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Primer reporte de 3,4-dimetoxifenol, en secreciones
defensivas de milipedos endémicos cubanos
(Spirobolida, Rhinocricidae, Rhinocricus).
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poblacion de La Palma
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Los milipedos (Artropoda, Dipolopoda), son invertebra-
dos terrestres muy antiguos que comprenden 14 000 es-
pecies distribuidas en todas las zonas geograficas del
planeta.l? Estos organismos frente a un ataque de
depredadores responden eyectando una secrecién
repugnatorial de color marrén y olor fendlico de accién
repelente que puede provocar serias irritaciones epidér-
micas para el atacante; siendo en ocasiones victimas de
estos ataques el propio ser humano que invade el habitat
de estos invertebrados. La composiciéon quimica de es-
tas secreciones varia de acuerdo con el orden taxo-
némico. Las especies de los 6rdenes: Julida, Spirobolida
y Spirostreptida secretan p-benzoquinonas, las especies
de Polydesmida descargan cianuro de hidrégeno y
nitroalcanos, Glomerida y Polyzoniida eyectan alcaloides
y también terpenoides tales como 3-pineno y limoneno.??

Estas secreciones defensivas constituyen una fuen-
te ecosostenible de metabolitos secundarios biol6gi-
camente activos con accién microbiocida potencial de
amplio espectro.®!? El archipiélago cubano se caracteri-
za por una megaedafofauna donde a los milipedos endé-
micos del gen. Rhinocricus (R. duvernoyiy R. maximus)
corresponde el mayor indice de biomasa. Estos milipedos
pueden eyacular sus secreciones hasta distancias de 50
cm . El objetivo de la presente comunicacion fue repor-
tar la composicién quimica mayoritaria de esta secre-
cién en individuos de la especie Rhinocricus duvernoyi
Karsch 1881 que habitan en la zona occidental de Cuba
en formaciones eco-geograficas de mogotes, en La Pal-
ma (A = 83°33’ 15” W, ¢ = 22°45’ 24” N). Se colect6 la
secreciéon defensiva (650 pL/individuo) de cinco indivi-
duos machos in vivo que posteriormente fueron pues-
tos en libertad. La secreciéon eyectada se recogié en un
papel de filtro Whatman-4 y se almacend a —10 °C . Lue-

go se extrajo del papel de filtro con éter dietilico, se con-
centrd con flujo de nitrégeno hasta sequedad (60 mg) y
luego, se almacend a -10 °C .

El analisis quimio-estructural y composicional se
orient6 primeramente a buscar las senales inteligentes
(FT-IR, RMN-'H) a partir del propio extracto crudo. Se
determiné entonces el espectro FT-IR (2 mg de extracto
seco, ATR-fase sélida JASCO 4 100-Japén, cm™). En el
espectro se observé una banda ancha en 3 357 cm™ co-
rrespondiente a vibracion de valencia v, y otra en la zona
de los doblajes en el plano a 1 244 cm™ (3,,,), ambas seha-
les son tipicas de alcoholes y fenoles. Se apreciaron ade-
mas, bandas caracteristicas de aromaticos (v, ;) en el
intervalo de 3 050 a3 100 cm™ y 1450 a 1665 cm™. La
existencia de senales entre 2 928 y 2 857 cm™ y otra se-
nal en 1 103 cm™, correspondientes a vibraciones de
valencia Vegsn Y Veo.co respectivamente, sugieren la po-
tencial existencia de fragmentos moleculares -OCH, que
pueden estar unidos al niicleo aromético. La ausencia
de senales en la zona de las vibraciones de valencia v,
(1 670, carbonilo) es de gran significacién porque des-
carta la posibilidad de que existan quinonas como
metabolitos mayoritarios en la secrecion. Las quinonas
sustituidas han sido descritas como componentes repe-
lentes en las secreciones para especies del orden
Spirobolida y familia Rhinocricidae. El analisis por
RMN-'H (ACF-Brucker 250 MHz, CDCL-TMS, 27 °C, 9,
ppm) de la secrecién bruta presenta senales caracte-
risticas arométicas dada por un multiplete a 7,650 y
6,300 ppm y dos singletes a 3,780 y 4,020 ppm atribuibles
a fragmentos -OCH, que corrobora lo anteriormente con-
siderado via FT-IR. El analisis de los metabolitos mayo-
ritarios no volatiles se desarrollé mediante cromatografia
liquida de alta resolucién (CLAR), con un detector de
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tipo PDA (arreglo de diodo, intervalo espectral de medi-
cién: 190 a 505 nm, equipo Knauer, SMART LINE, co-
lumna Konik: Extrasil ODS2 5 um, 250 x4 mm, a 25 °C .
Fase movil: gradiente de metanol (Lichrosolv, Merck):
100 a 60 % en 10 min, 60 a 50 % en 5 min mantenido 50 %
por 2 min, 50 a 100 % en 9 min). Se pes6 1 mg del extrac-
to seco, se disolvié en 1 mL de metanol (1 000 ug/mL) y
se inyectaron 10 uL .

El perfil CLAR-PDA (Fig. 1A) revel6 que la secrecion
defensiva presenta un pico cromatografico mayoritario
at, = 15,68 min con un méximo de absorcién en A = 254 nm
caracteristico de un derivado aromatico (banda )
(Fig. 1B). El andlisis de los componentes volatiles via
Cromatografia Gaseosa acoplada a Espectrometria de
Masas [GC-MS, Hewlett-Packard 6890 (Palo Alto, CA,
USA), fuente de ionizacién: EI (impacto electrénico) a
70 eV; detector: 5 973 (cuadrupolo); columna: Ultra 2 (J
& W Scientific, USA), 12 m x 0,22 mm didmetro interno;
gas portador: He; flujo 1 mL/min. Rampa de temperatu-
ra: 60 °C con incrementos de 10 °C/min hasta 300 °C
(isotérmico 5 min); split (1 : 10)].

Un miligramo de extracto seco se disolvié en 1 mL
de cloroformo (1 000 wg/mL), se diluyé con cloroformo
hasta 50 ug/mL y se inyectaron 2 uL a 280 °C . Segtn el
perfil GC (Fig. 2A), se detecté un pico cromatografico
mayoritario (100 %) a t; = 3 246 min . El espectro de
masa (Fig. 2B) coincidié (en mas de un 95 %) con el co-
rrespondiente al 3,4-dimetoxifenol, segtin base de datos
espectrales de sustancias de referencia (NIST).!! El anali-
sis del espectro de masas y las correlaciones fragmen-
tos estructurales-relacién m/z permitié corroborar la
estructura propuesta y el mecanismo de fragmentacién
(Fig. 20).

La estructura modelo revel6 la presencia de
sustituyentes metoxilos e hidroxilo (Fig. 3). Este tipo de
derivados posee un ién molecular intenso con poca ten-
dencia a la protonacién que constituye el pico base del
espectro de masas. Esto se aprecia en m/z 154. La fun-
cién Ar-O-CH, qued6 demostrada por la serie de frag-
mentacién siguiente: pérdida de radical metilo seguida
dela eliminacién de una molécula neutra, CO. Los iones
fragmentos que corroboraron este modelo fueron: m/z
139 y 111, siendo ambigua la estereoquimica. Una frag-
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mentacion caracteristica result6 la eliminacion de H,CO
(metanal) que revelaron los iones fragmentos m/z 124,
81, 65, y 52. Otra posible fragmentacién podria ser la eli-
minacién del radical *OCH, (m/z 65, 51). La naturaleza
fendlica se corrobora con la formacién de los iones frag-
mentos m/z 95, 81, 65, 53, generados por el mecanismo
clasico para fenoles.'? El fragmento Ar fue corroborado
por la presencia de la serie i6bnica m/z 51-53 y 65-67.

Se detecté un nuevo compuesto de naturaleza fendlica
(3,4-dimetoxifenol), como metabolito mayoritario en la se-
crecion defensiva del orden Spirobolida, familia
Rhinocricidae y género Rhinocricus, perteneciente a una
poblacion de milipedos endémicos Rhinocricus duvernoyi
Karch 1881, en la zona de La Palma (Pinar del Rio).
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Fig. 1 Perfil de Cromatografia Liquida de Alta Resolucion de la secrecion defensiva A y espectro ultravioleta (200 a 400 nm) del

metabolito mayoritario B.




Revista CENIC Ciencias Quimicas, Vol. 40, No. 1, 2009.

=850000
=S50 000
>SS0 000 . .
T 3-4-dimetoxifenol
200000 A
g =soooo
£ =zacooo
S ==zoooo
'3: Fl=]=1=T=r=] 0/
180000
| s0000 0
190000
1 20000
100000
S0000
S000Q0
<“0o00co T T T T T T T T T T T
- 00 =1.00 S.00 2.00 10.00 12.00 12.00 1€.00 182.00 0.0 =SZ=2.00 =32.00
OH OH \
- oy -co HCO
OCH,
o il o, o\ , -
i
s H/CH2 2. o
154 ocH, 111 \
139 -HCO
J - H,CO 67
52
Ho'f\H
OH J CHZ
X Vi O
‘ / 81
ZS0CH,
-H0
H O He
He
H,Cs"
/ O=ch, 53 B
74 Scan 226 (2.248mMin)
93 154
oH 55000
- H,CO
50000
129
Ci {000
| o Hy 63 © OH
ﬁ)' % SOO000 111
CHy g 35000 B
>
-2 20000
“HCO = -~
=5000 0
OH C 20000 O
15000
o 10000 oo
124 [t 124
. S000 8=
l -CHO o M. al el W|. 170 191 207 221234247
,r...,....,...r,.r A T e i

80 100 120 10 150 120

Fig. 2. A) Perfil GC. B) Espectro de masas. C) Mecanismo de fragmentaciéon propuesto para el 3,4-dimetoxifenol.
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Fig. 3. 3,4-dimetoxifenol, metabolito mayoritario en la secrecion
defensiva de los milipedos Rhinocricus duvernoyi perteneciente
a una poblacion localizada en La Palma, Pinar del Rio.
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