuentra disponible en el comercio para su facil

12



adquisicion, teniendo un 99% de pureza (Merck KGaA,). Por otra parte, extractos de hoja de
Ginko biloba presentan actividad sobre desérdenes neuroldgicos y dafios neuronales (23),
poseen efecto anti-inflamatorio (24), anti-ansiedad (25), anti-tumoral (26).

Si bien, los metabolitos secundarios extraidos de diversas plantas, frutos etc., presentan
actividad bioldgica, ésta se puede ver potenciada mediante hemisintesis, es decir construccién
planificada de moléculas organicas mediante reacciones quimicas de transformacién (27). Dentro
de la hemisintesis las reacciones son variadas encontrando reacciones como nitracion,
reduccion, metilacion, acetilaciones entre otras, que pueden aumentar o mermar la actividad
biologica frente a algun patégeno o linea celular. Por ejemplo, en un estudio reportado por
Carrasco et al 2008 se demostré que en derivados hemisintéticos del Eugenol que presentan
grupos nitro e hidroxilo, estos aumentan la actividad sobre lineas celulares cancerosas de
préstata y carcinoma humano (28), asi como también presentan actividad antifiingica sobre
hongos humanos tales como C. albicans, Candida spp, Cryptococcus neoformans y dermatofitos
(29).

2.3 Sintesis organica

La sintesis de compuestos es una construccidon de moléculas organicas mediante distintas
reacciones quimicas, la cual tiene como objetivo principal la produccion de una cantidad
importante de producto puro de la forma mas econdmica posible (30). Hay dos campos principales
de investigacion dentro del area de la sintesis organica: La sintesis total, que consiste en obtener
la molécula objetivo utilizando como sinton de partida metano y la sintesis parcial, se habla de
hemisintesis, que corresponde a un procedimiento sintético en que se utilizan como productos de
partida, productos naturales que a su vez pueden obtenerse por procedimientos sintéticos o por
degradacién de otros productos (31).

Dentro de las reacciones de sintesis, es necesario tener en cuenta la sustitucion electrofilica
aromatica, esta permite la introduccion de grupos sustituyentes que luego pueden convertirse en
otros, incluyendo anillos aromaticos adicionales. Cualquier grupo unido al anillo bencénico,
afectara su reactividad y determinara la orientacion en la estructura. Cuando el electréfilo ataca
el anillo, el grupo ya enlazado establecera la facilidad del atague y en qué lugar sucedera. Cuando
el sustituyente unido al anillo hace que este sea mas reactivo, se le llama grupo activante y si
hace que sea menos reactivo, es un grupo desactivante. Dichos grupos pueden orientar ataques
en las posiciones orto y para (orientadores orto-para) o también facilitar la unién en posicion meta

(orientador meta) (32).
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2.4 Técnicas espectroscopicas

Dentro de las técnicas que destacan en la espectroscopia para elucidar la estructura de un
compuesto se encuentran, la espectroscopia infrarroja (IR) y la resonancia magnética nuclear
(RMN). A pesar de ser técnicas distintas, todas ellas estan basadas en la absorcion de energia
por una molécula y examinan cémo dicha molécula responde a esa absorcion. Con respecto a la
energia que absorbe la molécula, corresponde a la radiacion electromagnética, la cual es un tipo
de campo electromagnético variable, es decir, una combinacion de campos eléctricos y
magnéticos oscilantes, que se propagan a través del espacio transportando energia de un lugar
a otro. Cuando una molécula se expone a una radiacién, puede absorber un fotén y aumentar asi
su energia. Las moléculas son muy selectivas con respecto a la frecuencia de la radiaciéon que
absorben, ya que los fotones de frecuencias especificas son absorbidos por la molécula

dependiendo de su estructura molecular (33).

2.4.1 Infrarrojo (IR).

Si bien, la RMN proporciona mas informacion sobre la estructura de un compuesto
desconocido, el IR es de gran utilidad en la identificacion de la presencia de ciertos grupos
funcionales dentro de una molécula, lo que no realiza la RMN.

La radiacion infrarroja es la porcion del espectro electromagnético (Figura 1) entre las ondas
microondas y la luz visible. La fraccion de la region infrarroja de mas uso para determinacion de

estructuras es entre 2,5 x 10 my 16 x 10° m en longitud de onda (34).

<«— Mayor frecuencia (V)
10 107 10% 10" 10'¢ 10" 10" 10" 10° 10° 10 10° 10" v(Hz)
| |} | 1 | 1 1 | | | )

AM Long radio waves

¥ rays X rays uv IR Microwave FM’
Radio waves
I vl | I I I | |

| | 1
1w 10" 1% 1w 0% }:l10% 10+ 107 10° 10° 10 10° 10° n(m)

Mayor longitud de onda (L) —>

Espectro visible

400 500 600 700

Mayor longitud de onda (A) en mm —»

Figura 1. Espectro electromagnético. El espectro electromagnético se extiende desde la radiacion de

menor longitud de onda, como los rayos gamma y los rayos X, pasando por la radiacion ultravioleta, la luz
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visible y la radiacidn infrarroja, hasta las ondas electromagnéticas de mayor longitud de onda, como son
las ondas de radio (34).

El equipo de IR registra la separacion entre las energias de los estados de vibracién de los
enlaces que conforman las moléculas organicas. La absorciéon de un foton de radiacion IR excita
a la molécula desde el lado vibracional mas bajo (fundamental) hasta uno méas alto. Estas
vibraciones, incluyen las tensiones y flexiones de los enlaces. Al usar la espectroscopia de IR
para la determinacion de estructuras, por lo general, se destacan los intervalos entre 4000 a 1600
cm, porque es en esta regién en la cual se encuentran las vibraciones caracteristicas de los
grupos funcionales particulares. La regiéon 1300 a 625 cm™ se conoce como la region de huella
dactilar, es aqui donde existe una variacién entre un compuesto y otro. En la imagen 2 se
encuentra una lista con las frecuencias (himero de ondas) asociadas con una variedad de grupos

encontrados por lo comin en compuestos organicos (34).

TA,BLA, 13_4 Frecuencias de absorcidn de infrarrojo de algunas unidades estructurales comunes

Unidad estructural Frecuencia, em ! Unidad estructural Frecuencia, em !

Vibraciones de alargamiento

Enlaces sencillos Enlaces dobles
M, i
—0—H (alcoholes) 3 200 a 3 600 C=C\ 1 620 a 1 680
—0—H (acidos carboxilicos) 2 500 a 3 600 ::
N C=0
;,N—H 3 350 a 3 500 !
C—H T Aldehidos y cetonas 1710al 750
o? C—H T altl s Acidos carboxilicos 17001725
2 t—H Anhidridos de acido 1800al1850y1740a1 790
sp 2850 a 2950 ;
. Halogenuros de acilo 1770al 815
sP; C—0 1 200 Esteres 1730al 750
sp" C—0 1025a 1 200 Amidas 1 680 a1 700
Enlaces triples
—C=C— 2100a2 200
—C=N 2240a2 280
Vibraciones de torsion con valor de diagnastico
Alguenos: Derivados sustituidos del benceno:
RCH=CH: 910, 990 Monosustituidos 730a 770y 690a 710
R.C==CH, 290 Orto-disustituidos 735a 770
cis-RCH=CHR' B65 a 730 Meta-disustituidos 750 a 810y 680 a 730
trans-RCH== CHR"' 960 a 980 Para-disustituidos 790 a 840
RzC==CHR' 790 a 840

Figura 2. Frecuencias de absorcion de infrarrojo de algunas estructuras comunes de quimica (34).

Lista con las frecuencias (nimero de ondas) asociadas a una variedad de grupos.
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2.4.2 Resonancia magnética nuclear (RMN).

La espectroscopia de RMN es hoy en dia una de las herramientas analiticas mas poderosas en
investigacion quimica empleada, principalmente, en la elucidacion de estructuras moleculares.
La RMN es una técnica espectroscopica que estudia la absorcion y emision de radiacion
electromagnética por los nicleos de ciertos a&tomos bajo la influencia de un campo magnético
(35). Se basa entonces, en las transiciones entre los estados de espin nuclear. Al igual que el
electrén, el protén tiene 2 estados de espin nuclear (+1/2 y -1/2) y normalmente entre ellos no
hay diferencia de energia. La RMN genera un campo magnético externo capaz de alterar la

energia de cada espin generando la diferencia de energia entre un estado y otro (36).

2.5 Problemética de la enfermedad provocada por Phythophthora cinnamomi la “Tristeza

del palto”

Chile es el principal exportador de fruta fresca del hemisferio sur y uno de los mas importantes
del mundo con productos lideres como la uva, arAndanos, cerezas, kiwis, paltas, ciruelas,
nectarines entre otros (37). La fruta conforma el tercer sector mas importante de la economia
nacional, tanto por el empleo como por el nivel de inversiones generadas. En este contexto, el
palto es uno de los principales productos exportados por Chile. En 2017, el volumen de palta
exportada al mercado chino superé las 13.000 toneladas, sustituyendo a México como el mayor
proveedor de este fruto para China y en 2018 podria alcanzar las 18.000 toneladas (38).

Desde el punto de vista fitosanitario, en nuestro pais, el palto (Persea americana Mill) presenta
escasa incidencia de agentes fitopatdgenos en comparacion a otros lugares de produccion en el
mundo. Sin embargo, en los huertos se ha determinado agentes que se manifiestan como
enfermedad, dependiendo del estado fisiol6gico de los arboles y de las condiciones particulares
del lugar de produccion y que tienen importancia econdémica para este frutal (39).

El hongo Phytophthora cinnamomi, responsable de la tristeza del palto, la cual es la
enfermedad mas importante que afecta a esta especie frutal, tiene una distribucién mundial y un
rango de hospederos que se aproxima a 5,000 especies (40). Ademas de causar pérdidas
econdmicas sustanciales en la agricultura, la silvicultura y la horticultura.

Phytophthora es un Oomycetes, una clase en Phylum Pseudofungi dentro del reino Chromista
(40). Se define como Chromista debido a la produccion de esporas asexuales moviles que poseen

un flagelo adornado por pelos tubulares que son responsables del movimiento (41,42). Para
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muchas especies de Phytophthora, las esporas méviles son el principal agente infeccioso que
inicia la enfermedad de las plantas. La especie, se ha clasificado entre los 10 principales agentes
patégenos de las plantas por su importancia cientifica y econémica (43). El hongo infecta
principalmente las raices de absorcién de hasta medio centimetro de didmetro, las cuales se
tornan negras y quebradizas. Adicionalmente, se observa necrosis en el tronco (ademas se cree
gue el agua es fundamental para la diseminacion de las esporas), mientras que las raices pueden
dafarse por la anoxia, lo que facilita la penetracién y la invasion en las raices por P. cinnamomi
(Figura 3 Ay B) (44).

Figura 3. (A) Necrosis del tallo provocado por Phytophthora cinnamomi Rands y (B) Necrosis de

raiz provocado por Phytophthora cinnamomi Rands (44)

El control de la pudricion de la raiz provocada por Phytophthora es compleja, ya que requiere
practicas culturales rigurosas y laboriosas tales como: Una combinacién de estrategias disefiadas
para reducir su actividad y/o aumentar la tolerancia del huésped durante el periodo de infeccion
(45). Actualmente, para el control de este fitopatogeno se realiza la aplicacién de fungicidas
guimicos y antibioticos. Los fungicidas que contienen fosfito y acido fosforoso son muy moéviles
en las plantas y se cree que controlan Phytophthora spp (46). Sin embargo, hoy en dia se han
registrado cepas resistentes, las cuales limitan el uso de fungicidas, lo que ha provocado un
aumento en la demanda por el descubrimiento de nuevos fungicidas basados en el uso de
productos naturales como metabolitos secundarios, que se encuentran presentes en las plantas
siendo potenciales candidatos como nuevos biofungicidas. Se ha demostrado, por ejemplo, que
el uso de extracto de Citronella mucronata present6 una inhibicion del crecimiento micelial sobre
P. cinnamomi (47) y también en una investigacion realizada por Chavez en el 2018, se demostro
gue una serie de derivados de geranilfenoles / metoxifenol se probaron in vitro como agentes

inhibidores del crecimiento micelial de Phytophthora cinnamomi y los resultados mostraron que
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son tan activos como el metalaxil (48). Por lo tanto, en base a los antecedentes mencionados
anteriormente, en este proyecto de investigacion, se propone evaluar distintos derivados
hemisintéticos del 2-alilfenol (Figura 4) sobre la inhibicion del crecimiento micelial del hongo
Phytophthora cinnamomi Rands in vitro.

OH OH OCH, OCH,
/ O,N / O,N / /
c1 c2 c3 c4
o
OH OCH,4 )J\
O,N G O,N P o] CH,
/
cs C6
NO, NO, ¢
o)
o
P g N
o CH,
o CH,
/
F O,N P

C8 C10

NO,

Figura 4. Derivados 2-alilfenol. Moléculas propuestas para evaluar la inhibicién del
crecimiento micelial de Phytophthora cinnamomi Rands in vitro.
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2.6 HIPOTESIS:

e 2-aliifenol y sus derivados hemisintéticos, presentan actividad antifingica sobre
Phytophthora cinnamoni Rands in vitro.

En base a esta hipotesis, se plantea el siguiente objetivo general:

e Sintetizar nuevos derivados de 2-alilfenol y evaluar su actividad antifingica sobre
Phytophthora cinnamoni Rands in vitro.

Para llevar a cabo este objetivo, se plantearon los siguientes objetivos especificos:

e Sintetizar derivados de 2-alilfenol, compuestos C2 a C10 (Figura 4).
e Obtener y analizar los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN H y 13C) e

infrarrojo (IR) de cada compuesto sintetizado con el fin de confirmar su estructura

molecular.

e Evaluar la inhibicion del crecimiento micelial de Phytophthora cinnamomi Rands in vitro

de los distintos derivados obtenidos de 2-alilfenol.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 MATERIALES

Camara de revelado para TLC

Columnas de vidrio de diferentes didmetros para cromatografia
Embudos de decantacion de 100 y 250 ml EM Hirschmann®
Espétulas

Frascos de penicilina vacios, limpios y autoclavados de 8 mi
Gafas protectoras

Guantes de latex desechables

Matraces Erlenmayer de 50, 100, 250 y 500 ml EM Hirschmann®
Papel filtro Merck®

Papel para cromatografia de capa fina (TLC) de 20x20 cm Merck®
Pipetas de 1, 2, 5y 10 ml EM Hirschmann®

Pipetas aforadas de 10 y 25 ml EM Hirschmann®

Pipeta pasteur

Pinzas

Propipetas

Placas para crecimiento hongo

Probetas de 10, 25 y 1000 ml Schott DURAN®

Silica Gel Geduran®

Vasos precipitados de 50, 100 y 500 ml EM Hirschmann®

Equipos

Agitador magnético calefaccionado VELP Scientifica®
Balanza analitica modelo NewClassic ML204 Mettler Toledo®

Camara de flujo laminar clase 2 NUARE®
Céamara oscura UV Cole-Parmer®

Estufa de secado Memmert®

Incubador CO, Memmert®

Espectrofotémetro IR Prestige-21 SHIMADZU

Maquina para hielo, modelo SKL-SN70, Ningbo Sklon Lab Instrument®
Rotavapor modelo R-210 basic, BUCHI®
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RMN, bruker 400 ultrashield

Reactivos

2-alilfenol (namero CAS 1745-81-9) Sigma Aldrich®.

Acetato de etilo (C4HsO2) Sigma-Aldrich®
Acetona (C3HeO) Merck®

Acido acético (C2H402) 1% Winkler LTDA®
Acido sulfarico (H2SO4) Merck®

Acido nitrico (HNO3) Merck®

Anhidrido acético (C4HsO3) Merck®
Carbonato de potasio (K2CO3) Merck®
Diclorometano (CH:Cl;) Sigma-Aldrich®
Dimetilaminopiridina (DMAP; C7H10N2) Merck®
Etanol (C2HsO) al 99% de pureza Merck®
Medio de cultivo PDA Difco™

Metalaxil® ANASAC, Santiago, Chile
Metanol (CH4O) Merck®

n-Hexano (CgH14) Sigma-Aldrich®

Nitrato de sodio (NaNO3z) Winkler LTDA®

Silica gel para cromatografia en columna

Sulfato 4cido de potasio (KHSO4) 10% m/v Merck®

Sulfato de dimetilo (C2HO4S) Merck®
Sulfato de sodio anhidro (Na;SO4) Merck®

Cepa de Hongo:

Phytophthora cinnamomi identificada por el servicio agricola y ganadero (SAG) y

facilitada por la Dra. Katy Diaz perteneciente al Departamento de Quimica de la UTFSM.
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3.2 METODOLOGIA
La ruta sintética de derivados de 2-alilfenol consistio en la realizaciéon de un total de 9
derivados, los cuales fueron sintetizados mediante reacciones de nitracion, metilacion y

acetilacion. El 2-alilfenol (ndmero CAS 1745-81-9) fue adquirido a través de Sigma Aldrich®.

3.2.1 Sintesis 2-alil-6-nitrofenol (C2) y Sintesis 2-alil-4,6-dinitrofenol (C5)

Figura 5. (a) 2-alil-6-nitrofenol y (b) 2-alil.4, 6-dinitrofenol

En un matraz Erlenmeyer de 100 mL en un bafo de hielo se adicioné 1 g de 2-alilfenol (7,42
mmol) y se disolvié en 5 mL de diclorometano con agitacién constante, luego se agregaron 2 mL
de mezcla sulfonitrica (acido nitrico y &cido sulftrico). La reaccion se da por finalizada con la
desaparicion del sustrato de partida, confirmado mediante cromatografia en capa fina (CCF) (1:3
acetato de etilo: hexano). Se agregé agua destilada (10 mL) para detener la reaccion y separar
las fases. La fase organica se lavd 3 veces con agua destilada (10 mL cada vez). EI compuesto
se sec6 con sulfato de sodio anhidro, se filtr6 y el solvente se evapord a presion reducida. Se
obtuvo una mezcla de ambos productos que se separaron y obtuvieron puros por cromatografia
en columna (CC) (1:9 acetato de etilo: Hexano). Finalmente, los productos fueron pesados (0,285
g de 2-alil-6-nitrofenol (a) [21 % rendimiento] y 0,342 g de 2-alil-4.6-dinitrofenol (b) [20 % de

rendimiento]). Los productos fueron caracterizados a través IR y RMN.
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3.2.2 Sintesis 2-alilfenol acetato (C7)

Figura 6. 2-alilfenol acetato (C7)

5 g de 2-alilfenol (37 mmol) se disolvieron en 50 mL de diclorometano, se agregé anhidrido acético
(15,5 mL) y dimetilaminopiridina (DMAP; 0,487g o 3,98 mmol). La mezcla se dej6 agitando a
temperatura ambiente y la desaparicion del producto de partida se confirmé por cromatografia de
capa fina (CCF; 1:3 acetato de etilo: hexano). Para detener la reaccion se agreg6 sulfato acido
de potasio al 10% (50 mL) y se separaron las fases. La fase organica se dejé secando con sulfato
de sodio anhidro, luego se filtrd y concentré a presién reducida. El producto puro fue obtenido por
columna cromatografica (CC; Solo hexano) obteniéndose 6,31 g (96% de rendimiento). El

producto fue caracterizado a través IR y RMN

3.2.3 Sintesis 2-alil-4-nitrofenil acetato (C8) y Sintesis 2-alil-6-nitrofenil acetato (C9)
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Figura 7. (a) 2-alil-4-nitrofenil acetato (C8) y (b) 2-alil-6-nitrofenil acetato (C9)

En un matraz Erlenmeyer de 100 mL en bafio de hielo se adicioné 1 g de 2-alilfenol acetato
(5,71 mmol) disuelto en 8 mL de diclorometano con agitacién constante, luego se agregaron 2
mL de mezcla sulfonitrica (acido nitrico y acido sulfarico). La reaccion se dio por finalizada con la

desaparicion del sustrato de partida, confirmando mediante cromatografia en capa fina (CCF)
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(1:3 acetato de etilo: hexano). Se agreg6 agua destilada (10 mL) para detener la reaccion y
separar las fases. La fase organica se lavé 3 veces con agua destilada (10 mL cada vez). El
compuesto se sec6 con sulfato de sodio anhidro, se filtro y el solvente se evapor6 a presion
reducida. Se obtuvo una mezcla de ambos productos que se separaron y obtuvieron puros por
cromatografia en columna (CC) (solo hexano). Finalmente, los productos se pesaron (0,087 g de
2-alil-4-nitrofenil acetato (b) [7% rendimiento] y 0,047 g de 2-alil-6-nitrofenil acetato (a) [4%
rendimiento]. Los productos fueron caracterizados a través IR y RMN.

3.2.4 Sintesis 1-alil-2-metoxibenceno (C4)

Figura 8. 1-alil-2-metoxibenceno (C4)

Se peso 1 g de 2-alilfenol (7,42 mmol) disuelto en 120 mL de acetona y carbonato de potasio
(5,5 g 0 39,8 mmol). Luego se agregd 4,85 mL de sulfato de dimetilo y se dej6 reaccionando
durante toda la noche a 100°C y con sistema de reflujo. La reaccién se da por finalizada con la
desaparicion del sustrato de partida, confirmado mediante cromatografia en capa fina (CCF) (1:3
acetato de etilo: hexano). Se filtré sobre un balén de decantacién y se lavé los restos con acetona.
Se agreg6 agua (50 mL) y se extrajo la fase organica con diclorometano, lavando 3 veces (50 mL
cada vez). La fase organica se dejé secando con sulfato de sodio anhidrido. Se filtré y el solvente
fue evaporado a presion reducida. El producto puro se obtuvo por CC (1:9 acetato de etilo:
hexano) para finalmente ser pesado (0,735 g que equivalen a un 67% de rendimiento). El

producto fue caracterizado a través de RMN e IR
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3.2.5 Sintesis 1-alil-2-metoxi-3-nitrobenceno (C3)

Figura 9. 1-alil-2-metoxi-3-nitrobenceno (C3)

Se pesaron 0,5 g de 2-alil-6-nitrofenol (2,23 mmol) disueltos en 45 mL de acetona, a los cuales
se agreg06 carbonato de potasio (2,5 g o 18,1 mmol). Luego se agregaron 2 mL de sulfato de
dimetilo y se dejo reaccionando durante toda la noche a 100°C y con sistema de reflujo. La
reaccion se dio por finalizada con la desaparicion del sustrato de partida, confirmado mediante
cromatografia en capa fina (CCF) (1:3 acetato de etilo: hexano). Se filtr6 sobre un bal6n de
decantacién y se lavaron los restos con acetona. Se agregé agua (50 mL) y se extrajo la fase
organica con diclorometano, lavando 3 veces (50 mL cada vez). La fase organica se dej6 secando
con sulfato de sodio anhidrido. Se filtr6 y el solvente fue evaporado a presion reducida. El
producto puro obtenido por CC (1:9 acetato de etilo: hexano), se pesé (0,418 g que equivalen a

un 78% de rendimiento). El producto fue caracterizado a través de RMN e IR

3.2.6 Sintesis 1-alil-6-metoxi-3,5-dinitrobenceno (C6)

Figura 10. 1-alil-6-metoxi-3,5-dinitrobenceno (C6)

Se pesaron 0,530 g (2,37 mmol) disueltos en 30 mL de acetona y posteriormente se agrego
carbonato de potasio (1,6 g 0 11.8 mmol |) y 1,2 mL de sulfato de dimetilo y se dejé reaccionando
durante toda la noche a 100°C con sistema de reflujo. La reaccién se dio por finalizada con la

desaparicién del sustrato de partida, confirmado mediante cromatografia en capa fina (CCF) (1:3
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acetato de etilo: hexano). Se filtré6 sobre un bal6n de decantacion y se lavaron los restos con
acetona. Se agreg6 agua (50 mL) y se extrajo la fase organica con diclorometano, lavando 3
veces (20 mL cada vez). La fase organica se dej6 secando con sulfato de sodio anhidrido. Se
filtré y el solvente fue evaporado a presion reducida. El producto puro obtenido por CC (1:9
acetato de etilo: hexano), se obtuvieron 0,380 g que equivalen a un 67% de rendimiento. El
producto fue caracterizado a través de RMN e IR

3.2.7 Sintesis 2-alil-4-nitrofenol (C10)

Figura 11. 2-alil-4-nitrofenol (C10)

Se pesaron 0,1 gr de 2-alil-4-nitrofenil acetato (0.452 mmol) disueltos en 5 ml de Metanol. Se
le agregaron 0,014 gr (0,1 mmol) de Carbonato de potasio (K.CO3) y se dejé agitar la mezcla a
temperatura ambiente por 4 horas. La reaccion se dio por finalizada con la desaparicién del
sustrato de partida, confirmado mediante cromatografia en capa fina (CCF) (1:3 acetato de etilo:
hexano). La mezcla se llevé a sequedad utilizando el rota vapor. Luego la mezcla se disolvid en
acetato de etilo y se extrajo la fase organica con diclorometano, lavando 3 veces (10 mL cada
vez). Lafase organica se sec6 con sulfato de sodio anhidrido. Se filtr6 y el solvente fue evaporado
a presion reducida. Se obtuvieron 0,087g del producto puro obtenido por CC (1:9 acetato de etilo:
hexano), (que equivalen a un 87% de rendimiento). El producto fue caracterizado a través de
RMN e IR
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3.3 Ensayo de inhibicion del crecimiento micelial in vitro frente a Phytophthora cinnamoni
Rands

Para la preparacion de la solucién de stock se procedié de la siguiente manera: los
miligramos (mg) disponibles de cada compuesto (rango estimado de 20-60mg), se disolvieron en
1 mL de etanol para luego diluir esta solucion en agua destilada estéril hasta llegar a la
concentracion conocida, para ser aplicada a cada placa Petri segun concentracion final.
El bioensayo se llevé a cabo Mediante el Test de Difusién in vitro (49), también conocido como
Test de Envenenamiento Radial, el cual consiste en sembrar un disco de inoculo (4mm) crecido
del patégeno en el centro de la placa de Petri de 5 cm de didmetro, con medio de cultivo PDA
(agar papa dextrosa, Difco™) mas los compuestos sintetizados y agregados con anterioridad, a
5 concentraciones distintas (10, 25, 50, 150 y 250 ug/mL) evaluadas de forma independiente y
por triplicado. Las placas se incubaron en una incubadora a 24°C por 7 dias. Posterior a estos
dias se evaluo el halo de crecimiento del patégeno en presencia de los compuestos para calcular
el porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial del hongo con respecto al control negativo.
Los controles utilizados en este ensayo corresponderan a: control negativo: crecimiento de la
cepa P. cinnamoni en medio PDA mas etanol al 1% y el control positivo, corresponde a
crecimiento de P. cinnamoni en medio PDA en presencia del fungicida comercial Metalaxil ®

(ANASAC, Santiago, Chile) a las mismas concentraciones evaluadas.

Para el calculo del porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial del hongo, para cada

tratamiento, se realizé mediante la siguiente formula.

x100

Porcentaje de inhibicion de cada tratamiento:

Donde:
C: Promedio del area del crecimiento micelial de las 3 réplicas del control negativo.

t: Promedio del area del crecimiento micelial de las 3 réplicas en presencia del compuesto
A partir de los porcentajes de inhibicién micelial y la concentracion en (ug/mL), el valor de ECso

fueron calculados para cada compuesto usando andlisis de regresion lineal con el software
Origine 8.0.
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4. RESULTADOS

4.1 Sintesis quimica.

4.1.1 Anédlisis espectroscopico de los compuestos sintetizados

Para conocer la estructura de los compuestos que se sintetizaron, una vez puros, se enviaron

a analizar por métodos espectroscépicos al Departamento de Quimica de la Universidad Técnica

Federico Santa Maria.

Los resultados se muestran en Anexo como espectros de infrarrojo (IR) y de resonancia

magnética nuclear (RMN) de protones (*H) y de carbonos (**C) Para obtener los espectros RMN,

los compuestos se disolvieron en cloroformo deuterado (CDCI3) cuya sefial se observa en d =

7.26 ppm para 'H (1 sefal) y & = 77.0 ppm para *3C (3 sefiales).

2-alil-6-nitrofenol (C2)

IR (cm™): 3201 (OH); 3085 (=C-H); 2977 (C-H); 1609 (C=C); 1539 (-NO); 1448 (C=C); 1329
(N=0); 1249 (C-O-C).

'HRMN & ppm (400.1 MHz, CDCI3): 3.4 (2H, d, 6.52Hz, H1’); 5,51 (2H, m, H3'A, H3'B); 5.9
(1H, m, H2’); 6,9 (1H, m, H4); 7,4 (1H, d, 7,8 Hz, H3); 7.95 (1H, d, 8,56Hz, H5); 10,9 (O-H).
3CRMN & ppm (100.6 MHz, CDCI3): 53,60 (C1’); 116,79 (C3’); 119,46 (C4); 123,08 (C5);
131,40 (C2); 135,10 (C6); 137,46 (C3); 153,27 (C1) (Ver anexo)

2-alil-4,6-dinitrofenol (C5)

IR (cm™): 3218 (OH); 3105 (=C-H); 2921 (C-H); 1610 (C=C); 1331 (-CH); 1552 (-NO); 1432
(N=0) *HRMN & ppm (400.1 MHz, CDCI3): 11.40 (1H, s, O-H); 8.95 (1H, d, J= 2.7 Hz, H5);
8.34 (1H, d, J= 2.2 Hz, H3); 5.99 (1H, m, H2’); 5.23 (2H, m, H3'); 3.57 (2H, d, J =6.6 Hz, H1').
3CRMN & ppm (100.6 MHz, CDCI3): 157.3 (C1); 139.7 (C4); 133.8 (C6); 133.2 (C2’); 130.9
(C3); 119.7 (C5); 118.7 (C3’); 33.6 (C1"). (Ver anexo).

2-alilfenol acetato (C7)

IR (cm™): 3076 (=C-H); 1756 (C=0); 1637 (C=C); 1367 (-CH,); 1197 (C-0); 1168 (C-O-C).
'HRMN & ppm (400.1 MHz, CDCI3): 2,28 (3H, s, CH3-COO0); 3.31 (2H, d, 6,60 Hz, H1’); 5.06
(2H, m, H3'A, H3'B); 5.9 (1H, m, H2’); 6,94 (2H, m, H4, H6); 7,2 (2H, m, H3, H5)..3CRMN &
ppm (100.6 MHz, CDCI3): 20,77 (CH3-COO); 34,56 (C1’); 111.6 (C6); 116,06 (C3’); 122,29
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(C6); 126,05 (C5); 127,31 (C4); 130,27 (C3); 131,79 (C2); 135,79 (C2’); 148,88 (C1) (Ver
anexo)

2-alil-4-nitrofenil acetato (C8)

IR (cm™): 1767(C=0); 1638 (C=C); 1521 (NO,); 1344 (N-0O); 1183 (C-0); 1166 (C-O-C).
'HRMN & ppm (400.1 MHz, CDCI3): 8.12 (2H, m, H3 y H5); 7.23 (1H, d, 8.8 Hz H6); 5.88 (1H,
m, H2'); 5.15 (2H, m, H3'); 3.37 (2H, d, 6.6 Hz, H1’); 2.34 (3H, s, CH3CO).* CRMN & ppm
(100.6 MHz, CDCI3): 168.2 (CO); 153.6 (C4); 145.5 (C1’); 134.0 (C2’); 133.8 (C2); 125.6 (C3);
123.3 (C6); 122.8 (C5); 117.7 (C3’); 34.3(C1’); 20.8 (CH3CO). (Ver anexo)

2-alil-6-nitrofenil acetato (C9)

IR (cm™): 1768(C=0); 1522 (NO2); 1344 (N-O); 1184 (C-O); 1165 (C-O-C).

'HRMN & ppm (400.1 MHz, CDCI3): 7.95 (1H, dd, 6.6 Hz H5); 7.54 (1H, dd, 6.4 Hz H3); 7.32
(1H, t, 15,8 Hz, H4); 5.86 (1H, m, H2"); 5.13 (2H, m, H3’); 3.38 (2H, d, 6.6 Hz, H1"); 2.37 (3H,
d, 9,64 Hz, CH3;CO). *CRMN & ppm (100.6 MHz, CDCI3): 168.3 (CO); 142.4 (C1’); 135.9
(C6); 135.5 (C3); 134.5 (C2’); 121.0 (C2); 117.5 (C3’); 34.4 (C1’); 20.7 (CHsCO). (Ver anexo)

1-alil-2-metoxibenceno (C4)

IR (cm™): 3080 (=C-H); 1522 (C=C); 1344 (CHz3); 1184 (C-0); 1166 (C-O-C). '"HRMN & ppm
(400.1 MHz, CDCI3): 7.25 (1H, dd, 7.5 Hz H3); 7.18 (1H, t, 10.2 Hz, H5); 6.93 (1H, t, 7.4 Hz,
H4); 6.88 (1H, d, 8.2, H6); 6.03 (1H, m, H2'); 5.09 (2H, m, H3"); 3.85 (3H, s, CH3CO); 3.42
(2H, d, 6.6 Hz, H1’). * CRMN & ppm (100.6 MHz, CDCI3): 157.2 (C1); 137.0 (C2’); 129.7 (C5);
128.6 (C2); 127.3 (C3) (6); 120.5 (C4); 115.3 (C3’); 110.3 (C6); 55.3 (OCHg); 34.2 (C1'). (Ver

anexo)

1-alil-6-metoxi-3,5-dinitrobenceno (C6)

IR (cm™): 3094 (=C-H); 2924 (C-H); 1593 (C=C); 1530 (-NO,); 1477 (C=C); 1342 (N=0); 1264
(C-O-C). *HRMN & ppm (400.1 MHz, CDCI3): 8.57 (1H, d, 2.8 Hz H4); 8.30 (1H, d, 2.8 Hz
H2); 5.96 (2H, m, H2"); 5.26 (1H, dd, 1.2 Hz, H3"); 3.98 (3H, s, OCHj3); 3.55 (2H, d, 6.6 Hz,
H1’). 3 CRMN & ppm (100.6 MHz, CDCI3): 156,3 (C6); 143 (C3); 142,4 (C1); 138,4 (C2);
133,9 (C5); 128,8 (C2); 119,5 (C4); 63 (O-C); 33,8 (C3’). (Ver anexo)

1-alil-2-metoxi-3-nitrobenceno (C3)
IR (cm™): 3085 (=C-H); 2937 (C-H); 1523 (C=C); 1602 (-NOy); 1353 (N=0); *"HRMN & ppm
(400.1 MHz, CDCI3): 7,67(1H, d, 1,56 Hz H4); 7,43(1H, m, 10.2 Hz, H5); 7,15 (1H, t, 7.8 Hz,
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H6): 5,95 (2H, m, H2'); 5,11 (2H, m, H3'); 3,88 (3H, s, CHsCO); 3,48 (2H, d, 7,72Hz, H1")
13CRMN & ppm (100.6 MHz, CDCI3): 151.4 (C2); 144.2 (C3): 136.4 (C-1); 135.7 (C-2'); 135.0
(C-6); 123.8 (C-5); 123.4 (C4); 117.0 (C-3"); 62.6 (OCH3); 33.5 (C1’). (Ver anexo)

2-alil-4-nitrofenol (C10)

IR (cm™): 3353 (O-H); 2929 (C-H); 2361 (C=C); 1586 (NO); 1493 (C=C); 1334 (N=0); 1280
(C-O). *HRMN & ppm (400.1 MHz, CDCI3): 8.07 (s, 1H, H3); 8.05 (1H, dd, 7.5 Hz H5); 6.88
(1H, d, 9.1 Hz H6); 6.00 (1H, m, OH ); 6.00 (1H, m, H2"); 5.23 (2H, m, H3'); 3.46 (2H, d, 6.2
Hz, H1'); *CRMN & ppm (100.6 MHz, CDCI3): 159.7 (C1); 141.6 (C4); 134.6 (C2’); 126.4
(C2); 126.3 (C3); 124.3 (C5); 118.0 (C3’); 115.8 (C6); 34.6 (C1"). (Ver anexo)
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4.2 Actividad biologica

4.2.1 Inhibicion del crecimiento micelial frente a Phytophthora cinnamomi Rands in vitro

4.2.1.1 Bioensayo de actividad antifungica frente a Phytophthora cinnamomi

La actividad antifingica de los derivados de 2-alilfenol contra Phytophthora cinnamomi se
determiné midiendo la inhibicion del crecimiento del micelio en presencia de diferentes
concentraciones de todos los compuestos sintetizados. Los resultados para los compuestos mas
activos que fueron C5, C10 y C8 se muestran en la figura 12, mientras que los otros compuestos
evaluados no se muestran en la figura 12, ya que no presentan una actividad comparable

respecto al control positivo Metalaxil.

Figura 12. Efecto de derivados de 2-alilfenol més activos in vitrol) 2-alil-4.5-dinitrofenol (C5)
2) 2-alil-4-nitrofenol (C10) y 3) 2-alil-4-nitrofenil acetato (C8) sobre el crecimiento micelial de P.
cinnamomi en diferentes concentraciones: (a) 0 pg / mL (control negativo); (b) 10 pug / mL; (c) 25

pg / mL; (d) 50 pg / ml; (e) Metalaxil a 10 pg / mL usado como control positivo.
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El porcentaje de inhibicion (% de inhibicién) se calcul6 como se describié anteriormente en la

seccion de metodologia por medio de la formula mencionada. Los valores para todos los

compuestos se muestran en la tabla 1 incluyendo el valor del control positivo Metalaxil.

Tabla 1. Efectos de los derivados de 2-alilfenol sobre la inhibicidon del crecimiento micelial contra

Phytophthora cinnamomi Rands in vitro.

Porcentaje de inhibicién del micelio sobre Phytophthora cinnamomi (%)

Compuestos 10 pg/mL 25 pg/mL 50 pg/mL 150 pg/mL 250 pg/mL
C1 1045,0 1545,8 25125 44+0,0 67+2,5
C7 0+2,5 8+2,5 22+1,8 29+1,3 4425
Ca 4+6,28 716,28 11+6,28 18+6,28 17+3,27
C2 0+0,3 4+0,3 20+3,8 11+3,8 98+3,8
C9 2122 9+2,2 8+2,5 75+2,5 98+2,5
C2 11+0,5 200,5 22+2,51 33+2,51 40+2,8
cs8 51+6,28 72+2,51 10040.0 10040.0 100+0.0
C10 30+3,8 10040.0 10040.0 10040,0 100+0.0
C5 56+2,5 83+2,5 98+2,5 98+1,3 98+0,8
C6 0+0,5 0+0,5 6+0,9 98+1,3 100+1,3

Metalaxil® (C+) 83+6,3 100+0,0 100+40,0 10040,0 10040,0
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4.2.2 Valores de EC50

Las concentraciones que causan una inhibicién del 50% del crecimiento del micelio (ECso) se

obtuvieron al ajustar el porcentaje de inhibicion contra la concentracion a una curva de dosis-

respuesta. Los valores de ECso para todos los compuestos incluyendo el control positivo, se

muestran en la tabla 2.

Tabla 2. Valores de EC50 de los derivados de 2-alilfenol para la inhibicién del crecimiento micelial

sobre P. cinnamomi.

Compuestos ECso (ug/mL) £ DS °r
C1l 154.6 +1,45 0.9404
Cc2 179.9+1,42 0.9327
C5 8.7+1,77 0.9805
c7 357.1+£1,27 0.9312
C8 10.4 +1,43 0,9976
C9 105.0 £ 1,70 0.9327
C4 i [
C6 79.5 £ 2,00 0.9996
C3 i [
C10 10.3+1,23 0.9973
Metalaxil® (C+) 1.9+0,64 0.8862

ECso: concentracion que causa una inhibicion del 50% del crecimiento del micelio. °r: coeficiente de correlacion. i:

compuesto inactivo. DS: desviacion estandar.
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5. Discusioén

5.1 Sintesis quimica

Las sintesis propuestas consistieron en la incorporacién de grupos nitros, acetilos y metilos
mediante la utilizacion de reacciones de nitracion, acetilacion y metilacion, las cuales son
altamente utilizadas en hemisintesis (50). Si bien son reacciones de rutina, los rendimientos no
son siempre los esperados, como, por ejemplo, en las reacciones de nitracion con mezcla
sulfonitrica, en la que se obtienen productos con muy bajo rendimiento, por ejemplo, en la
reaccion de nitracion del compuesto 2-aliffenol acetato, obteniéndose entre un 4 y un 7%
respectivamente de los productos esperados. Esto se produce debido a que se obtienen mas
subproductos de la reaccién, ya que sobre la reaccion influyen varios factores como lo son
temperatura, agitacion, concentracion de la mezcla, etc. que actian sobre la cinética de la
reaccion, produciendo mayor energia en el sistema (51), por el contrario, se encuentran las
reacciones de nitracion utilizando condiciones mas suaves que generalmente se utilizan cuando
se desea nitrar una posicion del anillo aromético en un sitio especifico. Esta reaccion comprende
la utilizacién de nitrato de sodio y sulfato acido de potasio, los cuales le otorgan un ambiente mas
suave al sistema, incorporando el grupo nitro en lugares especificos de la molécula (52) por ende
obteniendo un mayor rendimiento en la reaccién.

La reaccion de acetilacion es una transformacion cominmente utilizada en sintesis organica
tanto para obtener derivados de acidos carboxilicos como para proteger hidroxilos (alcoholes) en
reacciones de sintesis. Esta segunda utilizacion permite que solo se acetilen grupos OH dentro
de la molécula (53), a su vez, las reacciones de acetilacién suelen llevarse a cabo en presencia
de 4-dimetilaminopiridina (DMAP) como catalizador a pesar de la toxicidad de esta. La baja
nucleofilicidad de los grupos hidroxilo en los carboxilos conduce a la necesidad de activacién de
los agentes acilantes mediante la adicién de catalizadores para acelerar la reaccion, tal como el
DMAP (54), lo que facilita la adicién del grupo acetato obteniendo mayores rendimientos como
es en el caso de los derivados de 2-alilfenol ya que estos derivados presentan un solo grupo
hidroxilo que puede ser acetilado. Sin embargo, vale recordar que el rendimiento no solo se vera
afectado por los reactivos que se utilizan en una reaccion, si no también, por la molécula que se
guiere modificar.

Con respecto a la interpretacion de espectros IR (ver anexo) se debe tener claro que cada sefial
entregada en unidades de frecuencia corresponde a un grupo funcional caracteristico. Para los
compuestos nitrados su sefial caracteristica vendria siendo el grupo nitro el cual presenta una

sefial entre 1600 y 1530 cm™. Los compuestos acetilados presentan una sefial caracteristica del
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carbonilo (C=0) entre 1761 y 1540 cm™ y los compuestos metilados, su sefial caracteristica es a
1380 cm™. Ademas, el 2-alilfenol y algunos derivados presentan el grupo funcional hidroxilo el
cual tiene una sefial ancha entre 3500 y 3200 cm (55). Con respecto a los derivados del 2-
alilfenol presentados en este proyecto, los derivados que contienen el grupo nitro como lo son los
compuesto C2, C3, C5, C6, C8, C9 y C10 presentan la banda caracteristica del grupo NO; entre
1552 y 1521 cm™. Los derivados que contienen grupos OH dentro de su estructura como lo son
C2, C5 y C10 poseen una banda caracteristica cerca de 3200 cm™. Los compuestos que
presentan un grupo carbonilo como lo son C7, C8 y C9 poseen una banda caracteristica entre
1770 y 1750 cm. Finalmente, los compuestos que fueron metilados como lo son C3, C4y C6
presentan la banda caracteristica del grupo metilo cerca de 1385 y 1370 cm™. Por lo tanto, las
sefales presentadas de los derivados del 2-alilfenol concuerdan con las sefales ya descritas por
la bibliografia, siendo un dato importante para la caracterizacion de las moléculas propuestas.
Sin embargo, el IR solo detecta la presencia de grupos funcionales en la molécula, pero no la
estructura final y detallada de la molécula, debido a esto se recurrié a al uso del RMN.

Los espectros de RMN (Anexo, espectros RMN *H, ¥C), tanto de protones (*H) como de
carbono (**C), son mas dificiles de analizar. De un espectro de puede obtener informacioén sobre
el desplazamiento quimico, sobre la constante de acoplamiento (informa la vecindad entre
nucleos; J Hz) y sobre la integracién. Hay que tener en cuenta, ademas, la frecuencia a la cual
mide el equipo (MHz) y el solvente utilizado. EI desplazamiento quimico se puede ver afectado
tanto por la sustitucion y el tipo de enlace involucrados como la electronegatividad del elemento
vecino, creando un efecto de apantallamiento (56). Para los grupos funcionales de las moléculas,
en general, los desplazamientos quimicos mas comunes para RMN de protones son los del grupo
—OH (alcohol) unido a anillo aromatico (fenol) entre 4 y 7 ppm y los protones del anillo aromatico
entre 6 y 9 ppm. Cabe mencionar que el desdoblamiento resultante del acoplamiento del protén
del O-H de los alcoholes, no se observa normalmente, porque el proton del hidroxilo sufre un
rapido intercambio intermolecular con otras moléculas de alcohol, lo que lo “desacopla” de otros
protones de la molécula. Por otra parte, en los espectros de carbono 13, las sefiales
caracteristicas de los carbonos con hibridacion sp2 del grupo cetona (C=0) se encuentran entre
200 y 230 ppm, los del anillo aroméatico (C=C) entre 110 y 140 ppm, los carbono sp3 del enlace
C-N entre 60 y 80 ppm y los del metoxilo (CH3-O-) entre 50 y 60 ppm. Adicionalmente, el pico del
cloroformo deuterado (CDCIs) que se utiliza para disolver las muestras, se observa a d =7.26 ppm
para 'Hy d =77.0 ppm para *3C, respectivamente (57).

Estas son justamente las sefiales que se describen en la seccién de resultados sintesis quimica.
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5.2 Evaluacién antifungica:

La forma de determinar en este estudio la actividad antifingica de los compuestos sobre el
hongo se realizd6 mediante el ensayo in vitro de inhibicion del crecimiento micelial. Este ensayo,
consiste en poner en contacto directo el fungicida y/o compuestos con posible potencial fungicida
con el hongo para ver como afecta a su crecimiento (58). Teniendo esto en consideracion se
realiz6 el ensayo de inhibicién del crecimiento micelial, donde se obtuvo distintos datos para cada
compuesto evaluado, sin embargo 3 compuestos presentaron una alta actividad con respecto a
los otros. Los compuestos 2-alil-4,5-dinitrofenol (C5), 2-alil-4-nitrofenol (C10) y 2-alil-4-nitrofenol
acetato (C8) a una concentracion de 10 y 25 pg/mL presentaron una inhibicion del crecimiento
micelial de 8,7; 10,3 y 10,4 pug / mL respectivamente con respecto al control negativo, pero no tan
efectiva con respecto al control positivo (1,9 ug/mL de metalaxil). Sin embargo, al utilizar 50 pg/mL
de los compuestos sefialados anteriormente se obtuvo la misma inhibicion del control positivo
(Figura 12). Mediante este ensayo también se obtuvo el promedio de los porcentajes de inhibicion
de cada compuesto a las concentraciones de: 10, 25, 50, 150 y 250 pg / mL respectivamente
(Tabla 1). Con estos promedios se procedid a calcular el ECsoque corresponde a la concentracion
gue causa la inhibicién del 50% del crecimiento del micelio. Se discutira en base a los compuestos
C5, C10 y C8, ya que los otros no presentan un ECso cercano al control positivo, (lo que se
discutira posteriormente en la seccion relacion estructura actividad de la discusion). C5 present6
un ECso de 8,7 ug / mL siendo el méas activo frente a C10 y C8 (ECso: 10,3y 10,4 respectivamente),
sin embargo, el control positivo metalaxil present6 un ECso de 1,9 ug / mL (Tabla 2). En
consideraciéon con estos resultados y lo que ya se ha investigado el 2-alilfenol ha sido evaluado
contra varios patdgenos fangicos de plantas y sus valores de ECsy varian de 8 pg/mL en
Rhizoctonia cerealis a 49 ug / mL en B. cinerea (22). Sin embargo, segin nuestro conocimiento,
este es el primer informe de la actividad del 2-alilfenol contra P. cinnamomi y el valor de ECso
(tabla 2, compuesto C1) obtenido en este trabajo es tres veces superior al medido para B. cinerea.
Esta variabilidad en la actividad antifangica sugiere que el mecanismo de accion del 2-alilfenol
cambia de una especie de hongo a otra. Con respecto al control positivo utilizado, este es un
fungicida empleado en el area de la agronomia a base de metalaxil perteneciente al grupo
guimico de la acilalaninas (derivado del aminoacido alanina). Es hidrosoluble, por ende, la planta
lo incorpora por medio de las raices, tallos y hojas. El metalaxil inhibe la sintesis de proteina en
los hongos al interferir con la RNA polimerasa | en la sintesis del RNA ribosomal (59, 60), ademas
se ha descrito que el mecanismo de accién que actla sobre este tipo de hongos (oomycetes)
podria estar mas influenciado por la alteracién en la biosintesis de la membrana que en el proceso

de respiracion del patdgeno (60). En lo que respecta a la toxicidad de este antifiingico comercial,
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el metalaxil segun datos del servicio agricola y ganadero (SAG) y de su distribuidor ANASAC (61)
es moderadamente toxico para peces y microcustacios acuaticos y se debe tener un especial
cuidado al momento de la incorporacion del producto por medio de quien lo administra (no inhalar,
no ingerir, no permitir el contacto con la piel ni ojos, etc.) (61). En cambio, los derivados
hemisintéticos del 2-alilfenol presentan una toxicidad reducida respecto a las células sanas
observado frente a lineas celulares de célula epitelial de colon humano normal (CoN) (Datos no
publicados)

5.3 Relacion estructura actividad

Respecto a la relaciéon estructural de los derivados y su actividad antifingica se cree que la
actividad de inhibicién del crecimiento cambia al unir grupos sustituyentes al anillo aroméatico o
por medio de la modificacién quimica del grupo hidroxilo que posee el 2-alilfenol. En los
compuestos C7 y C4, estas moléculas fueron acetiladas o metiladas, respectivamente, La
actividad antifungica disminuye respecto al 2-alilfenol, pero su actividad se ve aumentada
completamente al incorporarle grupos nitros al anillo aromatico. La incorporacion de grupos nitro
en el anillo aromatico de los derivados C7 y C4 en posicion “orto” y/o “para” produjo efectos de
disminucion del ECso, de lo cual se infiere una mayor actividad antifingica (comparacién
compuesto C9 y C6). Cuando el grupo nitro se encuentra en posicion “para” al grupo hidroxilo, la
actividad antifungica se ve aumentada (comparacién compuesto C1 y C10). También se observa,
un aumento de la actividad antifingica en derivados nitro donde el grupo hidroxilo ha sido
reemplazado por un grupo acetilo o metoxilo. Por ejemplo, el derivado C4 es completamente
inactivo, pero se vuelve mas activo incorporandole grupos nitros en posicion orto y para.
Para los derivados de acetilo, el isomero “para” en temas de magnitud es mas activo que el
isdmero “orto” (comparar los compuestos C8 y C9). Por lo tanto, posiblemente esta configuracion
estructural de derivados nitro de 2-alilfenol potenciaria la actividad antifingica, independiente de
la presencia de un grupo hidroxilo.

Estos resultados de actividad antifingica sugieren que las caracteristicas estructurales de los
derivados de 2-alilfenol no estan asociadas a la presencia o ausencia de un grupo particular, sino
principalmente a la distribuciébn de los grupos sustituyentes en el anillo aromético. Esta
distribucién de grupos sustituyentes, también se ha evidenciado en un estudio realizado por
Chavez en el 2018 (48) donde una serie de fenoles geranilados con variadas modificaciones,

presentaron resultados similares para la inhibicién sobre P. cinnamomi.
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6. Conclusion y proyecciones

Este trabajo permite concluir que, algunos derivados del 2-alilfenol que fueron evaluados sobre
P. cinnamomi mostraron ser tan efectivos como el metalaxil, el cual es un fungicida comercial
comunmente usado, para inhibir el crecimiento micelial de P. cinnamomi. Los compuesto C5, C10
y C8 fueron los mas activos con valores de ECso de 8,7; 10,3 y 10,4 ug / mL respectivamente.
Esta actividad se atribuye a la uniéon de grupos aceptores de electrones al anillo aromético o la
modificacion quimica del grupo hidroxilo. Ademas, esta actividad esta fuertemente reforzada en
aguellas moléculas en las que los grupos nitro e hidroxilo adoptan una configuracion para. Sin
embargo, a pesar de que metalaxil presente un ECso de 1,9 ug/ mL, los valores de los compuestos
mas activos siguen siendo prometedores por su caracter semi natural. Por lo tanto, los resultados
obtenidos convierten a estos derivados en productos potencialmente Utiles para aplicaciones

agricolas, especificamente en la infeccién causada por P. cinnamomi.

Como proyeccion de esta investigacion, primero se debera evaluar el mecanismo de accién de
los compuestos mas activos sobre P. cinnamomi, analizando mediante ensayos de expresion de
genes, porcentaje de germinacion, ROS, entre otros, con el fin de elucidar un mecanismo de
accion detallado, Ademas es necesario evaluar la actividad in vitro en otros hongos, para analizar
si la actividad de las moléculas propuestas en esta investigacion también son activas en otros
hongos, tales como Botrytis cinérea, colletotrichum gloeosporioides, entre otros. Por otra parte,
los compuestos mas activos al ser posibles candidatos a agentes antifungicos deberan ser
evaluados como posibles formulaciones. Sin embargo, los compuestos al no ser solubles en agua
deberan ser tratados o incluidos en polimeros hidrosolubles para que dichos compuestos
adquieran solubilidad en agua y asi poder obtener un posible antifingico comercial con actividad

frente a P. cinnamomi.
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Espectro IR 2-Alil-6-nitrofenol
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Espectro RMN 1H 2-alil-4,6-dinitrofenol
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Espectro RMN *H 2-alilfenol acetato
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Espectro RMN *3C 2-alilfenol acetato

148.8882

Cc1

N MO0 N N 0
O HONO <« ™M
O o~ dHn O 0
o~ >DNMO N o
v domo N ©
M MMNNN N —
N A AA A —
C3 C5 C6 C¥
Ca

cz

C2

Acetato de 2 alilfenol

CDC13

77.3202
77.0019
76.6835

/

34.5667

cr

N
—
~
~
o
N

160 150

100 90 80

140 130 120

ppm

NAME Hector C
EXPNO 579
PROCNO 1
Date_ 20151127
Time 14.59
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm BBI 1H-BB
PULPROG zgpg30
TD 32768
SOLVENT CDC13
NS 512
DS 0
SWH 23980.814
FIDRES 0.731836
AQ 0.6832628
RG 574.17
DW 20.850
DE 6.00
TE 297.2
D1 2.00000000
D11 0.03000000
TDO 1
======== CHANNEL fl ====
NUC1 13C
Pl 14.00
PL1 -6.00
SFO1 100.6242995
======== CHANNEL f2 ====
CPDPRG2 waltzl6
NUC2 1H
PCPD2 85.00
PL2 6.00
PL12 23.00
PL13 23.00
SFO2 400.1316005
ST 32768
SF 100.6127828
WDW EM
SSB 0
LB 1.00
GB 0
PC 1.40

52



Espectro IR 2-alilfenol acetato
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Espectro RMN H 2-alil-4-nitrofenil acetato
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Espectro IR 2-alil-6-nitrofenil acetato
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Espectro RMN *H 1-alil-2-metoxibenceno

2 alil fenol metilado

=3

.Dezs

0553
L0130
L0042z

0zs
.020e

€
€
€
€
€
€.0
€
€
€
5

/
}

.1104
L1064
.0ge3

.0e2

5

CDC13

o

5
5
5

T

H-3’

0.873¢
0.8359¢6

CHsCO

8552

— 3.

NAME
EXPHNC
PROCNO
Date
Time
INSTRUM
PROBHD
PULPROG
D
SOLVENT
N3

D35

SWH
FIDRES
RO

RG

DW

DE

TE

D1

TDO

185

__—3.4349

TT—3.4

======== CHANNEL fl

NUCl
Pl
PLL
SFol
51
SF
WDW
55B
LB
GB
PC

H-1’
Iy

.0587

3

-5 ppm
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Hectoxr C
641

1
20160511
16.22
spect

5 mm BBI 1H-BB
zg30
32768
CDCL3

g

1]

8012.820
0.244532
2.0447731
128

62.400

6. 00

295.2
1.00000000

.50

0.00
400.1338012
16384
400.13000890
no

o]

0.00

1]

1.00

Hz
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2 Alil fenol metilado

Espectro RMN *3C 1-alil-2-metoxibenceno

CDC13
o ™ [ S u - ex]
w ex] [Eni b I (] cmk o w = = HAME Hector C
o = AP - & = a : EXENO 549
. “ e = " = w M ! FROCNC 1
n ps t & 0 ¥ o " - Date 20160518
— — — — — 1 ~ - [ n ] Time 17.01
INSTRUM spect
7 \ 7 7 7 /7\ PROBHD 5 mm BBI 1H-BB
PULPROG zgpg 30
TD 32768
SCLVENT CDC13
NS 512
D5 4]
SWH 23980.814 H=
FIDRES 0.73183¢ Hz
RO 0.6832628 sec
RG 574.7
oW 20.850 usec
DE €.00 usec
TE 285.2 K
D1 2.00000000 sec
D11 0.03000000 sec
DO 1
__ ) ——==—==== (CHANNEL fl ==—==—==—=
_ C1 NuCl 13c
ca | Pl 14.00 ussc
PL1 -6.00 dB
! | nm OﬁIw SFOl 100.6242995 MHz
nW~ _ _ ======== [CHANNEL f2 ========
C3 CPDPRG2 waltzlé
I NUC2 ia
PCPDZ 85.00 usec
PL2 .00 dB
ﬁN\ PL12 23.00 dB
PL13 23.00 dB
| SFo2 400.1316005 MH=z
SI 32768
SF 100.6127748 MH=
WDW EM
55B 4]
LB 1.00 Hz
GB ]
BC 1.40
4



Espectro IR 1-alil-2-metoxibenceno
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Espectro RMN *H 1-alil-6-metoxi-3,5-dinitrobenceno

2 Alilfenol dinitrado metilado @
CDC13
SN, - - NAME Hector C
= R - S A - P o~ EXPNO 353
w e T, B R T R W = O W @ W w PROCNO 1
o SRR o o < Date 20190114
- WU W) W W W W WD W W W) W W u W W W uw " o - Time 13.35
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm BBI 1H-BB
PULPROG 2g30
D 32768
SOLVENT cpcls
us 8
DS 2
SWH 8012.820 Hz
OﬁIw FIDRES 0.244532 Hz
BQ 2.0447731 sec
RG 3251
ow 62.400 usec
LE €.00 usec
TE 1645.2 K
O;N D1 1.00000000 sec
TDO 1
NUCl 1H
Pl 16€.87 usec
PL1 4.00 dB
SFO1 400.1338012 MHz
sI 16384
SF 400.1300098 MHz
WDW no
SSB il
LB 0.00 Hz
cB 0
PC 1.00
H1'
!
’
! H2’ H3
I lj
I
[
ﬁg_ "
) I
EY w [} o
(] uy oy L=
=T u = (=]
o Ly - o
.I\“ .I\“ - ] a/m m/m
T T T T T I T T T T T T T T T T T
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 ppm



trobenceno

ini

-3,5-d

Espectro RMN *3C 1-alil-6-metox

@l

(]

u

C6

c3 “

c2

c5

2 Alilfenol dinitrado
CcDhCl3

metilado

,OOIW

c3’

160

150 140

130 120 110

100 90 80

40

30 ppm
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NAME

EXPNO

PRCCHNC

Date_

Time

INSTRUM

PROBHD 5

PULPRCG

OLVENT

NS

SWH

FIDRES Hz

Q sec
G

oW usec
DI usec
TE E

Dl sec
D11 sec
TDO

.JUU usec




Espectro IR 1-alil-6-metoxi-3,5-dinitrobenceno
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Espectro RMN *H 1-alil-2-metoxi-3-nitrobenceno

H-4

metilacidon 2 Alil fenol nitrado

- o @ DMy
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=S T on OV O O Oy
[T T Ty W W

/
k

CDC13

.153¢

5

H3’
_: |

N

.0€54

5
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HAME Hector C
Q w _6 EXPNC 633
mw % r_._ PROCNOC 1
. . Date 20160609
™M 00 Time 14.36
INSTRUM spect
7 /\ PROBHD 5 mm BBI 1H-BB
PULFPROG zg30
D 32768
SCLVENT CDC13
NS g
Ds o]
SWH 8012.820
FIDRES 0.244532
yito) 2.0447731
RG 228.1
oW 62.400
DE 6.00
TE 265.2
I 1.00000000
TDO 1
======== CHANNEL fl
O n _l_ 3 NuCcl 1H
Pl €.50
PL1 0.00
SFCl 400.1338012
ST 16384
SF 400.1300089
WDW no
35B 1]
1B 0.00
GB Q
BC 1.00

H1’

1.0z201

2.9975
2.0853 —

3.5 ppm

Hz
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Espectro RMN *3C 1-alil-2-metoxi-3-nitrobenceno
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Espectro IR 1-alil-2-metoxi-3-nitrobenceno
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Espectro RMN *H 2-alil-4-nitrofenol

69

2 Alil 4 nitrofenol

CDC13
- HEME Hectoxr C
AR oo & o @ = EXENO 850
M~ 0 w Mo - W w = PROCNO 1
AR e = “ o Date_ 20181204
[T Ty W W oM - - Time 14.11
INSTRUM spect
/& /‘ /\ 7 7 PROBED 5 mm BBI lH-BB
PULPRCG zg30
TD 32768
SOLVENT CDC13
WS 3
DS 4
SWH 8012.820 Hz
FIDRES 0.244532 Hz
RO 2.0447731 sec
RG 11585.2
D ©2.400 usec
DE ©.00 usec
TE 1645.2 R
Dl 1.00000000 sec
TDO 1
NUCl 1H
Pl ©.50 usec
H-3 PL1 4.00 ds
SFOl 400.1338012 MHz
I ST 16334
SF 400.1300097 MHz
WDW no
S5B [
LB 0.00 Hz
le:2) il
BC 1.00
H-5
- =) o« ™
(s o - pie)
- o = o
(=2 L] ©™] (8]
=t - o &

8.0 7.5 7.0 €.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 ppm



Espectro RMN *3C 2-alil-4-nitrofenol
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L = Moo
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1

4
141.5855

] o]

C2

c1 c2’

ca

o
~

2 Alil 4 nitrofenol
CDC13

'€.J;9€
T6.6824

PULFROG

SCLVENT

nH\ ——=======

5F 100.6127722 MHz

170 160 150 140 130

T T rr T T T T T T I T
120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 ppm



Espectro IR 2-alil-4-nitrofenol
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