Sui chinoni sesquiterpenici della Mansonia altissima Chev. (")
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e Franco DELLE MONACHE (**)

Laboratori di Chimica Biologica

Riassunto. — La presenza nel legno di Mansonia altissima Chev. di
sostanze irritanti e di composti cardiocinetici ha indotto ad approfondire
lo studio di questo legno largamente usato per la fabbricazione dei mobili.
Estraendo con cloroformio si ottiene un estratto dal quale sono stati sepa-
rati per via cromatografica sei chinoni. La struttura di questi chinoni &
stata determinata per via chimica e via chimico-fisica. Tutti possiedono
uno scheletro a C; e si possono considerare dei naftochinoni sesquiterpenici
a vario grado di saturazione in stretta relazione tra loro. Due di essi con-
tengono altresi il sistema dell’oxafenalene, riscontrato la prima volta tra le
sostanze maturali nella biflorina.

Summary. (Sesquiterpem:id quinones of Mansonia altissima Chev.). —
The presence in the Mansonia altissima Chev. wood of irritating and car-
diocinetic substances led us to reinvestigate all the chemistry of this wood
so largely used for furniture making.

By means of column chromatography on suitable supports, the crude
chloroform extract of Mansonia wood was fractionated into six new qui-
nones: Mansonone A (C,;H,,0;), red crystals from cyclohexane, m.p. 117-
-118°C; Mansonone B (C,;H,,0,), gold-yellow crystals from hexane, m.p.
68-69°C; Mansonone C (C,,H,,0,), orange crystals from hexane, m.p. 134-
-1380C; Mansonone D (C;;H,,0,), orange crystals from cyclohexane, m.p.
173-175°C; Mansonone E (C,;H,,0,), orange-yellow crystals from eyclo-
hexane, m.p. 148-149°C; and Mansonone F (C,,H,,0,), violet crystals from
benzene, m.p. 214-215°C. Their structures have been partially elucidated by
means of chemical and spectroscopical analysis. A C,; skeleton which appears

(*) Una comunicazione preliminare & stata letta da G. B. Marini-Bettdlo nel giugno 1965
all’ American Society of Pharmacognosy, a Kingston (U.S.A.). (MARINI-BETTOLO, CAsiNOVI &
GALEFFI, 1965 a; b).

(**) Centro Nazionale Chimica del Farmaco del C.N.R. presso Istituto Chimico
dell’Universita Cattolica, Roma.
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to be the common feature for these compounds suggests a terpenic origin.
Furthermore two of them have the structure of oxaphenalen found the
first time in biflorin.

E noto che il legno di Mansonia, largamente usato per la fabbricazione
dei mobili, provoca una serie di disturbi alle persone impegnate nella sua
lavorazione. Questi disturbi, dovuti principalmente alla inalazione della
polvere di segatura, sono di natura sia irritativa (eczemi ed epistassi), che
tossica (disturbi cardiaci). E sembrato pertanto interessante poter stabilire
quali sostanze provocassero queste reazioni ed intraprendere uno studio
chimico e farmacologico sul legno di Mansonia per isolare i vari compo-
nenti e possibilmente determinarne la costituzione,

La Mansonia era stata precedentemente oggetto di ricerche chimiche,
dal momento che nell’Africa tropicale occidentale era noto l'uso della
corteccia come ingrediente per la preparazione di veleno di frecce (Por-
TERES, 1935). Una rassegna completa al proposito & stata pubblicata da
UrrFer (1952) che, lavorando su estratti di corteccia, aveva messo in evi-
denza la presenza di vari glucosidi cardiaci di probabile tipo steroidico.
La loro presenza nel legno fu confermata da SanpeErmMANN & DiETRICHS
(1959), i quali isolarono oltre la glicin-ﬂetaina un composto a formula
C,sH,;,0, al quale attribuirono una struttura azulenica, e un chinone
C,;H;,0; la cui struttura fu messa in relazione con quella del perezone, I'u-
nico chinone sesquiterpenico fino a quel momento noto. (Ci sembra oppor-
tuno notare comunque che anche la struttura del gossipolo (Apams, GErss-
MAN & Morrrs, 1938) sia con ogni probabilita da considerare sesquiterpe-
nica).

Data l'incompletezza delle ricerche citate e visto I'interesse farmaco-
logico cui sopra si & accennato, il legno di Mansoenia & stato da noi sotto-
posto ad una serie di estrazioni sistematiche con differenti solventi con
I'intento di separare l'attivita irritante da quella cardiocinetica, seguendo
I'andamento dell’estrazione mediante opportuni saggi farmacologici. Si e
potuto stabilire che le sostanze dotate di azione irritante venivano estratte
principalmente dal cloroformio, mentre i principi ad attivita cardiocinetica
venivano estratti soprattutto dall’etanclo o dal metanolo.

In questo primo lavoro riferiremo sull’isolamento e la caratterizzazione
chimica di sei chinoni separati finora dall’estratto cloroformico, mentre
in altra nota saranno descritti i glucosidi ottenuti dall’estratto alcoolico.

La segatura di legno di Mansonia viene trattata in estrattore continuo
con cloroformio fino a completo esaurimento. L'estratto cloroformico viene
concentrato a bassa pressione e quindi cromatografato su colonna di gel
di silice e di allumina disattivata, adoperando come eluenti: il benzene,
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il cloroformio e l'acetato di etile, a gradiente di concentrazione, e, infine
metanolo come schematizzato in Fig. 1.

I composti cosi ottenuti vengono frazionati ulteriormente per cromato-
grafia su colonna ed infine purificati per cristallizzazione.

MANSONIA ALTISSIMA
segatura

CHCL,

ESTRATTO CLOROFORMICO g 100

CgHg — CHCly —* AcOEt — MeOH (Si0,)

[ | | ]

FRAZIONI FRAZIONI FRAZIONI FRAZIONI FRAZIONI FRAZIONI
1-6 7-70 71-115 116-154 155-178 successive
g0,7 g5 gl7 g16,8 g10 q 28

non esaminate non esaminate non esaminate

CgHg—CHCLy| (AL,03V)  CgHg—CHCL;(AL,05V)  |CHCL;(AL05V)

-1

A+C B s | EHD%E P i
CeHg—CHCL3| (AL, 03 V) CgHg —1= CHCL3 (AL,04 8%H,0)
A o c D E
Fig. 1. — Schema di separazione dei Mansononi. I numeri romani indicano il grado di atti-

viti (secondo Brockmann) dell’allumina adoperata. Le lettere mainscole da A
ad F nelle caselle indicano i diversi Mansononi,

In queste condizioni sono stati ottenuti sei diversi composti colorati,
cui & stato dato il nome di « Mansononi » ed ai quali, in base ai risultati del-
I’analisi ¢lementare, sono state attribuite le seguenti formule grezze:

Mansonone A pdf. 117-118° CiHo 0,
Mansonone B p.f. 68-69° CysHagOy
Mansonone C p.f. 134 - 1380 CysH,404
Mansonone [} pf. 173 - 1759 Cy5Hy,04
Mansonone E p.f. 148 - 1490 € H 0,
Mansonone F p.f. 214 - 216° CysH,;04

Aun, 1st. Super. Sawita (1966) 2, 327-341.
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In primo luogo tutte le sei sostanze presentano una formula a C,;. Que-
sto fatto fa supporre una comune struttura, come & stato successivamente
confermato, ed anche una comune biogenesi. In secondo luogo tutte queste
sostanze presentano una struttura chinonica, come & stato stabilito per
via chimica, in base alla loro facile riducibilita e riossidabilita, alla loro sen-
sibilita in ambiente alcalino, e per via chimico-fisica, in base agli spettri
elettronici (due bande intense nell’'U. V. ed una nel visibile : Tab. 1) ed I. R.

TABELLA 1.

Dati di assorbimento nel U. V. e nel visibile, relativi ai sei chinoni della « Mansonia ». *

1 Mansonone i Amax (tra parentesi loge) ‘I
‘ A } 200(4,32); 430(2.93) |
| \
B 226(3,68); 272(3.69); 408(2.41) (ambiente neutro) ‘
232(3,7); 283(3,56); 525(2.65)  (ambiente alcalino) ‘

C 206(4,14); 258(4,24); 432(3.39) }

D 219(4,3); 243(4,1); 278(4,11); 405(3,88) !

| |
E 219(4,25); 264(4.31): 370(3.2): 445(3.38) J

‘ |

F 234; 555 ‘

* Gli spettri sono stati eseguiti in EtOH.

(banda del carbonile intorno a 1650 cm™). Pertanto due atomi di ossigeno
in questi composti devono essere considerati come facenti parte di un si-
stema chinonico.

Dei sei chinoni in esame quattro ¢ precisamente i Mansononi B, D, E
ed F contengono un terzo ossigeno: solo nel Mansonone B & possibile dimo-
strare, preparando un monoacetilderivato, la presenza di un gruppo OH,
mentre nei Mansononi D, E ed F la non reagibilita dell’ossigeno fa supporre
che esso sia di natura eterea.

A questo punto si pud fare un’ulteriore considerazione sul contenuto
di idrogeno di questi chinoni. Infatti mentre i Mansononi A ¢ B contengono
20 atomi di idrogeno attestanti la presenza, accanto ad un anello chino-
nico, di un anello aliciclico o di un doppio legame, si deve ammettere nel
Mansonone C (16 atomi di idrogeno) D'esistenza di un anello aromatico
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mentre nei Mansononi D, E ed F (che hanno 14 ¢ 12 atomi di idrogeno)
deve esistere anche un anello eterociclico ossigenato.

La facile reagibilitd ¢ la formazione di derivati chinossalinici dei Man-
sononi C, D, E ed F sta ad indicare che si tratta di 1-2 chinoni e probabil-
mente di naftochinoni. Inoltre la presenza, come si & detto, del sistema
a C;; e in aleuni di essi di quattro metili fa supporre che si tratti di derivati
con uno scheletro sesquiterpenico.

Una immediata conferma di questa ipotesi si ha dal fatto che la for-
mula stabilita per il Mansonone C, in base a considerazioni chimiche ed agli
spettri di RMN, viene a corrispondere a quello del cadalen-7,8-chinone,
noto in letteratura (LinpHAL, 1953) per essere stato preparato a partire
dalla cadalina. Le caratteristiche chimico-fisiche di questa sostanza e del
suo derivato chinossalinico sono infatti identiche a quelle del Mansonone C,
per cui si pud ritenere che quest’ultimo si possa considerare eguale al cada-

len-T,8-chinone (1)

CHy O
I

L

Gli spettri di RMN consentono inoltre di avanzare fondate ipotesi sulle
strutture degli altri chinoni, completando i dati gia acquisiti per via chimica.

Il Mansonone F., che & il composto pin deidrogenato della serie, pre-
senta una intensa colorazione violetta e un massimo di assorbimento nel
visibile a 555 my; dato che reagisce con o-fenilendiammina deve possedere
una struttura o-chinonica.

Lo spettro di risonanza magnetica nucleare (Tab. 2) rende conto di
tutti i dodiei atomi di idrogeno del Mansonone F.

Degli atomi di ossigeno presenti due appartengono al sistema chino-
nico: il terzo deve formare parte di un anello, dato che il Mansonone F non
mostra all'lLR. la banda dell’lOH e non reagisce con anidride acetica. Si
pud cosi avere una conferma della sua struttura 1,2 naftochinonica : infatti,
dato l'elevato valore di 3 (7,05 p.p.m.) del protone che si trova in accop-
piamento allilico con il gruppo CH; a 2,10 p.p.m. si pud ammettere la pre-
senza dell’aggruppamento -C = CH-O- ¢ pertanto supporre che ['anello

|
CH,

ossigenato debba contenere questo aggruppamento.

Ann. Isl. Super, Sanila (1966) 2, 327-341.
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Dato che due posizioni sull’anello aromatico sono occupate da due pro-
toni, in orto tra loro, che una terza & occupata da un gruppo metilico in pert
ad un € =0 (2,70 p.p.m.) ed inoltre che una delle posizioni del nucleo
chinonico & occupata dal gruppo CH, (1,94 p.p.m.), la chiusura di questo

anello pud avvenire solo utilizzando le restanti posizioni peri.

TABELLA 2.

Valori significativi ed interpretazione dello spettro RMN del Mansonone F

‘ i Costante |

‘ Segnule [ d’accoppin- t

| [ b ‘ mento Attribuzione

L epamy i E

| — ' —_—

i | ‘

‘ .

\ 7.31 | Quartetto AB . . . . . . | 8 2 H aromatici in orto fra loro
7,05 Quartetto mal risolto . } 1 1 H olefinico adiacente ad un

‘f 1 ossigeno etereo

| 270 Singoletto ol - 3 H appartenenti ad un CH,

| I | in peri ad un — C =0

| "

L2100 Doppietto N 1 3 H di un CH, allilico

|10 ' Singoletto " (- 3 H di un CH, allilico

Se si scartano soluzioni in contrasto con la regola isoprenica si deduce
per il composto in discussione la struttura oxafenalenica (IT), la quale sug-
gerirebbe inoltre una possibile derivazione dal Mansonone C (I).

CHy (|)] CHy O
I
¢O g4
CH 2
CHy \3 CHjy
Cs. O £ B B b
P /’ \\ / / S
CHy CH Gy LH Bl 2
1 Il

Il Mansonone F sarebbe pertanto il secondo composto naturale che
contiene il sistema oxafenalenico trovato la prima volta nella biflorina (IIT)
(ComIN et al., 1963).

Gli spettri U. V. del Mansonone F e della diidrobiflorina sono infatti
praticamente identici (2, del Mansonone F:555 ¢ 234 my; diidrobiflo-
rina: 555 e 235 my); inoltre i valori degli spostamenti dei corrispondenti
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protoni piu caratteristici del Mansonone F sono molto vicini a quelli della
biflorina. Sebbene non sia stato possibile effettuare un confronto diretto
¢ da supporre che il Mansonone F sia il composto C, H,,0, al quale
SANDERMANN & Dierricus (1959) hanno attribuito una struttura azu-
lenica.

Il Mansonone E si pud considerare identico al precedente ma con 'anello
eterociclico idrogenato. Infatti dalle attribuzioni dello spettro di RMN
(Tab. 3) si deduce la presenza di un sistema -CH,-O- unito ad un sistema
benzilico accoppiato con un gruppo CH, secondario.

TABELLA 3.

Valori significativi ed interpretazione dello spettro RMN del Mansonone E

| [l
| Costante ' |
[ Segnale | d’accoppia- | |
[ B Tipo ! mento “ Attribuzione 5
i (p.p.m.) l (e.p.5.) |
|
|
I !
f 7.20 Quartetto 2 H aromatici in orto tra loro
l :
I 4,27 Multipletto (parte AB di un — 2 H adiacenti a ossigeno etereo
sistema ABX) [
[
f 2,58 Singoletts . . . . o« & - 3 H di un CH; aromatico in
peri ad un C —= ()
|
I 3.05 Multipletto (parte X di un l - [ 1 H benzilico
: sistema ABX ulterjor- l i
| mente accoppiato) | a
[ |
[ 1.89 Singoletto " — ; 3 H di un CH, sull’anello chi-
! \ nonico
[
! 1.35 Singoletto . . . . . . . i 7 ) 3 H di un CH, secondario
|

In base alle stesse considerazioni espresse al rignardo del Mansonone
F, al Mansonone E si pud attribuire la struttura (IV)

ClH3 (l)! CHy O
L

l/ I 410 r;:}_\\ //\\4

[
L
= Z~CHy  CHs =R > CH,
7R o, % PR
CHsy 2 CHy CH, CH, 2
[V V

Ann, 1st. Super. Sanita (1966) 2, 327-341.




334 ESPERIENZE E RICERCHE

Una conferma di questa struttura sta nel fatto che lo spettro U.V. del
Mansonone E & molto simile a quello della tetraidrobiflorina (V) (Comin et al..
1963) dalla quale differirebbe solo per la presenza di una unita isoprenica.

La struttura del Mansonone C, come si & visto corrisponde a quella
del cadalen-7, 8-chinone. Essa & stata dedotta in base alle seguenti conside-
razioni. Il composto reagisce con o-fenilendiammina per dare il corrispon-
dente derivato chinossalinico ¢ pertanto é un e-chinone.

Le attribuzioni degli spettri di RMN (Tab. 4) permettono di stabilire
la presenza degli aggruppamenti che concordano con quanto & gia stato
stabilito per confronto con le proprieta chimiche del composto di sintesi.

TABELLA 4,

Valori significativi ed interpretazione dello spettro RMN del Mansonone C

' Costante
Segnale | d’accoppia-
l 8 Tipo mento Attribuzione
[ (®.p.m.) rc.ﬁ'.s.) |
-~ |
| .
| 7.67 Multipletto . . . . . . . 1 1 H etilenico
7,31 Quartetto AB . . . . . . 8 *| 2 H aromatici in orto tra loro
3.40 Multipletto . . . . . . . T 1 H benzilico
2,62 Singoletto . . . . . . . | 3 H di un CH,; aromatico in
| peri ad un C=0
2,08 Doppietts . . . . « « 4 1 3 H di un CH, allilico
1,30 Doppiette . . . . . . . 7 6 H di due CH, isopropilici

Al Mansonone B in base alle proprieta chimiche ed ai valori degli spet-
tri di RMN si possono attribuire le due formule tautomere possibili (VI
e VII)

CHy O CS"HJ 1Ol
¢ i OH 0
| P4 P
| T )
N St Wi P
i It CHy ‘ | CHy
ch © cH OH
e 8 7 g
CHs CHs CHz CHa
Vi Vi

Nella Tabella 5 vengono riportate le attribuzioni per i vari protoni
come dedotti dallo spettro di RMN
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TABELLA 5.

Valori significativi ed interpretazione della spettro RMN del Mansonone B

' (‘ostante
Segnale d'accoppia-
i Tipo mento Attribuzione
| (p.p.m,) fC.'I;,.ﬂ-)
] 7.11 Singoletto: « « « « v & & —_ 1 H di un ossidrile fenolico
i 1,95 Singolétto 5 s & 3 ¥ @ — 3 H di un CH, sull’anello chi-
| nonico
; 1,12 Doppietto . . . . . . . 7 3 H di un CH, secondario
] 0.90 Doppietto . . . . . . . 7 3 H di un CH, isopropilico
|
i 0,87 Doppietto. . + « » « o« 7 3 H di un CH, isopropilico

Il composto si riduce con idrosolfito di sodio in soluzione acquosa e si rios-
sida all’aria, mentre con anidride acetica ed acetato sodico da un acetil derivato.

La presenza dell’ossidrile & inoltre confermata dal fatto che il segnale
a 3 = 7,11 scompare per deuterazione. L’esame dello spettro di RMN in-
dica 'assenza di protoni sul nucleo chinonico dove si trovano invece 'OH
¢ il gruppo CH,; la posizione del gruppo isopropilico & stata assegnata in
hase a considerazioni biogengtiche, analogamente a quanto & stato fatto
per gli altri chinoni.

Il Mansonone A non possiede natura aromatica, come risulta dagli
spettri di RMN (vedi Tab. 6).

TABELLA 6.

Valori significativi ed interpretazione dello spettiro RMN del Mansonone A

| g (Costante
| Segnale d'accoppia-
Tipo uw?m Attribuzione
(p.p.m.) (...
[
6,67 Multipletto . . . . . . . 1 1 H su anello para-chinonico |
(adiacente ad un metile)
1,92 Doppietto . . . . . . . 1 3 H di un CH; sull’anello chi-
nonico
1,08 Doppietto . . . . . . . 6,5 6 H di due CH; del gruppo
isopropilico
0,87 Doppiette . . « .« & « o 6,5 3 H di un CH, secondario |
|
! |

Amn. Isl. Super. Sanila (1906) 2, 327-341.
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Il composto & di natura chinonica, si riduce con idrosolfito di sodio
in soluzione acquosa, e per riduzione acetilante da un diacetil derivato.

Il metile secondario e il gruppo isopropilico, per ragioni di spostamento
chimico, non possono essere legati all’anello chinonico e pertanto ad essi
viene attribuita rispettivamente la posizione 8 ¢ 5 in accordo con gli altri
composti sinora descritti e con la regola isoprenica. Al Mansonone A si pud
pertanto attribuire la formula (VIII)

CHy

LM

/
CHy CHj

Vil

Il Mansonone D, dalla formula C;,H,,0,, ottenuto in quantita molto
ridotta, da con o-fenilendiammina la chinossalina corrispondente ed & quindi
un o-chinone; il terzo ossigeno & probabilmente di tipo etereo sia perche
¢ assente la banda I.R. dell’ossidrile, sia perché esso non & acilabile.

Lo spettro U.V. (Tab. 1) & del tipo naftochinonico.

In base agli spettri RMN si possono fare le attribuzioni riportate nella
Tab. 7.

TaBeLLA T.

Valori significativi ed interpretazione dello spettro RMN del Mansonone D

Costante
Segnale d’necoppia-
3 Tipo mento Attribuzione
i (p.p.m.) (l'.];l..-:.)
|
722 Quartetto . . . . . 2 1 H chinonico
6,60 Singoletto allargato - | 1 H aromatico allargato per
accoppiamento benzilico
4,52 Multipletto (parte AB di un - 2 H eterei
sisterna ABX)
3,58 Multipletto mal risolto — 1 H benzilico
(parte X di un sistema [
ABX con ulteriore accop-
\ piamento)
J 2,65 Singoletto allargato - 3 H di CH; in peri a C=0
2,06 Doppietto 2 3 H di CH; allilico
L 1,38 Doppietto 8 3 H di CH, secondario
Ann, Ist. Super. Sanila (1966) 2, 327-341.
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5§

Il metile a 2,65 p.p.m. in peri al carbonile & accoppiato al protone aro-
matico a 6,60 p.p.m. (J < 1 e.p.s.) mentre il metile chinonico a 2,1 p.p.m.
& accoppiato allilicamente (J — 2 c.p.s.) al protone a 7.22 p.p.m. dell’anello
chinonico : data "assenza di altri protoni chinonici o aromatici le posizioni
5 e 6 sono occupate nella formazione di un ciclo etereo diidrofuranico con 2
protoni in z (4,52 p.p.m.) ed un metile in 3 (1,38 p.p.m.).

Compatibilmente alla regola isoprenica la struttura pilt probabile per
il Mansonone D & la seguente

PARTE SPERIMENTALE
(in collaborazione con E. Mrranpa DeELLE MovacHe ¢ G. DEL GUERCIO)

Pianta. — Sono stati utilizzati per le ricerche 40 kg di legno di Man-

. - . . -~ - . .
sonia altissima Chev. proveniente dall’Africa occidendale. Tale legno viene
importato comunemente per la fabbricazione di mobili.

Estrazione. — 1l legno di Mansonia & stato opportunamente ridotto
in segatura,

La segatura di legno viene estratta in un grande estrattore continuo
con cloroformio contenente 1 °( di aleool, durante circa 40 ore fino a che
cioé il solvente non diventi quasi incolore. L’estratto viene concentrato
prima a pressione ordinaria ¢ quindi a bassa pressione fino ad ottenere come
residuo una massa bruno scura (g. 1630 equivalenti al 4 9, del legno). La
cromatografia di questo estratto effettuata su strato sottile di silice impie-
gando come solvente cloroformio-acetato di etile (96:4) rivela la presenza
di varie macchie colorate dal rosso al viola.

Lestratto cloroformico viene sottoposto a cromatografia su una co-
lonna di gel di silice e dato che i diversi composti da separare posseggono
delle caratteristiche cromatografiche molto simili, il potere eluente del sol-
vente viene aumentato progressivamente con un gradiente continuo da
benzolo a cloroformio ad acetato di etile fino ad eluire con metanolo puro.

100 g di estratto sciolti a b. m. in 200 ml di cloroformio sono caricati
in colonna di silice 50-100 mesh, alta 50 em e del diametro di 5.6 em.

Jan, dst, Swper, Sanita (1966G) 2, 327441,
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Le frazioni del volume di 180 ml vengono raccolte in collettore di fra-
zioni automatico. seguendo la composizione mediante cromatografia su
strato sottile usando Kieselgel G ¢ come solvente una miscela di cloro-
formio-acetato di etile (96:4).

Le prime sei frazioni vengono scartate (g 0,7), mentre le frazioni da
7 a 70, che risultano formate da tre composti colorati, vengono riunite e
portate a secco a bassa pressione (g 4.5) quindi ricromatografate su gel di
silice usando benzolo-cloroformio 1:9 oppure allumina neutra Merck conte-
nente il 10 9 di acqua (attivita IV) e come eluente benzolo per separare
il Mansonone A dal C e poi cloroformio per eluire il Mansonone B. Le fra-
zioni da 71 a 115 (g 1.7) risultano costituite da una miscela molto complessa
che @ stata scartata. Le frazioni da 116 a 154 (g 16,8) contengono tre compo-
nenti di cui uno viola molto labile. Lo si pud separare dagli altri due compo-
nenti colorati in colonna di allumina ad attivita V: dopo I'eluizione con ben-
zolo che trascina i due Mansononi D e E non separati I'uno dall’altro, si
eluisce con cloroformio il Mansonone F.

I Mansononi D ed E si separano I'uno dall’altro con allumina conte-
nente 8 9, di acqua, usando come eluente benzolo: si ottiene nella separa-
zione anche un po’ di Mansonone C.

Il Mansonone F & contenuto in quantita piit abbondante nella frazione
155-170 che ammonta a 10 g.

-
Mansonone A. — 1l prodotto viene ottenuto dalle frazioni 7-70 come
sopra riportato. Si purifica per cristallizzazione dal cicloesano. Si ottiene

in aghi rossi p.f. 117 - 118° [«] zl‘: = + 680 (conc. 0,2 2 in CHCL,)

Il composto ha dato all’analisi:

trov, %, : C 77,90; H 8,64
per G, H,,0, ecale. o 71160 8,64

Il composto si riduce facilmente in soluzione acquosa con idrosolfito
di sodio e si riossida all’aria. Per riduzione con zinco in presenza di anidride
acetica e piridina da un diacetilderivato p.f. 158-160° gia descritto da SAn-
DERMANN & DieTricHs (1959) come oleoso.

I massimi di assorbimento dello spettro U. V. sono riportati nella
Tab. 1 e gli spostamenti chimici dei protoni in Tab. 6.

Le proprieta chimico-fisiche di questo chinone (punto di fusione, spet-
tro I. R.) come i dati analitici sono eguali a quelli riportati da SANDERMANN
& Dierricus (1959), per il chinone da essi isolato dalla corteccia del legno
di Mansonia, e fanno ritenere che si tratti della medesima sostanza.

Mansonone B. — Il composto viene ottenuto dalle frazioni 7-70 come
sopra riportato e viene purificato prima per distillazione in corrente di va-
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pore ed estrazione con benzolo e quindi per distillazione a 0,02 mmHg e
[20" ¢ successiva cristallizzazione dall’esano a -20°. Si ottiene in cristalli
giallo oro fondenti a 68-69°.
Il composto ha dato all’analisi:
trov, 9% : C 72,62; H 7,92
per CsHy 04 cale. : T2,55; 8.12

Il composto si riduce con idrosolfito di sodio e si ossida poi nuovamente
all’aria.

Con acetato sodico ed anidride acetica da un monoacetato oleoso giallo
che distilla a 0,02 mm Hg a 120°C. Il composto ha dato all’analisi:

trov. 9% : C 70,61; H 7,20

per C;H,,0,  cale. 0 70,32; 7,64

Nelle Tabelle 1 ¢ 5 sono riportati gli spettri U. V. ed RMN del composto
che sono in accordo con le formule proposte (VI e VII).

Il potere rotatorio sara riportato in altro lavoro dato che, come per i
Mansononi D ed E, non & effettuabile con i normali apparecchi per il forte
assorbimento nel visibile.

Mansonene C. — Il composto viene ottenuto per separazione cromato-
grafica delle frazioni 7-70 come sopra riportato. Il prodotto cristallizza
dall’esano in aghi giallo arancio fondenti a 134-138°,

Il composto ha dato ul}’analisi:

trov. %, : C 78,83; H 6,93
per € H,,0, cale. :  18.92; 706

Il composto si riduce con idrosolfito di sodio in soluzione acquosa e poi
si riossida nuovamente all’aria. Con piridina, anidride acetica e zinco in
polvere da un diacetilderivato che cristallizza da cicloesano e fonde a 156-
-158° Il composto ha dato all’analisi:

trov. 9, : C 72,585 H 6,95
per CgH, 04  cale. 72,59 7,05

Per ehollizione con una soluzione acetica di o-fenilendiammina da un
derivato chinossalinico giallo dorato dalla formula C, H, N, che cristal-
lizzato da esano fonde a 103-104°,

trov. 9, : N 9,18;
cale, : 9.33;

Gli spettri U. V. (Tab. 1), I. R. ¢ RMN (Tab. 4) sono in accordo con
la formula (I) che risulta essere quella del cadalen-7, 8-chinone, per il quale
la letteratura riporta p.f. 134° ¢ per il cui derivato chinossalinico p.f. 1040
(LinpHAL, 1953).
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Sebbene non sia stato effettuato il confronto diretto tra due campioni
delle suddette sostanze si pud ritenere che esse siano identiche.

Mansonone 1. — Il composto viene ottenuto per separazione cromato-
grafica della frazione 116-154 come sopra riportato e purificato per cristal-
lizzazione da cicloesano e benzene. Si ottiene in cristalli di colore rosso-
arancio fondenti a 173-175.

Il composto ha dato all’analisi :

trov. 9, : C 74,22; H 5,64
per C,,H,,0, ecale. s 74,36 5.83

Il composto si riduce con idrosolfito in soluzione acquosa e si riossida
all’aria. Con una soluzione acetica di e-fenilendiammina da un derivato
chinossalinico per ora identificato solo cromatograficamente data D'esigua
quantita di sostanza isolata.

Non reagisce con acetato sodico ed anidride acetica. Con zinco ed ani-
dride acetica e piridina da un diacetilderivato pur esso riconosciuto solo
cromatograficamente.

Gli spettri U. V. e LR. confermano una struttura chinonica. I dati
dello spettro RMN sono riportati nella Tab. n. 7.

Mansonone E. — Il composto viene ottenuto separando per cromato-
grafia su colonna di gel di silice la frazione 116-154 come sopra riportato.
Il prodotto viene purificato per cristallizzazione da cicloesano, cristalli rosso
aranciati p.f. 148

Il composto ha dato all’analisi i seguenti risultati:

trov. %, : C 74,11; H 5,57
per C, ;H,,0; cale. : 74,36 5,83

Il Mansonone E si riduce con idrosolfito di sodio in soluzione acquosa
e si riossida quindi all’aria.

Con una soluzione acetica di o-fenilendiammina da un derivato chinos-
salinico. Prismi giallo oro da benzene-cicloesano 1:4 p.f. 148-150° dalla
formula C, H,,ON,. Analisi:

trov. 95 : N 9,09
cale. $ 8.91

Con zinco, anidride acetica e piridina da un diacetilderivato che cri-

stallizzato da cicloesano fonde a 110°. Analisi:
trov. %, : C 69,57; H 6,03
per C,;H;,0; ecalc. ;69,50 6.14

Nelle Tab. 1 e 3 sono riportati rispettivamente i dati relativi agli spet-

tri U.V, ¢ RMN del composto che sono in accordo con la formula proposta.
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Mansonone F. — Il composto viene come il precedente ottenuto per
separazione cromatografica della frazione 116-154 come anche dalla frazione
155-170, |

Il prodotto viene purificato per cristallizzazione dal benzolo. Si ottiene
in aghi viola scuro p.f. 214°

All’analisi ha dato i seguenti risultati:

trov. 9, : C 74,60; H 4,75
per CsH,05 cale. : o 74,90; 5,12

Il composto & molto sensibile alla luce, e si altera con il tempo, special-
mente in soluzione.

Nelle Tab. 1 e 2 sono riportati rispettivamente i dati relativi agli spet-
tri U. V. e RMN della sostanza.

Per questo composto ritenuto un azulene, SANDERMANN & DieETRICHS
(1959), riportavano un punto di fusione di 203-204°,

26 marzo 1966,
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Nuove sostanze ad azione radio-sensibilizzante sulle emazie
di coniglio irradiate in vitro

Maria R. BIANCHI (*) e Exrica STROM (*)

Laboratori di Chimica Biologica

Riassunto. — Gli acidi cloro- e fluoroacetico, il cloroformio, 'acido
tricloroacetico, il metansulfonato di etile e il metansulfonato di sodio po-
tenziano notevolmente gli effetti dei raggi X su sospensioni di emazie di
coniglio irradiate in vitro. L’effetto sensibilizzante si verifica, solo se le so-
stanze sono presenti nel mezzo di sospensione durante lirraggiamento,
verosimilmente attraverso i prodotti di radiolisi delle sostanze.

"

Sl:lmnlary. (New radio-sensitizing compounds acting on rabbit erythrocytes
irradiated in vitro). — Chloro-and fluoroacetic acid,-chlorufﬂrm, trichloroacetic
acid and ethyl and sodium methanesulfonates enhance the response of rabbit
erythrocytes irradiated in vitro with X rays (Fig. 1, Tab. 1). The radiation
effects studied were the potassium loss from the cells immediately after
the irradiation and the hemolysis 22 hours later.

The sensitizing effect is absent when the substances are added to the
red cell suspensions just after the irradiation, or when they are washed
out before irradiation (Fig. 2).

The results are in agreement with the hypothesis that sensitization
is the result of damage to the red cells by the products of radiolysis of sen-
sitizing compounds.

In due precenti pubblicazioni, provenienti da questo stesso laboratorio
(QUINTILIANT et al., 1962 ; BiancHI et al., 1964), & stato ampiamente rife-
rito sull’effetto sensibilizzante all’azione dei raggi X che si manifesta in
sospensioni di globuli rossi di coniglio irradiati in vitro quando nel mezzo
di sospensione siano contenute certe sostanze quali gli acidi bromo- e iodo-
acetico, la iodoacetammide, I'acido iodopropionico, gli ioduri alcalini, lo
iodio molecolare e la N-etilmaleimmide. Il suddetto effetto consiste in uno
spiccato incremento della perdita del potassio intracellulare e dell’emolisi
indotte da una data dose di raggi X.

(*) Borsista dei Laboratori di Chimica Biologica.
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Nella presente nota sono riferiti i risultati di esperienze eseguite con
altri composti alcuni dei quali correlati chimicamente con i precedenti ed
altri no. Tali esperienze sono state suggerite da osservazioni di altri Autori
su differenti sistemi biologici. '

E stato infatti riportato da CERvIGNT & Scarascia (1961) che nei semi
di Nicotiana tabacum trattati con metansulfonato di etile e poi con raggi X,
I'inibizione della germinazione & di gran lunga maggiore della somma degli
effetti indotti da ciascuno dei due trattamenti isolatamente. Pili recentemente
CorroNn & LockiNGEN (1963) hanno osservato un notevole effetto di sensi-
bilizzazione indotto dal cloroformio sull’inattivazione di colture di batte-
riofago irradiate con raggi X.

MATERIALI E METODI SPERIMENTALI

A

La tecnica sperimentale impiegata & la stessa che & stata gia descritta
in dettaglio nei precedenti lavori (QUINTILIANI et al., 1962 ; BrancHI et al.,
1964).

Essa consisteva essenzialmente nel preparare delle sospensioni di glo-
buli rossi di coniglio, contenenti 2<10% cellule per ml, in una soluzione di
NaCl 0,12 M tamponata a pH 7.2 con fosfato di sodio 0,033 M. Aliquote
di queste sospensioni erano addizionate o no delle sostanze in esame ed
irradiate con raggi X a 200 Kv e 15 mA, con una intensita di dose di 7.200 r
misurata con dosimetro al solfato ferroso. Usualmente era somministrata
una dose totale di 144 Kr. Subito dopo l'irradiazione si procedeva alla de-
terminazione del potassio ceduto dagli eritrociti al mezzo di sospensione
mediante fotometria a fiamma, mentre una seconda serie di campioni trat-
tati nello stesso modo era conservata a 4° C per 22 ore, dopo le quali si pro-
cedeva alla determinazione del grado di emolisi misurando per via colori-
metrica la quantita di emoglobina presente nel mezzo di sospensione.

Sono stati impiegati generalmente prodotti puri per analisi senza ulte-
riori purificazioni. Il metansulfonato di etile ci & stato gentilmente fornito
dal Prof. G.T. Cervigni, del Laboratorio di Genetica Vegetale del C.N.E.N.,
al quale esprimiamo vivi ringraziamenti. Il metansulfonato di sodio & stato
preparato per idrolisi a caldo dell’estere etilico in presenza della quantita
stechiometrica di idrossido di sodio. Il cloroformio & stato usato preparandone
una soluzione satura nella stessa soluzione salina tamponata usata per al-
estire le sospensioni di eritrociti. Dai dati sulla solubilita della sostanza &
stato dedotto che tale soluzione fosse circa 4 <10* M e pertanto aggiun-
gendone 0,1 ml a 1,5 ml di sospensione di globuli rossi si otteneva una con-
centrazione finale stimata di circa 2,510 M. La stessa soluzione salina
tamponata & stata usata per preparare le soluzioni di tutte le sostanze esa-
minate, avendo cura di aggiustare eventualmente il pH al valore di 7.2.
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RISULTATI E DISCUSSIONE

Ciascuna serie sperimentale comprendeva aliquote della stessa sospen-
sione eritrocitaria trattate come segue :

1) campioni di controllo non trattati:

2) campioni ai quali erano soltanto aggiunte le sostanze In esame ;

3) campioni irradiati con 158 Kr di raggi X :

4) campioni ai quali erano aggiunte le sostanze in esame e poi, dopo
30 minuti di contatto a temperatura ambiente, irradiati con 158 Kr di raggi X.

Tutte le sostanze usate nel corso delle presenti esperienze sono risultate,
per sé e alle concentrazioni usate, prive di potere emolitico e della capacita
di indurre perdita del potassio intracellulare.

I risultati complessivi del gruppo di esperienze eseguite con il metansul-
fonato di etile alla concentrazione 6,1 102 M sono rappresentati nella Fig. 1.

%
100 1

80 Hb
60+

1
404

204

- .l

c S R L s R SR

Fig. 1. — Effetto del metansulfonato di etile (MSE) 6,2 x 10-2 M sulla emolisi (Hb) e sulla
perdita del potassio intracellulare (K) in globuli rossi di coniglio irradiati con
158 Kr di raggi X.
(I Valori di Hb e K indicano rispettivamente le percentuali del contenuto totale
di emoglobina e di potassio, presenti negli eritrociti della sospensione in esame,
che si ritrovano nel mezzo di sospensione).

C = campioni di controllo non trattati.

E NN

S = campioni contenenti MSE e non irradiati.
R = campioni irradiati con raggi X.
SR = campioni contenenti MSE e irradiati.

Come si vede dalla figura, tanto la perdita del potassio intracellulare che
I’emolisi provocate dall'irradiazione sono notevolmente piu intense in pre-
senza di tale sostanza. Le differenze tra la risposta all’irradiazione in presenza
e in assenza del metansulfonato di etile sono in entrambi casi altamente
significative.

I risultati relativi a tutte le altre sostanze esaminate nel corso delle
presenti esperienze sono presentati in forma riassuntiva nella Tabella 1.
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TABELLA 1.

Effetto di vari composti sulla radio-sensibilita « in vitro » di globuli rossi di coniglio

i | Indice di sensibilita I
COMPOSTO - Concentrazione Nl (11:*3) ' 1
molare prove N s O LA ol
| Hb | & |
- | ‘ |
| acido iodacetico . . . . . . . . . Lo To | 7 4,6 | 1,0
" » T I - (| 12 17,3 3,6
acido cloracetico . . . . . . . ., 1,3 x 108 2 0,1 0,1 |
" " . 1,3 % 102 3 5,2 1,9 |
! acido flluoracetico . . . . . . . . 1,7 x 102 2 1.3 0,6
1 acido acetico. . . . . . ., . . . . | 6,0 x 102 2 0,0 0,0
‘ metansulfonato di etile . . . |, | | 1,6 x 102 3 8,3 1,6
| » WoOE s w o ow e 6,1 x 102 7 10,1 | 1,5
metansulfonato di sodio . . . . . . 4,7 x 102 3 8,8 1,0
‘ j b e e e e | 6,1 % 102 3 9.8 1.4
cloroformio . . ., . . . . . ., . 2,5 x 108 3 40,3 4,3
! acido tricloroacetico . , . . . . ., | 2,5 x 103 3 8,1 1,3
L o | __ - L
* SR = risposta all'irradiazione in presenza del composto in esame. R = risposta

allirradiazione in assenza del composto in esame.

I valori di Hb e K indicano rispettivamente le percentuali del contenuto totale di emao-
globina e di potassio, presenti negli eritrociti della sospensione in esame, che si ritrovano nel
mezzo di sospensione, &

Essi sono espressi per mezzo i un indice di sensibilizzazione, — lo stesso gia
usato per esprimere i corrispondenti risultati dei nostri lavori precedenti, —

SR—R . L
caleolato nel modo seguente: I — " gve SR — risposta alle radiazioni
in presenza della sostanza in esame ¢ R — risposta alle sole radiazioni.

Nelle prime righe della tabella sono riportati i valori dell’indice di sen-
sibilizzazione ottenuti precedentemente per Pacido iodoacetico (Brancui
et al., 1964), la cui attivitd sensibilizzatrice abbiamo costantemente usato
come termine di confronto.

L’esame della tabella mostra che gh analoghi dell’acido iodoacetico,
contenenti il cloro e il fluoro al posto dello iodio, mostrano anch’essi una
certa attivita sensibilizzatrice, che & assai meno spiceata di quella dell’acido
lodoacetico e pilt intensa per il prodotto clorurato che per quello fluorurato.
[n mancanza dell’atomo di alogeno, il potere sensibilizzante & del tutto as-

N

sente. L’acido acetico infatti & risultato completamente inattivo,

“dnne Ist. Super, Sanila (1966) 2, 342-348.
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I risultati ottenuti complessivamente con gli alogeno-acetati mostrano
dunque che il potere sensibilizzante ¢ in relazione inversa con I'energia del
legame alogeno-carbonio. Essi sembrano anche confermare le conclusioni
alle quali eravamo pervenuti in base ai risultati delle nostre precedenti
osservazioni, e cioé, che non & dimostrabile, nel caso dei globuli rossi, una
relazione tra potere alchilante e attivita sensibilizzatrice. Infatti Pacido
fluoracetico appare circa 3 volte meno attivo dell’acido cloroacetico come
sensibilizzante, mentre la sua velocitd di reazione come alchilante & da ri-
tenere praticamente nulla (Dickens, 1933).

L’indipendenza della sensibilizzazione dal potere alchilante ha trovato
inoltre una chiara conferma nei risultati ottenuti con metansulfonato di
etile e di sodio. Come si vede dalla Tabella 1, entrambe le sostanze mostrano
potere sensibilizzante, modicamente pit intenso, a parita di concentrazione,
quello dell’estere etilico. Solo quest’ultimo & perd dotato di funzione alchi-
lante, mentre ne & del tutto sprovvisto il metansulfonato di sodio.

Per spiegare il meccanismo della sensibilizzazione alle radiazioni nel
nostro sistema, abbiamo ritenuto accettabile, perché meglio aderente ai
fatti sperimentali, I’ipotesi che le sostanze sensibilizzatrici agiscano per
mezzo dei loro prodotti di radiolisi, probabilmente sotto forma di radicali,
I'attacco dei quali & da ritenere maggiormente lesivo per le strutture della
membrana eritrocitaria che non quello dei prodotti della radiolisi dell’acqua,
ai quali & dovuto l'effetto delle radiazioni in assenza di tali sostanze.

Anche i risultati ottenuti con il cloroformio sono in accordo con I'ipo-
tesi ora formulata. Come risulta sempre dalla Tabella 1, tale sostanza &
risultata la pit attiva tra quelle saggiate, ¢ cid & verosimilmente da mettere
in relazione con la elevata radiolabilita di essa. I ben noto infatti che il clo-
roformio & degradato dalle radiazioni ionizzanti con un rendimento assai
elevato, tanto che ne & stato suggerito 'impiego come dosimetro chimico
per bassi livelli di radiazioni. I prodotti terminali della radiolisi del cloro-
formio in soluzione acquosa aerata sono essenzialmente HC1, H;0, e CO,.
Il rendimento globale della radiolisi in soluzione satura corrisponde ad un
G (—cncy, di circa 37 (TeEPLY, 1960). La formazione dei suddetti prodotti
terminali sembra avvenire attraverso una serie di reazioni intermedie che coin-
volgono probabilmente vari tipi di radicali e che non sono state ancora sicura-
mente dimostrate. Anche 1’acido tricloroacetico si & dimostrato un energico
sensibilizzante, ed & interessante notare, tenendo sempre presente 'ipotesi da
noi formulata, come, in rapporto all’acido cloroacetico, la presenza di tre atomi
di cloro invece che di uno, esalti notevolmente 'attivita sensibilizzatrice.

Ulteriori elementi a conforto del meccanismo d’azione da noi proposto
possono derivare dall’esame dei risultati ottenuti aggiungendo le sostanze
in esame alle sospensioni eritrocitarie subito dopo lirraggiamento di queste
ultime, oppure allontanando la frazione di esse ancora libera dopo 30 mi-
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nuti di contatto con i globuli rossi, mediante centrifugazione e risospensione
delle emazie in sola soluzione salina tamponata, subito prima dell’irraggia-
mento medesimo. Come risulta dalla Fig. 2 e dalla Tab. 2, in entrambi i
casi D'effetto sensibilizzante indotto dall’acido cloroacetico, dall’acido tri-

o
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Fig. 2. — Potere radio-sensibilizzante di metansulfonato di etile (MSE), metansulfonato
di sodio (MSNa), acido tricloroacetico (ATC) e acido cloroacetico (ACA) a seconda
che le sostanze siano aggiunte 30 min. prima dell'irradiazione (), subito dopo (%)
o che siano rimosse dal sistema prima dell'irradiazione (3). (I valori di Hb e K

1

riportati nel grafico hanno lo stesso significato che in Fig. 1. La prima colonna
in ciascuna condizione si riferisce all’effetto dell’irradiazione in assenza della
sostanza). Dati tabulati in Tab. 2.

cloroacetico, dal metansulfonato di etile e dal metansulfonato di sodio scom-
pare completamente.

Il fatto di maggiore interesse che, a nostro avviso, & emerso dalle pre-
senti ricerche, & l'identificazione di una nuova categoria di composti che
agiscono nel sistema da noi studiato come radio-sensibilizzanti, e cioé i
metansulfonati. Si tratta di sostanze strutturalmente diverse dai composti
alogenati, ma il cui comportamento presenta tali analogie con quello di
questi ultimi da far ritenere verosimile 'ipotesi che in entrambi i casi 'effetto
radio-sensibilizzante sia mediato attraverso i prodotti della loro radiolisi.

Ann. Ist. Super. Sanitic (1966) 2, 342-348.
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Tale proprieta risulterebbe quindi non esclusiva dei composti alogenati
ma comune anche all’acido metansolfonico, dato che sono risultati ugual-
mente attivi tanto estere etilico di esso che il suo sale sodico.

TABELLA 2.

Potere radio-sensibilizzante di metansulfonato di etile (MSE), metansulfonato di sodio
(MSNa), acido tricloroacetico (ATC) e acido cloroacetico (ACA) a seconda che i
composti siano aggiunti 30 min’ prima dell'irradiazione, subito dopo o siano ri-
mossi dal sistema prima dell'irradiazione.

| AGGIUNTA ALLA SOSPENSIONE ERITROCITARIA i
COMPOSTO | PARAMETRO 30 minuti prima L subito dopo rimosso prima
| dell'ireadiazione | irradiazione dell’irradiazione
AGGIUNTO r MISURATO * . ‘ ;
zi iunt . griun
| controllo g’oglil;;l(ﬂatau controllo ﬂl‘%g& controlle (:iompoatz
MSE ‘ HE & & 4% 2,9 22,9 | 2.5 2,6 3,4 3,8
| K ) 47,8 J 36,9 38,2 13,1 14,7
r 1
| MSN Hb i « % 3,3 31,9 2,6 3,4 1,5 | 1,9
! Bovwesl Kows..| 26,1 | 52,4 | 33,5 ( 35,2 | 13,3 | 13,4
| . -
| w P ED e v s 2.3 21.7 2.7 3,4 2,9 3,6
| ATG: &5 a5 s
| Ko o ao 18,2 47,0 33,4 33,9 16,9 18,8
| l
|
BE o v o« 4,6 38,5 5,9 5,3 5,3 5,0
ACA K.....| 19,61 51,0 33,7 | 33,7 | 16,5 | 17,1
|

* I valori di Hb e K indicano rispettivamente le percentuali del contenuto totale di emo-
globina e di potassio, presenti negli eritrociti della sospensione in esame, che si ritrovano
nel mezzo di sospensione,

Gli AA. ringraziano vivamente il Sig. L. Bernardini per la preziosa collaborazione
tecnica. I stata anche apprezzata 'assistenza del Sig. V. Puccio.

6 aprile 1966.
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