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Estructura de la tesis

Esta tesis consta de una introduccion general, dos capitulos y una conclusion
general. La Introduccidon general contiene los antecedentes que llevan al por qué de
este trabajo, incluyendo informacién general sobre el uso de bioplaguicidas en el
mundo y en particular en nuestro pais. El Capitulo I comienza introduciendo la familia
de las melidceas y sus propiedades como potencial fuente de bioplaguicidas, para
luego centrarse en los estudios fitoquimicos y de actividad antiinsecto realizados en
este trabajo sobre el arbol del Paraiso. El Capitulo II comienza también introduciendo,
en este caso, a la familia de las sapindaceas, focalizandose luego en tres géneros y por
ultimo en dos especies vegetales que fueron las escogidas para los estudios dentro de
esa familia vegetal: Allophylus edulis y Dodonaea viscosa. Cada uno de los dos capitulos
se encuentra dividido en Introduccion, Materiales y Métodos, Resultados, Discusion, y
Conclusiones. Plasmandose al final de la tesis las Conclusiones generales de todo el

trabajo descrito, donde se incluyen perspectivas de trabajo futuro.
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Resumen

El constante crecimiento de la poblacion mundial que trae de la mano el
concomitante aumento de la demanda de productos agricolas, ha ocasionado que el
uso de insecticidas convencionales se haya incrementado en los tltimos afios. Este tipo
de productos, debido a tener mecanismos de accién que involucran blancos comunes a
todos los animales, pueden tener toxicidad generalizada, provocando efectos adversos
en toda la biota incluyendo consecuencias en los seres humanos. Asimismo, el mal uso
que se le da a los mismos ha traido como resultado el desarrollo de mecanismos de
resistencia en organismos diana. Por todo esto, a pesar de que el uso de plaguicidas de
sintesis es efectivo a corto plazo, no es sostenible a largo plazo. Debido a ello, existe
actualmente una tendencia, ain en la produccidon convencional, a utilizar alternativas
al uso de tales plaguicidas. Es asi que surge como una de las opciones posibles el
desarrollo de bioplaguicidas, y es en ese marco que se desarrolla este trabajo.

Existen varias familias vegetales con reportada actividad antiinsecto que a su
vez se encuentran distribuidas en nuestro pais. Entre ellas pueden nombrarse las
Asteraceas, Lamidceas, Meliaceas, Mirtaceas, Sapindaceas. Este estudio fue focalizado
en el arbol del Paraiso (Meliaceae) y en dos especies pertenecientes a la familia de las
Sapindaceas: Allophylus edulis y Dodonaea viscosa.

El Paraiso (Melia azedarach) es una especie vegetal que ha probado poseer
actividad antiinsecto en especimenes colectados en diversas regiones geograficas. Es
una potencial fuente de bioplaguicidas debido especialmente a su capacidad de
produccion de triterpenos del tipo limonoides. En nuestro pais, es un drbol abundante
y facilmente disponible, y el uso de sus extractos como bioplaguicidas esta siendo cada
vez mas difundido. Es con el objetivo de la descripciéon de la composicion de esos
extractos, que en este trabajo se realiz6 el estudio fitoquimico y de actividad antiinsecto
de extractos de frutos de esta especie vegetal colectados localmente, aislandose cinco
compuestos del tipo limonoides. Dos de ellos, 21 o-metilmelianodiol y 21 B-
etilmelianodiol, fueron aislados por primera vez de esta especie vegetal, resultando el

primero ser activo contra Myzus persicae. Los otros tres, fueron C-seco limonoides que
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ya habian sido reportados previamente en esta especie vegetal en la region, y que
mostraron ser activos contra Epilachna paenulata y Spodoptera littoralis.

A. edulis y D. viscosa son dos arbustos nativos también de muy facil acceso y
cuyos extractos sin purificar demostraron poseer gran potencial para el control de
insectos. Siendo A. edulis una especie vegetal sobre la que practicamente no existian
reportes bibliograficos y D. viscosa sin embargo, una especie de la cual si existian
reportes de compuestos aislados bioactivos, fueron estudiados extractos etandlicos de
las mismas y realizados los fraccionamientos bioguiados que llevaron al aislamiento de
compuestos que, aunque en algunos casos son ubicuos de las plantas en general,
presentaron siempre patrones interesantes de actividad antiinsecto selectiva para
ciertos herbivoros. Fueron aislados de A. edulis, un sesquiterpeno activo contra M.
persicae, Rhopalosiphum padi y E. paenulata; dos triterpenos activos contra M. persicae y E.
paenulata; asi como mezclas de acidos grasos activas contra los dos afidos. En el caso de
D. viscosa, fueron aislados tres triterpenos también activos contra M. persicae y en algin
caso contra R. padi y E. paenulata; asi como un diterpeno del tipo labdano que mostrd
actividad contra E. paenulata.

En sintesis, fueron estudiadas fitoquimicamente tres especies vegetales
ampliamente distribuidas en nuestro territorio, aisldndose compuestos descritos
previamente en su quimica, aunque, en muchos casos, no en su actividad contra las

plagas de insectos utilizadas como modelo.
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Los bioplaguicidas: generalidades

El constante crecimiento de la poblacién mundial y la concomitante necesidad
de aumentar la produccién primaria, han provocado el incremento del uso de
plaguicidas para defender los cultivos ante el ataque de plagas. Estos productos
tuvieron un fuerte desarrollo luego de la segunda guerra mundial, ligado al
perfeccionamiento que ocurria a la industria quimica en ese entonces!'l.

Un plaguicida es una sustancia o mezcla de sustancias utilizada para prevenir,
destruir, repeler o atenuar una plaga. Este término refiere tanto a insecticidas,
herbicidas y fungicidas. Las plagas son organismos que se encuentran en lugares no
deseados o que causan dafo a cultivos, alimentos y bienes almacenados, humanos u
otros animales. Ejemplos de plagas pueden ser: insectos, malezas, hongos,
microorganismosf?. Algunos ejemplos de plaguicidas comunmente utilizados se listan
a continuacion:

Organofosforados: acttian sobre el sistema nervioso afectando la enzima reguladora
del neurotransmisor acetilcolina de manera irreversible. En su mayoria son
insecticidas. Fueron desarrollados a inicios del siglo XIX con fines medicinales, pero su
efecto en insectos (analogo al efecto sobre los seres humanos) fue descubierto en 19328
En general son muy toxicos, sin embargo, usualmente no son persistentes en el medio
ambientel?!.

Carbamatos: tienen el mismo mecanismo de accion que los anteriores pero afectan a la
enzima de manera reversible debido a que su unién con la enzima es méas débil“l.

Organoclorados: son insecticidas que fueron comtinmente utilizados en el pasado
pero actualmente han sido removidos del mercado debido a los efectos en la salud y la
persistencia en el medio ambiente (ejemplos son DDT y clordano).

Piretroides: son plaguicidas que han sido sintetizados a partir de las piretrinas de
origen natural (presentes en los crisantemos), siendo mas estables en el medio. Algunos
piretroides sintéticos son también toxicos para el sistema nervioso de vertebrados® e
invertebrados!?°l.

Es asi que este tipo de productos, debido a tener mecanismos de acciéon que
involucran blancos comunes a todos los animales, muchas veces son muy toxicos,

provocando efectos adversos en toda la biota incluyendo consecuencias en los seres
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humanos. Asimismo, el mal uso que se le da a los mismos (aplicaciones desmedidas,
altas frecuencias de uso de un mismo principio activo, por ejemplo) ha traido como
resultado el desarrollo de mecanismos de resistencia en organismos diana. Por todo
esto, a pesar de que el uso de plaguicidas de sintesis es efectivo a corto plazo, no es
sostenible a largo plazo. Debido a ello, existe actualmente una tendencia, aun en la
produccion convencional, a utilizar alternativas al uso de tales plaguicidas. También
paulatinamente se ha intensificado el uso de practicas alternativas de produccidn, tales
como la llamada “produccion organica” en la que se tiende a adoptar medidas de
control amigables con el medio ambiente, excluyendo el uso de plaguicidas de sintesis.
Es asi que surge como opcion el desarrollo de bioplaguicidas, que ha tenido un
crecimiento espectacular en las ultimas décadas, paralelo al experimentado por las
técnicas de aislamiento, andlisis y elucidacién estructural espectroscopica. Los
bioplaguicidas son, segin definicién de EPA, aquellos tipos de plaguicidas que derivan
de materiales naturales (animales, plantas, bacterias y algunos minerales)®? °. Los
distintos modos de actuar de estos productos, en distintas dianas, suponen nuevas
herramientas que se incorporan a lo que se denomina mundialmente como Manejo
Integrado de Plagas -MIP-. Un tipo de bioplaguicida, objeto de estudio para este
trabajo, son los insecticidas provenientes de plantasf?l.

Se sabe que en la antigiiedad, chinos, griegos y romanos usaban plantas y
extractos como plaguicidas!” ®; en el siglo XVIII el agrénomo francés Parmentier notaba
la mayor efectividad de los extractos frente al material vegetal crudo para el control de
insectos!’); en el siglo XIX algunos compuestos de origen vegetal fueron identificados y
frecuentemente usados como repelentes o téxicos. Ejemplos de esto son alcaloides
extraidos de la plantas de tabaco [diferentes especies del género Nicotiana,
(Solanaceae)]; nicotina (1) y anabasina (2) extraidos de Anabasis aphylla (Amarantécea,
en Rusia y el norte de Africa); nornicotina (3) aislada de Duboisia hopwoodi (Solanacea,
en Australia); veratrina (4) extraida de una Liliacea de las Balcanes Veratrum album;

rianodina (5) extraida de especies de Ryania en la Amazoniall.
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Figura 1. Productos naturales de origen vegetal utilizados como bioplaguicidas

Hoy en dia, los productos naturales de origen vegetal que se utilizan como
bioplaguicidas incluyen: las piretrinas (6) (ésteres del acido crisantémico y ésteres del
acido pirétrico) aisladas originalmente del extracto de la oleorresina de las flores secas
de Tenacetum cinerariaefolium (Asteraceae); la azadiractina (7), triterpenoide aislado de
Azadirachta indica (Meliaceae); la rotenona (8), flavonoide aislado de raices o rizomas de
especies de legumbres tropicales de los géneros Derris, Lonchocarpus y Tephrosia; y los
alcaloides antes mencionados nicotina (1) y anabasina (2). A su vez, existen casos en los
que se utilizan extractos de plantas como agentes biocontroladores. Tal es el caso del

uso de extractos de Cannabis sativa (Cannabaceae) en forma combinada con insecticidas
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sintéticos, que se realiza en Camertn para el control de insectos plaga de cultivos de
cacaol'’l,
Se puede resaltar tres ventajas principales en cuanto al uso de este tipo de
productos:
o Muchas veces los compuestos activos que se extraen de las plantas han sido
seleccionados evolutivamente en las mismas como defensa contra ciertas especies de
herbivoros, no siendo detrimentales para todos los organismos. El modo de accién de
estos compuestos es selectivo. Por ejemplo, existen muchos compuestos cuyos blanco
son enzimas que se encuentran solamente en especies de artropodos, como son los
inhibidores de sintesis de quitina e inhibidores de crecimiento. Esta selectividad
puede derivarse de la propia bioactividad intrinseca al compuesto, asi como de su
localizacién en la planta. Por otro lado, diferentes compuestos no tienen el mismo
efecto en distintos estadios en el ciclo de vida de un mismo insecto, lo cual denota una
especificidad en su accion.
o Ademas, por ser estos compuestos metabolitos secundarios de las plantas, los
mismos pertenecen a las familias de los polifenoles, terpenos, alcaloides, entre otros;
todos ellos facilmente biodegradables por accion enzimatica de distintos
microorganismos. Es asi entonces, que al degradarse mas rapidamente en el ambiente,
el tiempo de contacto entre el herbivoro y el compuesto es menor, por lo que la
generacion de resistencia también se ve retrasada.
o Y por ultimo, otro factor que ayuda a retrasar una posible generacion de
resistencia es la diversidad estructural encontrada dentro de los metabolitos
secundarios, siempre y cuando se limite el niumero de aplicaciones y se diversifiquen

las formulaciones utilizadas.

Algunos de los efectos ocasionados por estos compuestos en los insectos
herbivoros son:
- Efectos antialimentarios: como deterrencia de ingesta que es la actividad
definida como el rechazo al alimento luego de un primer contacto; reduccion del
crecimiento que es la actividad definida como la disminucion en ganancia de peso en

un periodo dado.
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- Efectos repelentes: rechazo al alimento sin haber tenido contacto previo,
mediado por compuestos volatiles; deterrencia a la oviposicion definida como el
rechazo a oviponer en las superficies donde estos compuestos estén presentes.

- Efectos toxicos: ya sea cualquier actividad “-cida” (insecticida, adulticida,
pupicida, larvicida, ovicida) o disminucion de la sobrevivencia (aumento de la

mortalidad)l.

Los bioplaguicidas en nuestro pais

Uruguay, entre las décadas del 60-70 logra tener las capacidades necesarias
para hacer aislamientos y elucidaciones estructurales. A partir de ese momento, los
estudios de fitoquimica se centraron en el estudio de ceras epicuticulares, y aceites
esenciales mayormente, con el objetivo de realizar la descripcion de los metabolitos
secundarios presentes en la flora accesible para los cientificos locales. Luego de esos
estudios iniciales, empezaron a surgir grupos que intentaban describir productos
naturales a partir de estudios fitoquimicos, pero ya no con el mero objetivo de la
descripcion estructural sino también buscando alguna clase de actividad bioldgica.
Surgieron asi las capacidades de describir productos naturales de origen vegetal con
actividad antimicrobiana, con determinadas actividades neuroldgicas, con actividad
antiparasitica, con potencial actividad antitumoral, etc.l'?l. Este tipo de desarrollo no
fue ajeno a la tendencia mundial, ya que hasta hoy los productos naturales siguen
siendo una continua fuente de principios activos para la industria farmacéutica y agro-
alimentarial®!.

En nuestro pais se dedica 1.213.700 hectareas (ha) de superficie al desarrollo de
cultivos agricolas (incluyendo frutales)!. De estas, solamente unas 50.000 ha son
cultivadas en sistemas de agricultura organica. En 2009 el 57 % de las exportaciones
realizadas correspondian a productos del sector primario y un 8 % del producto bruto
interno correspondia a actividades primarias'®. A su vez, la resistencia a los
insecticidas convencionales adquirida por parte de los insectos plaga de los principales
cultivos, ha sido aqui cada vez mayor!'¢ 7,

En los sistemas de produccién organica se excluye el uso de fertilizantes

quimicos, plaguicidas, transgénicos y aditivos sintéticos, apuntando a mantener la
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conservacion del suelo y el agua. Se basan en la rotacién de cultivos, uso de estiércol
animal, abonos verdes y minerales naturales, y enemigos naturales de plagas. Se
posibilita asi el desarrollo de productos que mantienen sus caracteristicas originales y
sus nutrientes, asegurando la calidad. La produccion organica esta asociada con un
cuidado del medio ambiente y con la salud humana y es desde estos aspectos que el
consumo valora a estos productos. En Uruguay, solamente el 4 % de la superficie total
dedicada a cultivos agricolas se basa en sistemas de produccién organical', porcentaje
aun pequefio pero en aumento y que es ademds comparable con los porcentajes
manejados en los paises de la Unién Europeal®. Hoy en dia ya existe una nueva
situacion que se origina a partir del decreto 557/008 del 17 de noviembre de 2008, que
crea el Sistema Nacional de Certificacion de la Produccion Orgénica. EI mismo
establece reglas para la produccion, elaboracion, certificacion y comercializacion de
productos organicos!™. Es asi que se prevé que este tipo de sistema de produccion ira
creciendo en cuanto a su uso, asi como lo hard la demanda de los productos que

origina.

Dicho todo lo anterior, sumado al potencial de nuestra flora en lo que respecta a
actividad antiinsectol', llevar a cabo nuevos estudios para ampliar el espectro de
potenciales productos de aquellas caracteristicas, se ha tornado de gran interés. Es asi
que una de las lineas de investigacion que se desarrolla en el laboratorio donde se lleva
a cabo este estudio, es la prospeccion de especies vegetales de distribucion local, con
actividad antiinsecto. El criterio de seleccion de especies involucrd varios factores: por
un lado eran especies que no habian sido extensamente estudiadas en cuanto a su
actividad antiinsecto; especies que estuvieran facilmente disponibles en la region; que
no mostraran dafio por herbivoros. Se estudiaron aquellas pertenecientes a las familias
Bignoniaceae, Sapindaceae, Lamiaceae, Solanaceae y Phytolaccaceae. Los extractos
etanolicos de las mismas fueron testeados contra cuatro especies de insectos modelo
diferentes que abarcaban diferentes modos de ingesta (masticadores y suctores),
diferentes tipos de especializacidn (especialistas y generalistas) y diferentes funciones
ecologicas (insectos plaga, insectos benéficos). Se encontré que los especimenes

vegetales mds activos en este cribado, fueron los pertenecientes a las familias
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Bignoniaceae y Sapindaceael® siendo la tltima objeto de estudio de este trabajo.
Asimismo, a consecuencia de estudios realizados en el marco de un proyecto PDT
(“Desarrollo y estandarizacion de bioplaguicidas a partir de la optimizacién de
extractos de plantas, tomando como modelo Melia azedarach L.”), se incluy6 en aquel
conjunto al arbol del Paraiso (Melia azedarach), Melidcea estudiada en diversas regiones,
de la cual se han aislado y elucidado multiples compuestos responsables de
actividades diferentes contra variadas especies de insectos/?l.

En cuanto a los insectos modelo utilizados para evaluar la actividad de las
plantas estudiadas, sus extractos y compuestos aislados, cabe destacar que tres de ellos
representan plagas de importancia econdémica en nuestro pais. Myzus persicae
(Homoptera: Aphididae, pulgon generalista) es el principal transmisor del virus Y
potyvirus de la papa, causante de la enfermedad llamada comtiinmente en este cultivo
“mosaico severo”?!; también este pulgon afecta pero en menor medida a cultivos de
tomatel®. Rhopalosiphum padi (Homoptera: Aphididae) es un pulgdén especialista
frecuente en gramineas cultivadas, que aunque suele comportarse como plaga menor,
durante los periodos de sequia los cultivos se encuentran mas propensos a sufrir las
consecuencias de los ataques. Y por ultimo, Epilachna  paenulata (Coledptera:
Coccinelidae, insecto masticador especialista) es una especie comun sobre
cucurbitaceas que presenta un problema para los cultivos organicos de zapallo. Este
insecto se generaliza a todo el cultivo provocando dafios de entidad®!.

Spodoptera littoralis (Lepiddptera: Noctuidae, masticador generalista) es el
cuarto modelo de insecto que completa el grupo (un generalista y un especialista de
aparato bucal masticador; y un generalista y un especialista de aparato bucal pico
suctor). A pesar de que este lepiddptero no se encuentra naturalizado en nuestro pais,
si encontramos varias especies de este género muy relacionadas (por ejemplo S.

frugiperda, S. latifascia) que son plagas de cultivos nacionales!®!.

Objetivos generales

Este trabajo de tesis ha sido focalizado en el estudio de especies vegetales
locales en cuanto a su actividad contra insectos. La estrategia general de trabajo

implico6 el fraccionamiento bioguiado de los extractos vegetales, es decir
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fraccionamiento quimico de extractos acompaniado de la evaluacion de actividad

antiinsecto de las fracciones obtenidas. Apuntando asi a la obtencion de las fracciones

mas activas, asi como a la purificacién y elucidacion de los compuestos responsables de

las actividades encontradas. Para ello las actividades generales realizadas fueron:

Obtencion de extractos organicos de diferentes estados fenoldgicos de las especies
vegetales a estudiar (hojas, ramas y/o frutos).

Realizacién de bioensayos con un grupo de artropodos que cubre las variables ya
mencionadas: M. persicae, R. padi, E. paenulata y S. littoralis, testeando actividad
deterrente contra los mismos.

Fraccionamiento de extractos activos y testeo de las fracciones obtenidas
intentando aislar los compuestos responsables de la actividad.

Caracterizacién quimica por medio de técnicas clasicas de trabajo en productos
naturales (resonancia magnética nuclear, espectrometria de masas) de los
metabolitos secundarios aislados o de las mezclas responsables de las actividades
encontradas.

Obteniendo de esta manera una tipificacion general de los extractos estudiados,

facilitando asi el camino hacia la utilizacion de formulaciones generadas a partir de

extractos vegetales activos o sus fracciones.
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Capitulo I. Melia azedarach (Meliaceae) — Introduccion

1.1 Introduccion

Las Meliaceas

La familia de las Melidceas, familia de angiospermas que abarca 50 géneros y mas de
1400 especies, esta distribuida en las regiones tropicales y subtropicales del mundo. Esta familia
ha recibido particular atencién recientemente por parte de entomologos, debido a sus excelentes
propiedades como agentes de control de insectos. Estos efectos son atribuidos en gran parte a la
presencia de compuestos triterpenoides denominados limonoides?. Tales compuestos han
demostrado poseer actividad deterrentel>?’], potencial toxicidad interfiriendo con las funciones
basicas bioquimicas y fisioldgicas de insectos herbivoros/®!, asi como variadas actividades
farmacoldgicas sobre humanos (como antibacterianos, antifungicos, antimalaria,
anticancerigenos, antivirales)®.

El término “limonoide” se origind por haber sido estos compuestos aislados inicialmente
de los citricos en busqueda de los responsables de su amargura, siendo la limonina (9) del
limén, caracterizada en 1960, uno de los primeros aisladosP® 1. Los limonoides son
caracteristicos y abundantes en las familias Rutaceae y Meliaceae, menos frecuentes en
Cneoraceae y existen también en Harrisonia spp. (Simaroubaceae). Se encuentran tanto en sus
formas libres (agliconas), las cuales son insolubles en agua y amargas, asi como glicosiladas,

siendo de esta manera solubles en agua e insipidas/®.

9

Se cree que los precursores ultimos de estos compuestos son el tirucalano (20 S) (10) y el
eufano (20 R) (11) quienes son resultado de la ciclacion del escualeno y difieren solamente en la

estereoquimica del carbono 20. Luego de la pérdida de cuatro carbonos de la cadena lateral en
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C-17, la formacion del furano B sustituido, y oxidaciones y rearreglos variados en uno o mas de
los cuatro anillos (A, B, C y/o D), estos precursores dan origen a los diferentes grupos de
limonoides que se encuentran en la naturaleza® 1. Se puede decir que todos ellos tienen como
estructura tipo o derivan de un esqueleto 4,4,8-trimetil-17-furanilesteroide. Son triterpenos, del
tipo tetranortriterpenoides, representando, probablemente, los casos mas extremos de oxidacion
de triterpenos en la naturaleza®! (Figura 2). Los limonoides que presentan su esqueleto sin
modificar suelen denominarse “limonoides intactos” o “protolimonoides”® (Figura 2b). Un
ejemplo bien reconocible de limonoide intacto es la azadiradiona (12). Los “limonoides
degradados” son moléculas mas simples, en general caracterizadas por ser biciclos fusionados
con unay- o o&-lactonal®? (Figura 2c). Los miembros de este grupo derivan de
tetranortriterpenoides y frecuentemente poseen la estructura comun a otros terpenoides
naturales. Los “seco-limonoides” son triterpenos modificados que han sufrido fisién oxidativa
de uno o mas de sus anillos (Figura 2d). Los miembros restantes de esta familia de productos
naturales se categorizan como “limonoides de altas modificaciones oxidativas” (Figura 2e). No
hay una manera general ni sistematica de definirlos estructuralmente, salvo decir que todos son
derivados de un precursor furanilesteroide y han sufrido un alto grado de ruptura en sus

anillos y/o rearreglos C-C.

Sus estructuras tridimensionales y las conexiones de los esqueletos son tan diversas,
que a menudo es dificil comprender la relacion biogenética con sus precursores. El clasico
ejemplo de este tipo de limonoides es la azadiractina (13), limonoide del arbol del Neem de la
India (Azadirachta indica), que junto con la toosendanina (14) aislada del arbol del Paraiso de
China®l, ambos derivados triterpenoides comercializados para el control de plagas®, son los
responsables mayores de la popularidad de la familia de las Melidceas.

Hasta tiempos recientes, las Meliaceas neotropicales (América del Sur, Centroamérica y
Sur de América del Norte), que forman un grupo diverso compuesto por unos catorce
géneros!®], han recibido menos atencion que las especies asiaticasl®!, a pesar de que es de comun
conocimiento el uso para el control de insectos de varias de ellas. El estudio primario de
extractos de corteza, frutos y hojas de especies de los géneros neotropicales Swietenia, Cedrela,
Trichilia, Guarea y Aglaia contra lepiddpteros, mostrd su potencial insecticida y de reduccién de

crecimientol®7 381,
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"OH
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Figura 2. a) Precursores de los limonoides. b) Numeracion de un limonoide intacto. c) Ejemplo de
limonoide degradado. d) Ejemplo de seco limonoide. e) Ejemplo de limonoide de altas modificaciones

oxidativas.
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Figura 3. Azadiractina (13) y toosendanina (14): triterpenoides comercializados para el control de

plagas.

De los frutos de Swietenia humulis fueron aislados diversos limonoides denominados
humilinolidos®! (15-18) con actividad reductora de crecimiento sobre Ostrinia nubilalis
(Lepidoptera: Pyralidae). De especies de este género fueron aislados otros compuestos
deterrentes, 19 - 20 de S. macrophylla y 21 de S. aubrevilleana para Spodoptera frugiperda
(Lepidoptera : Noctuidae) (Figura 4).

Especies del género Cedrela han sido reportadas como poseedoras de significativas
cantidades de limonoides en sus maderas*!l. Extractos de madera del cedro tropical C. odorata,
mostraron ser reductores de crecimiento de larvas de O. nubilalis*?l. En estudios sobre extractos
de C. salvadorensis y C. dugessi se ha revelado la presencia de compuestos que mostraron ser
activos contra S. frugiperdal®!.

Guarea, a pesar de ser un género con menos compuestos activos, incluye la especie G.
grandifolia productora de diversos limonoides que mostraron ser activos contra larvas de O.

nubilalisi*4,
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Figura 4. Compuestos aislados de especies del género Swietenia.

El género Trichilian posee otros tipos de metabolitos secundarios activos ademas de
limonoides*> “¢l. Fue reportada la actividad larvicida de los extractos de hojas y tallos de T.
pallida 'y T. catiguae contra Plutella xylostella (Lepidoptera: Yponomeutidae). Asimismo, los
extractos organicos de la primera mostraron actividad larvicida contra S. frugiperda'*!. Contra
este lepidoptero también fue reportada la actividad insecticida del extracto metandlico de frutos
de T. clausseniil®®l. Los extractos acuosos de ramas y hojas de T. pallida, T. pallens, T. catigua, T.
casaretti, T. elegans y T. clausseni afectaron la sobrevivencia de las larvas o el desarrollo general
de estos insectos!*’l. Y extractos de frutos de T. elegans y T. catigua revelaron también tener
propiedades insecticidas contra las larvas de este lepidopterol®. Ademas, extractos metanolicos
de ramas de T. americana mostraron actividad contra otra especie de este género [deterrencia de

ingesta y toxicidad contra Spodoptera litura (Lepidoptera: Noctuidae)]" 52l y una mezcla de
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limonoides aislados de T. havanensis resultaron ser deterrentes de ingesta de Spodoptera exigua
(Lepidoptera: Noctuidae)®l. También fue reportada la deterrencia a la oviposicion de adultos
de Bemisia tabaci (Homoptera: Aleyrodidae) y el aumento del tiempo de duraciéon del
desarrollo asi como disminucion de la sobrevivencia de larvas de Tuta absoluta (Lepidoptera:
Gelechiidae)?®! en hojas de plantas de tomate a las que se aplico extractos de T. pallida.
Miembros del género Aglaia han recibido considerable atencion recientemente, mas alla
de los limonoides, debido a la presencia de derivados del benzofurano rocaglamida (22) que
aparecen exclusivamente en dicho género®-2. El compuesto padre rocaglamida y muchos de
sus congéneres tienen actividad comparable a la azadiractina, como insecticidas naturales y
ademas son reductores del crecimiento y desarrollo de lepiddpteros a concentraciones de tan
solo 0,1 ppml#> % 60,631 (Jos lepidopteros han mostrado sensibilidad a azadiractina a dosis de 1-50
ppm dependiendo de la especiel®). Se ha reportado actividad de especies de este género, tanto
en extractos brutos como en compuestos puros, contra especies de lepiddpteros tales como O.

nubilalis, Helicoverpa armigera (Lepidoptera: Noctuidae) y S. liturat# ¢,

OMe

MeO.
NMe;,

OMe

22

Hasta aqui se ha descrito Meliaceas neotropicales, sin embargo es en Asia, Africa y
Europa donde se han estudiado desde mds antiguamente, géneros de esta familia. Trabajos
sobre la capacidad insecticida de las Melidceas asidticas llevaron también al aislamiento de
rocaglamida (22). Nathan et al 2007/l estudiaron varias especies del género Dysoxylum,
compuesto por grandes arboles con hojas ricas en limonoides, reportando la actividad
larvicida, pupicida, adulticida y de deterrencia de oviposicion de especies del género, sobre el

mosquito Anopheles stephensi (Diptera: Culicidae), vector de malaria. El género africano Khaya,
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relacionado con el Swietenia sudamericano, ha sido reportado junto con el anterior ser la mayor
fuente de limonoides de anillo B y D abiertos (23) — (27) (Figura 5); quienes son responsables,

por ejemplo, de actividad deterrente de alimentacion de estadios larvales de S. littoralis!’].

23 24:R=0H 25:R=H 26 R=Ac 27:R=H

Figura 5. Compuestos aislados de especies del género Khaya.

Azadirachta indica, tan conocida actualmente como arbol del Neem, fue denominada
inicialmente Melia azadirachta. Dicha especie es considerada una de las plantas con mayor
actividad insecticida ya estudiadasi®*7’. En el estudio de Akhtar et al (2008)"! esta especie
mostrd ser mas toxica que insecticidas botdnicos de uso comercial [e].: extractos de Ryania que
contienen rianodina (5); rotenona (8)] contra Trichoplusia ni (Lepiddptera: Noctuidae) y también
con mayor actividad deterrente de alimentacion contra Pseudaletia unipuncta (Lepidoptera:
Noctuidae). También fue revelada la deterrencia a la oviposicion, la deterrencia de ingesta de
larvas y la toxicidad para huevos de S.exigua por parte de los extractos de esta especiel”, asi
como la mortalidad de larvas de B. tabaci a causa de la ingesta de los mismos cuando son
aplicados por via sistémica a plantas hospederas®®l. De A. indica ha sido aislado y comprobada
su actividad, el limonoide que lleva el nombre en honor a su fuente, azadiractina (13), producto
natural cuyos efectos sobre la fisiologia y comportamiento de insectos han sido detalladamente
estudiados!”!. De este producto natural ha sido comprobada su eficacia frente a al menos 200
especies de insectos diferentes®. Nathan et al (2006)"4 investigaron los efectos de los
limonoides de esta especie contra Cnaphalocrocis medinalis (Lepidoptera: Crambidae),
confirmando que la azadiractina fue el mas potente en todos los experimentos y mostré 100 %

de mortalidad larval cuando era ingerido a una concentraciéon de 1 ppm. Koul et all5
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comprobaron que la azadiractina no es sinergizada o influenciada por otros limonoides en
bioensayos de reduccion del crecimiento de H. armigera y S. litura, sin embargo existen otros
compuestos de este grupo que si presentan sinergismo, lo cual puede deberse a sus diferentes
modos de accién”l. De hecho, la azadiractina tiene la particularidad de ser un compuesto que
produce efectos muy diversos en las diferentes especies de insectos a las que afecta, lo cual es
consecuencia de actuar con distintos modos de accion en sus dianas. Los efectos que genera van
desde deterrencia de ingesta, reduccién del crecimiento, hasta esterilidad, disrupcién de
procesos celulares, actividad insecticidal®. El éxito que ha tenido hasta ahora este producto
natural (como agente de control de plagas) es debido a sus propiedades insecticidas, originadas

a dosis mucho menores que los efectos deterrentes!”l.

Los géneros de Melidceas mencionados arriba, estudiados por sus propiedades
antiinsecto, han demostrado poseer especies con derivados que afectan la fisiologia de los
individuos (toxicos, reguladores de crecimiento) asi como derivados que son solamente
deterrentes contra diversas especies plaga, principalmente del orden Lepidoptera. Las especies
acerca de las cuales existe mayor cantidad de reportes en lo que respecta a actividad antiinsecto
en general, son Azadirachta indica y Melia azedarach (el arbol del Paraiso). Mientras que en la
primera es el limonoide azadiractina el reportado como principal responsable de la actividad

antiinsecto, en la segunda, existen varios compuestos responsables de tal actividad”sl.

El arbol del Paraiso

El arbol del Paraiso Melia azedarach L. (Figura 6), es nativo de Persia, India y China pero
exotico en gran ntimero de regiones, incluyendo Africa, Australia y las Américas. En varias de
estas regiones ha sido usado con fines medicinales para el tratamiento de enfermedades
humanas (algunos ejemplos son: como antihelmintico, tonico, antipirético, para tratamiento de
lepra, eczema y la recuperacion de ataques de asma). Existen reportes de toxicidad de esta
especie en humanos y animales, pero hay discrepancias en lo que respecta a la naturaleza de los
principios activos. Sin embargo, ha sido anteriormente evidenciado que los compuestos

responsables de tal toxicidad son del tipo limonoide!™!.
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Figura 6. Imagenes del arbol del Paraiso

Asimismo, se ha estudiado ampliamente su actividad antiinsecto, aislandose y
elucidandose multiples compuestos responsables de actividades diferentes contra variadas
especies de insectos. Estos compuestos, que incluyen triquilina (28), salanina (29), fraccinelona
(30), oquinolido (31), meliacarpina (32), meliartenina (33), azedaralida (34), azedaracol (35),
azedaraquina (36), nimbolinina (37), nimbolidina (38), toosendanina (14) y derivados de ellos,
han mostrado potencial deterrente contra diversas especies del género Spodoptera (Lepidoptera:
Noctuidae) asi como Epilachna (Coleoptera: Coccinellidae)®?’l. Fue reportada la actividad como
reductor de crecimiento para S. litura de una meliatoxina (39) aislada de frutos!®! y la actividad
como regulador de crecimiento de E. varivestis de un derivado hidroxilado de meliacarpina
(32)81 82 Compuestos del tipo de este ultimo fueron reportados como poseedores de actividad
insecticida contra S. littoralis, S. frugiperda, Heliothis virescens (Lepidoptera: Noctuidae)® 841, Por
otra parte fueron aislados de esta especie y comprobada su actividad antifungica compuestos
no limonoides: el 4-hydroxy-3-methoxycinnamaldehido (40) y el pinoresinol (41).

Ademas de compuestos aislados, la actividad de extractos de hojas, ramas y frutos de M.
azedarach, fue testeada contra insectos de diversos drdenes. Por ejemplo, en ensayos evaluando
actividad contra el homodptero B. tabaci, se observd deterrencia de oviposicion y repelencia de
adultos en plantas de tomate a las que se les aplicaba previamente una mezcla de extractos de
hojas y ramasl®. También fue reportada la actividad larvicida, reguladora del crecimiento y
deterrente de oviposicion de extractos de hojas contra A. aegypti (Diptera: Culicidae)®l. Fue

estudiada la actividad de extractos de frutos contra el vector de la enfermedad de Chagas, la
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vinchuca, Triatoma infestans (Hemiptera: Reduviidae), encontrandose repelencia contra las
ninfas de primer y cuarto estadiol®”l. Los extractos acuosos de frutos y hojas fueron testeados
contra ninfas de Locusta migratoria migratorioides (Orthoptera: Acrididae) obteniéndose en ambos
casos actividad insecticida de los mismos sobre ellas®l. Fueron también testeados extractos
hexanicos, cloroférmicos y etanolicos de frutos contra larvas de Boophilus microplus (Acari:
Ixodidae)#.

En Uruguay, la expansion natural de la agricultura y el concomitante aumento del uso
de agrotdxicos, trae aparejado un incremento en las consecuencias negativas que estos
originan®.. Es por ello que los procedimientos alternativos al uso de plaguicidas convencionales
han ido cobrando cada vez mayor importancia. El arbol del Paraiso, especie abundante y
facilmente disponible en nuestro pais, es un ejemplo de bioplaguicida cuyo uso esta siendo
cada vez mas difundido. Sin embargo, hasta el momento, no existian estudios de la composicién
quimica de los extractos aplicados. Tales estudios abren el camino hacia la posibilidad de
realizar una formulacién comercial, y acompanados de la evaluacion de la actividad contra
insectos modelo, permiten optimizar los procesos de extraccion apuntando a la concentracion

de los extractos en los compuestos mas activos.

Este trabajo tuvo entonces como objetivo, determinar la actividad antiinsecto de
extractos organicos de frutos de Melia azedarach de especimenes uruguayos y elucidar las
estructuras de los compuestos activos, comparando los resultados de composiciéon quimica con
los provenientes de otros origenes geograficos. En este caso particular del arbol del Paraiso,
fueron utilizados ademas de los cuatro insectos modelo ya mencionados en la introduccion
general de este trabajo, chinches de la especie Nezara viridula (Hemiptera: Pentatomidae), que

representan una plaga secundaria de soja en nuestro pais?l.
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Figura 7. Algunos compuestos aislados de M. azedarach.
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1.2 Materiales y Métodos

Procedimientos experimentales generales

Las medidas de rotacion dptica fueron determinadas en un polarimetro digital Kriiss
P8000-P8100-T.

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) fueron obtenidos en un
Espectréometro Bruker DPX-400 Avance (400 MHz para 'H, 100 MHz para *C) en CDCls
(Cambridge Isotope Laboratories, Inc.) para el caso del andlisis de 42 y 43. Para el caso del
andlisis de 44, 45 y 46 fueron obtenidos en un Espectrometro AMX-500 (400 y 500 MHz para 'H;
100 y 125 MHz para *C), también en CDCls.

Los espectros de masas fueron obtenidos en un Espectrometro de Masas Bruker
micrOTOF-Q II con analizador cuadrupolo-tiempo de vuelo y fuente de ionizacién atmosférica
por Electrospray (ESI) para 42 y 43 y en un Espectrémetro Micromass Autospec, con introduccion
directa de las muestras mediante una sonda de sdlidos, con fuente de ionizacién por Impacto
Electronico (70 eV) para 44. La abundancia relativa de *C (A®C) de las muestras se determino
por espectrometria de masa, utilizando un analizador elemental Flash EA 112 acoplado a un
espectrometro de masa DeltaPlus (Finnigan MAT, Bremen, Alemania). Cada muestra fue
introducida dentro de capsulas de estafio dispuestas en el analizador elemental Flash EA 112.
La precision de la determinacion de estos indices, basada en el valor del estandar de laboratorio
(leucina) fue de 0,1%o para *C. La abundancia natural de *C se expreso6 en notacion delta (A) en
partes por mil (%o), que indica la relacion isotopica de la muestra relativa a la del Standard
internacional Pee Dee Belemnite (PDB)"!l. La concentracion promedio de *C de este material es
de 0,112372%. La misma estd determinada por la siguiente ecuacion: A®C=
(Rmuestra/Restandar)-1)*1000 donde A™*C es la composicion isotdpica de la muestra y R es la
relacién molar del isotopo pesado sobre el liviano (*C/2C) para la muestra y el estandar (PDB).

Las Cromatografias Liquidas de Alta Performance (HPLC) analiticas y preparativas
fueron desarrolladas en un equipo Shimadzu LC-20AT Prominence, equipado con un detector
de arreglo de diodos SPD-M20A Prominence y columnas de fase normal. Para fines analiticos
una columna Macherey Nagel Nucleosil-100 (5um, 250 x 4,6 mm) fue utilizada, usando como

fase movil un sistema de solventes CH2Cl:/AcOEt, a un flujo de 1 mL/min. Para fines
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preparativos una columna Macherey Nagel Nucleosil-100 (7 um, 250 x 16 mm) fue utilizada,
usando como fase movil un sistema de solventes CH2Clo/AcOEt, a un flujo de 8 mL/min, en el
caso de la purificacion de 42 y 43; y una columna Beckman ultrasphere Si-100 (5 um, 250 x 10
mm), usando como fase moévil un sistema de solventes CH2Cl/AcOEt y hexano/AcOEt, a un
flujo de 8 mL/min, en los casos de la purificacion de 44, 45 y 46.

Las cromatografias flash y cromatografias liquidas fueron desarrolladas en silica gel MN
Kieselgel 60 M (0,04-0,063 mm/ 230-400 mesh). Las fracciones fueron monitoreadas por
cromatografia en capa fina (TLC) desarrolladas en placas de aluminio recubiertas con Silica gel
60 G/UVa2s: (Macherey-Nagel), y las manchas fueron visualizadas mediante calentamiento de las
placas empapadas en Oleum [(H20/acido acético /acido sulftirico) 16:80:4] o Vainillina [1 g de
vainillina en (acido sulfarico/etanol) 1:9]¥2. Fue utilizada limonina extraida de semillas de
pomelo (Citrus maxima), como estandar para el seguimiento de los compuestos del tipo
limonoides por TLC durante el proceso de extraccion (provista por el Instituto Nacional de

Investigacion Agropecuaria).

Material vegetal
Los frutos maduros de M. azedarach fueron colectados en Montevideo, Uruguay
(Latitud: -34.897274°, Longitud: -56.139654°), en Julio de 2008. Fueron secados durante 48 - 72 h

a 40° C antes de la molienda y extraccion.

Extraccion y aislamiento

Los frutos secos (716 g) fueron molidos y extraidos con hexano en caliente (1300 mL, x 3)
antes de una maceracion etanolica (1300 mL EtOH, temperatura ambiente, 24h, x3). El extracto
etandlico de frutos (86,1g) fue concentrado y disuelto en metanol/agua (95:5), para ser
particionado con hexano y luego acetato de etilo (AcOEt). El extracto AcOEt (8,8 g) fue
fraccionado por cromatografia flash (7 cm altura x 7,5 cm didmetro), eluyendo con AcOEt,
obteniéndose 8 fracciones. Las fracciones 2 y 3 (4,3 g) fueron sometidas a otra cromatografia
flash eluida con CHCls/ACN desde 6:1 a 6:2, para obtener 14 fracciones (F1 - F14) (Figura 7).

Las fracciones F4 y F5-7 contenian compuestos de igual Rf por TLC e igual color al ser
revelados con vainillina, que el estdndar de limonina. Es asi que se utilizd una mezcla de las

mismas para testear contra los insectos, denominandola “extracto rico en limonoides” (E lim).
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EE frutos (86,1g)

Extracto AcOEt (8,8g)

l Cromatografia flash, FM = AcOEt

Fracciones 2-3 (4,3g)

Cromatografia flash, FM =
CHCI,/ACN (6:2-6:1)

bl L

Fraccién F1 F2-3 F4 F5-7 F8-12 F13-14 fin
Masa (g) 0 0,25 0,57 1,14 0,93 0,12 0,61

Figura 8. Esquema de extraccién primaria de frutos de Paraiso.

La fraccion 4 [F4 (0,57 g)] fue separada mediante cromatografia flash (11 cm altura x 5
cm  diametro) eluida con Hex/AcOEt 95:5 - 20:80, obteniéndose 14 subfracciones. Las
subfracciones 9-10 (130 mg) fueron reunidas y separadas en HPLC preparativa de fase normal
(condiciones detalladas en item previo), de donde se obtuvo: 44 (1 mg), 45 (<1 mg) y 46 (<1 mg)
(Figura 9). La subfracciéon 11 (50 mg) y las subfracciones 12-14 (95 mg) fueron separadas de la
misma forma (HPLC 6 y HPLC 7 respectivamente) obteniéndose solamente mezclas de
compuestos.

Las fracciones 5-7 [F5-7 (1,14 g)] reunidas fueron sometidas a una cromatografia flash (11
cm altura x 7,5 cm diametro) eluida con Hex/AcOEt 95:5 hasta AcOEt 100% obteniéndose 16
subfracciones. Las subfracciones 8 (59 mg), 9 (150mg) y 10 (240mg) fueron separadas en HPLC
preparativa de fase normal (columna Macherey Nagel), obteniéndose: 42 (27 mg), 43 (3,7 mg) y
también 46 (5 mg) y otras fracciones que mostraron ser mezclas de aquellos compuestos asi
como los mismos en bajo grado de pureza [ej.: una mezcla equimolecular de 46 y 44 (6 mg. Las
cantidades relativas de esta muestra fueron determinadas por las intensidades relativas de la

senal del H del aldehido en C-28 en estos compuestos)] (Figura 10).
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F4(500mg)
Cromatografia flash,
FM: 1) AcOEt/hex 5:95 - 80:20 % (fracciones 1-13)
2) MeOH 100% (fraccién 14)

I

Fraccion F1-3  F4 5 F67 F8 [Fo-10 || F11 [|F12-14
Masa 13 29 63 69 132 5 9
(mg)
HPLCl6
FM:
HPLC?2 IQ)OCIl\:I)/ AcOEt
FM: DCM/AcOEt 10% :
FM:
mezclas ~ DCM/ACOEt
90:10
F36-46 (17 mg) final (35 mg) mezclas

HPLC3

HPLC4
FM: DCM/AcOEt 90:10 C

FM: DCM/AcOEt 80:20

F13-33 (17 mg) mezclas

HPLC5
FM: Hex/AcOEt 90:10

ICompuesto 44 45 46
Masa (mg) 1 <1 <1

Figura 9. Esquema de fraccionamiento de F4, obtenida de la extraccién primaria de frutos de Paraiso.

F 5-7 (1000 mg)

Cromatografia flash,
FM: 1) AcOEt/hex 5:95 — 100 % AcOEt (16 fracciones)

Fraccion [ £7 |[ 8 |[ Fo F10
Masa(mg) | 42 || 59 || 150 | | 240

HPLC10
HPLCS HPLC9 FM: AcOEt/DCM
. . . 3:97
mezclas FM: AcOEt/DCM 3:97 FM: 1?:907EthCM
43 (3,7mg) ’ mezclas
42 (27mg)
46 (5mg)
mezclas

Figura 10. Esquema de fraccionamiento de F5-7, obtenida de la extraccion primaria de frutos de Paraiso.
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Las fracciones 8-12 [F8-12 (0,9g)] reunidas fueron sometidas a una cromatografia flash
(13 cm altura x 5 cm diametro) eluida con Hex/AcOEt 90:10 hasta AcOEt 100% obteniéndose 22
subfracciones (F8-12) (Figura 11).

F 8-12 (900 mg)

Cromatografia flash,
FM : 1) AcOEt/hex 10:90 — 100 % AcOEt (22 fracciones)

oy bbb

Subfracciéon  F1 F2-3  F4-6 F7 F8-10 F11 F12-14 F15-18 F19-21 [F22
Masa (mg) 5 38 14 58 304 140 129 74 18 29

Figura 11. Esquema de fraccionamiento de F8-12, obtenida de la extraccion primaria de frutos de Paraiso.

Sobre los compuestos aislados se realizaron analisis de RMN mono y bidimensionales,
espectrometria de masas de baja y alta resolucion, se analizo la rotacion optica en los casos que
las cantidades obtenidas lo hicieron posible, y en el caso de 42 y 43 fueron realizados estudios
de abundancia isotdpica de carbono mediante espectrometria de masas comparandolos con los

solventes etanol y metanol, y el extracto bruto etandlico de frutos.

Colonias de insectos

Los insectos utilizados para los bioensayos fueron: Epilachna paenulata (Coleoptera:
Coccinelidae) especialista en cucurbitaceas; larvas de Spodoptera littoralis (Lepidoptera:
Noctuidae) (generalista); Rhopalosiphum padi (especialista de gramineas) y Myzus persicae
(generalista) (Homoptera: Aphididae).

E. paenulata: La colonia de laboratorio de este especialista de cucurbitaceas fue
mantenida sobre plantas de zapallito (Cucurbita pepo) bajo condiciones controladas de
temperatura (20 + 2 °C) y luz/oscuridad (16:8 h). Para el establecimiento inicial de la colonia los
individuos, fueron colectados en huertas organicas de las cercanias de Montevideo; a su vez
nuevos individuos colectados en el campo son introducidos en la misma cada afio.

Las larvas de S. littoralis (generalista) fueron mantenidas sobre dieta artificial®, a 25 +

1°C, humedad relativa ambiente mayor a 70% y con un fotoperiodo 16:8 h (luz/oscuridad).
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R. padi (especialista de gramineas) y M. persicae (generalista) fueron mantenidos sobre
hojas de cebada (Hordeum vulgare, Poaceae) a 20 + 1°C y morrén (Capsicum annuum, Solanaceae)
a 25 + 1°C, respectivamente, humedad relativa ambiente mayor a 70% y con un fotoperiodo 16:8
h (luz/oscuridad).

Tanto la colonia de S. littoralis como las de los afidos se encontraban en el Instituto de
Ciencias Agrarias de Madrid, Espafia, lugar donde fueron desarrollados los bioensayos.

Asimismo, se wutilizd N. wviridula manteniendo ninfas y adultos por separado
alimentandolos con chauchas y germinadores de lentejas, a 25 + 1°C, humedad relativa

ambiente mayor a 70% y con un fotoperiodo 16:8 h (luz/oscuridad).

Bioensayos

Bioensayos de deterrencia de ingesta utilizando S. littoralis v E. vaenulata:

Los bioensayos fueron realizados en placas de Petri cubiertas con agar (2,5 %). Sobre
cuatro hoyos equidistantes de 1 cm de didmetro se colocaron discos de hojas de especies
vegetales consumidas normalmente por los insectos (hojas de zapallito para E. paenulata y de
morrén para S. littoralis). Sobre dos de los discos (opuestos) se aplicaron 100 pg de extracto a
testear (10 pL de solucién 10 mg/mL en metanol) y sobre los dos restantes -controles-, 10 pL de
metanol. Luego de evaporado el disolvente se introdujo los insectos en las placas (Figura 12a y
b). Se registr6 el porcentaje de hoja consumido por placa y se calculé el Indice de preferencia
(IP) para cada placa definido como: IP = [(consumo de control — consumo de tratamiento)/

(consumo de control + consumo de tratamiento)]!%l.

Bioensayos de inhibicién de asentamiento de pulgones con M. persicae y R. padi.

Los bioensayos fueron realizados en placas prismaticas de 3 x 3 x 1,5 cm cubiertas con
agar (2,5 %). Se colocaron sobre ellas hojas cortadas a la mitad (rectangulos de hojas de cebada
de 2 x 1 cm para R. padi y dos discos de hojas de morrén de 2 cm de didmetro para M. persicae).
Sobre una de las mitades se aplicé 100 pg de extracto a testear (10 uL de solucion 10 mg/mL en
metanol) y sobre la otra -control-, 10 pL. de metanol. Luego de evaporado el disolvente se
introdujeron 10 pulgones apteros en cada placa (Figura 12c). Se registr6 el nimero de pulgones

asentados sobre cada uno de los trozos de hojas, calculandose el Indice de preferencia (IP)
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definido como IP = [(% de pulgones sobre superficie control - % de pulgones sobre superficie

tratada) / (% de pulgones sobre superficie control + % de pulgones sobre superficie tratada)]®s.

Bioensayo de toxicidad contra chinches.

Los bioensayos fueron realizados en viales cilindricos de vidrio cuyas paredes eran
empapadas con las soluciones etanolicas a testear. Luego de evaporado el disolvente se
introdujo un adulto dentro de cada vial (Figura 12d) y se registrd la sobrevivencia de los
mismos. Se utilizé viales cubiertos con etanol como control negativo y viales tratados con
solucion de Engeo 6,3 x 10° mg/cm? [Tiametoxam (141g/L)/Lambda-cihalotrina (106 g/L)] como
control positivo. Fueron testeadas varias concentraciones del extracto bruto de frutos de M.
azedarach y del extracto rico en limonoides, siendo 25 mg/cm? y 0,6 mg/cm? las mayores

cantidades testeadas en uno y otro caso respectivamente.
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<)

Figura 12. Disefo de bioensayos

Deterrencia de ingesta de a) S. littoralis, y b) E. paenulata; c) Inhibicién de asentamiento de R. padi
(izquierda) y M. persicae (derecha); d) Adulto de N. viridula en vial donde se testea la toxicidad por

contacto.

Analisis estadisticos

Los datos obtenidos en los bioensayos de opcidn fueron analizados mediante el Test de
Rangos de Wilcoxon™l. La determinacion de la inhibicién del asentamiento de los afidos fue
basada en la comparacion del niimero de afidos asentados en las hojas tratadas con control con
el nimero de afidos asentados en las hojas tratadas con los productos a testear (tratamientos).
En este bioensayo, las réplicas que tenian menos de cinco afidos asentados en total en ambas
hojas, no fueron consideradas como unidades experimentales. La determinaciéon de la

deterrencia de ingesta fue basada en la comparacion de las proporciones de consumo de hojas
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tratadas con control o con productos a testear. Las comparaciones entre resultados de diferentes
bioensayos fueron analizadas mediante Tests de Mann Withney o Kruskal Wallisl.

En el caso de los bioensayos testando toxicidad contra chinches fueron realizados
analisis de varianzas (ANOVA) entre el control positivo y el tratamiento, utilizando el paquete

estadistico Minitab.
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1.3 Resultados

1.3.1 Actividad antiinsecto de fracciones

El extracto etanolico de frutos de Paraiso mostro diferentes resultados en cuanto a
actividad antiinsecto contra las cinco especies de insecto utilizadas. No present6 toxicidad
alguna en el bioensayo de toxicidad por contacto contra los adultos de la chinche verde N.
viridula. Debido a que tampoco lo hizo el extracto enriquecido en limonoides (Elim), es que no
se continuo con ensayos de actividad contra esta especie de insectos.

El extracto bruto si presento actividad deterrente contra los dos generalistas (M. persicae
y S. littoralis) mientras que no fue asi para el caso de los especialistas.

Fue en las fracciones denominadas F4 y F5-7 (Figura 8) donde, debido a lo que se
revelaba en las TLC, se esperaba encontrar la mayor cantidad de compuestos del tipo
limonoides. A su vez, esta idea se vio fortalecida por el hecho de que la mezcla de esas
fracciones (Elim) fue la tnica activa contra las cuatro especies de insectos modelo con las cuales
se continuo el trabajo (Tabla 1). Las fracciones F2-3, la fraccion F4 y alguna de sus subfracciones,
la fraccion F5-7 y las subfracciones de F8-12 fueron testeadas contra las cuatro especies de
insectos modelo. En la (Tabla 1) se muestran los resultados de los diferentes bioensayos de
actividad antiinsecto de las fracciones testeadas asi como del extracto etanodlico de frutos (EE
frutos). Dado que las fracciones F4 y F5-7 eran las que tenian las caracteristicas de, poseer segin
las TLC, probablemente, compuestos del tipo limonoides, ser las de mayor masa, y ser activas
contra diferentes especies de insectos, es que fueron estas las que se sometieron a sucesivos

fraccionamientos en HPLC, con el fin de aislar compuestos puros.
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Indice de Preferencia (IP + ES)

Especies de Insectos

Extracto/fraccion® M. persicae R. padi S. littoralis ~ E. paenulata
EE frutos 0,3+0,1* 01+0,1 0,8+0,1* 03+03
Elim 0,5+0,1* 0,19+0,07* 1,00+0,00* 0,98 +0,02*
F 2-3 0,5+0,1* 0,3+0,1* - -
F 4 0,1+0,1 0,0+0,1 0,7+0,1* 0,5+0,2*
F4, -0,5%0,2* 01+0,1 05+0,1 -
F4e7, -02+£0,1 -0,1+0,1 0,6+0,3 -
F4 ¢ -00+0,1 0,04 +0,09 04+0,22 -
49-51T HPLC7  0,2+0,1 0,07 + 0,06 - -
42-48 HPLC7 +
60-72 HIPLCE 0,54 + 0,08* 0,27 + 0,06 - -
53-56 HPLC7 0,3%£0,1* 0,06 0,05 - -
F 5-7 04+0,1* 030,17 - 0,7 £0,2%
F 8-12 - - - -
F&81246 0,56£0,07* 0,1+0,1 - 0,5+0,3"
Fg8-12, 05%0,1* 0,16 = 0.08* 0,3+0,3 0,5+0,2*
F8-12¢10 0,68+0,07* 0,02 +0,08 05+0,3 0,7+0,3*
F812u 047+0,08* 0,13+0,07¢ 1,00+0,00* 1,00+ 0,00*
F8-1210. 0,78 £0,08* 0,3+0,2 1,00 = 0,00* 0,7 £0,2*
F81215 01£02 0,3+0,1* 1,00 +0,00* 1,00 + 0,00*
F81219n 0,43 +0,08* -0,1+0,1 0,95 + 0,05* 0,6+0,3
F812» 0,56*0,09* 0,16 = 0,09 0,8+0,1* 02+03

Tabla 1. Resultados de los ensayos de actividad antiinsecto de extractos y fracciones, de frutos de Paraiso,
contra las cuatro especies de insectos modelo.

Los resultados en negritas corresponden a diferencias significativas entre C y T. 2 Las fracciones y

extractos fueron testeados a una concentracion de 100 pg/cm?2. * Implica diferencia significativa entre C 'y

T (% consumido o % de afidos asentados segtin corresponda; p < 0,05, Test de Rangos de Wilcoxon de dos

colas). #Implica diferencia significativa entre Cy T (% consumido o % de &fidos asentados segtin

corresponda; p < 0,05, Test de Rangos de Wilcoxon de una cola).
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1.3.2 Aislamiento de compuestos

Luego de la purificaciéon por sucesivas HPLC preparativas de las fracciones F4 y F5-7,
fueron aislados del extracto en estudio, dos limonoides del tipo tirucalano nunca antes descritos
en esta especie vegetal (42 y 43)% %], asi como tres C-seco limonoides previamente reportados en
este arbol (44 - 46) (Figura 12)*l. A continuacion se detallan los datos fisicos y espectroscdpicos
de los cinco compuestos aislados de las fracciones F4 y F5-7 del extracto etanolico de frutos de
M. azedarach (Figura 12). Dado que el compuesto 43 podria ser un artefacto de la extraccion
(debido a poseer un sustituyente etilo en lugar de un metilo y haberse utilizado EtOH y AcOEt
en el proceso de extraccion) se estudié la abundancia isotopica del carbono comparando la
abundancia de *C en el extracto bruto, en 42 y en 43, contra la abundancia en los solventes

metanol y etanol, resultado que se muestra en la Tabla 2.

ABC*
extracto -28,671
etanol -12,067
metanol -36,684
42 -29,654
43 -29,589

Tabla 2. Resultados de los analisis de abundancia isotopica del carbono para el extracto bruto etandlico
de frutos, los solventes etanol y metanol, y los compuestos 42 y 43.
* Los valores se expresan por comparacion con el valor del estandar internacional PDB, de acuerdo a lo

explicado en la secciéon 1.2.

21 a-metilmelianodiol (42): [a]?'p -97,5° (c 0,3800; CHCls); datos espectroscopicos de RMN
3C y 'H: Tabla 3 y Tabla 4, HRESIMS m/z 525,35925 [M + Na+] (calculada para CsiHsOsNa:
525,35505; Am = 8,0 ppm).

21 B-etilmelianodiol (43): [a]*'p — 39,1° (c 0,1735; CHCls); datos espectroscopicos de RMN 3C
y 'H: Tabla 3 y Tabla 4; HRESIMS m/z 539,37013 [M + Na+] (calculada para CzHsOsNa:
539,37122; Am = 2,0 ppm).

1-O-Destigloil-1-O-cinamoilohchinolal (44): [a]?'> +61,5° (c 0,4735; CHCls); datos
espectroscopicos de RMN °C y 'H: Tabla 3 y Tabla 4; HRESIMS m/z 683,28435 [M + Nat+]
(calculada para CssHuO1oNa: 683,28267; Am = 2,5 ppm).
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1-O-Destigloil-1-O-benzoilohchinolal (45): datos espectroscopicos de RMN *C y 'H: Tabla
3y Tabla 4..

Ohchinolal (46): datos espectroscopicos de RMN *Cy'H: Tabla 3 y Tabla 4.

26
6]
OH
H
18 27
12 %
N H
19
9 14 16
2 8
3
) ;30
i 6
29 28
42
’ 44R =
2 _—
(6]
T
17 21
16 45R =
46R=

Figura 13. Compuestos aislados del extracto etandlico de frutos de Paraiso.
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Numero de
Carbono* 42 43 44 45 46
1 38,65 38,7 73,12 73,3 72,73
2 35,25 35,25 28,76 28,92 30,51
3 217,05 217 75,31 75,12 75,3
4 48,03 48,04 49,31 49,27 49,28
5 52,5 52,5 35,28 35,07 35,24
6 24,5 24,51 69,16 69,11 68,98
7 118,31 118 86,26 86,29 86,15
8 145,7 145 47,32 47,2 47,26
9 48,45 48,45 39,86 39,99 39,79
10 35,07 35,08 42,28 42,54 42,38
11 17,93 17,9 30,48 30,88 28,57
12 31,67 31,2 172,63 172,46 172,66
13 43,75 43,6 135,94 136,25 135,95
14 51,12 50,9 146,21 145,9 146,25
15 33,9 34,34 87,8 87,89 87,84
16 27,56 27,48 41,29 41,29 41,4
17 50,45 45,1 49,81 49,75 49,82
18 22,7 23,4 13.26 13.34 13,25
19 12,9 12,89 17,24 16,99 17,17
20 47,86 46,38 127,03 127,07 127,18
21 109,14 103,54 139,02 138,81 139,13
22 34,48 31,8 110,82 110,72 110,86
23 76,91 78 143,21 143,1 143,21
24 75,53 76,8 - - -
25 73,24 73,1 - - -
26 26,53 26,53 - - -
27 26,62 26,41 - - -
28 24,65 24,64 207,1 207,02 207,07
29 21,73 21,7 14,09 14,19 13,25
30 27,44 27,53 17,29 17,99 17,23
-O-CHs 55,8 - - - -
-O-CH.-CHs - 63,9 - - -
-O-CH2-CH5 - 15,35 - - -
-CO2CHs - - 51,87 51,48 51,78
-OCOCHs - - 21,14 21,12 21,11
-OCOCHs - - 170,62 170,54 170
1’ - - 165,66 165,32 166,4
2’ - - 117,75 130,2 128,8
3 - - 146,27 129,8 138,8
4 - - 134,4 128,87 14,86
5 - - 128,56 133,7 12,41
6 - - 129,24 128,87 -
7 - - 130,93 129,8 -
8 - - 129,24 - -
9’ - - 128,56 - -

Tabla 3. Desplazamiento de los 3C (CDCls, 6 en ppm, 100-150 MHz) para los compuestos aislados (42—

46).

* Ver numeracién Figura 13.
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Numero de
o 420 43 440 450 46°
1 1,45 (m) 1,47 (m) 5,14 (t; 2,6) 5,26 (t, 3) 5,08 (t; 3,0)
1,98 (m) 1,97 (m)
2 224 (dt;142;3,7) 2,24 (dt; 14,0; 3,4) 2,31 (m) 2,10-2,30 (m) 2,10-2,30 (m)
2,76 (td; 14,6;56) 2,74 (td;14,5; 5,6)
3 - - 3,78 (dt; 3,0) 3,81 (m) 3,75 (dt; 9,5; 2,5)
5 1,72 (m) 1,70 (m) 3,71 (d; 12,1) 3,81 (m) 3,65 (d; 12,5)
6 2,06-2,13 (m) 2,06-2,13 (m) 528 (dd; 2,7;12,2) 530 (dd;2,7;12,2) 526 (dd; 2,7;12,1)
7 5,32 (q3,.2) 53 (q; 2,8) 4,05 (d; 2,7) 4,07 (d; 2,7) 4,03 (d; 2,7)
8 - - - - -
9 2,30 (m) 2,30 (m) 2,90 (dd; 2,7;8,8)  293(dd;4,7;71) 2,84 (dd; 3,2;8,5)
10 - - - - -
11 1,57 (m) 1,58 (m) 2,31 (m) 2,30 (m) 2,30 (m)
12 1,55 (m) 1,33 (m) - - -
1,74 (m) -
15 1,50 (m) 1,51 (m) 5,56 (td, 2.6, 8.2) 5,51 (m) 5,48 (m)
16 1,94 (m) 1,88 (m) 2,10 (m) 2,10 (m) 2,10 (m)
1,31 (m) 2,30 (m) 2,30 (m) 2,30 (m)
17 1,78 (m) 2,05 (m) 3,63 (dd; 8,5;1,5) 3,61 (d; 8,7) 3,65 (d; 8,5)
18 0,85 () 0,83 (s) 1,65 (d; 2,0) 1,64 (d; 1,5) 1,65 (d; 1,5)
19 1,01 (s) 1,01 (s) 1,10 (s) 1,13 (s) 1,08 (s)
20 2,16 (m) 1,96 (m) - - -
21 4,78 (d, 3.6) 4,80 (d; 3,2) 7,19 (s) 7,12 (s) 7,25 (s)
2 1,94 (m) 1,90 (m) 6,24 (dd; 1,0; 0,5) 6,11 (d; 1,0) 6,29 (d; 1,3)
1,74 (m) -
23 422 (ddd; 10,5; 4,43 (m) 7,30 (m) 7,18 (t; 1,5) 7,33 (t1,6)
4,8,17)
24 325(dd; 9,915 3,17 (dd; 8,2;2,0) - - -
26 1,26 (s) 1,25 (s) - - -
27 1,30 (s) 1,25 (s) - - -
28 1,12 (s) 1,11 (s) 9,76 (s) 9,80 (s) 9,74 (s)
29 1,04 (s) 1,04 (s) 1,01 (s) 1,04 (s) 1,00 (s)
30 1,01 (s) 1,01 (s) 1,43 () 1,43 (s) 1,41 (s)
3,34 (s) O-Me 1,22 (t) -O-CHz-Me 3,18 (s) OMe 2,85 (s) OMe 6,94 (dd; 7,1;1,4) 3'
37 (mc);Hi,jvi?) O 199(5)0COMe 2,0 (5) OCOMe 1,86 (d; 7,1) 4'
6,51 (d; 15,9) 2/ 7,49 (m) 3’ 7’ 1,94 (s) 5

7,74 (d; 16,0) 3’
7,58 (m) 5’
7,43 (m) 6’
7,43 (m) 7'
7,43 (m) 8’
7,58 (m) 9’

8,09 (m) 4’ 6
7,63 (t; 7,4) 5

Tabla 4. Desplazamiento de los 1H (8 en ppm, | en Hz) para los compuestos aislados (42-46).
aEn CDCls, 500 MHz. » En CDCls, 400 MHz.

* Ver numeracién Figura 13.
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1.3.3 Actividad antiinsecto de compuestos aislados y sus mezclas

En la Tabla 5 se muestran los resultados de los bioensayos realizados con los
compuestos aislados de la especie vegetal en estudio. Dado que el compuesto 45 fue aislado en

muy pequena cantidad, no fue posible realizar los bioensayos de actividad antiinsecto.

Indice de Preferencia (IP + ES)

Especies de Insectos

Compuesto M. persicae R. padi S. littoralis  E. paenulata

42 -0,2+0,1 0,1+0,1 03 +02  -01+04

43 0,3+0,1* - 0,3 0,2 -

44 02+0,1 -0,06+0,09 03+0,2 0,9 +0,1*

46 02+02 01+01 0,93 +0,07* 0,7 +0,2*
46+44 0,1+ 0,1 01+0,1 0,92 +0,04* 1,00+ 0,00*

Tabla 5. Resultado de los bioensayos evaluando actividad antiinsecto de compuestos puros aislados del
extracto etandlico de frutos de Paraiso contra las especies de insectos modelo.
Los compuestos puros y la mezcla (46 + 44) fueron testeados a 50 pg/cm?
* Implica diferencia significativa entre C y T (% consumido o % de afidos asentados segtin corresponda; p

< 0,05, Test de Rangos de Wilcoxon de dos colas).
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1.4 Discusion

1.4.1 Elucidacidn estructural de los compuestos aislados

El compuesto 42 muestra un pico [M + Na‘] en m/z 52535925 en HRESIMS,
correspondiente a la formula molecular Cs:Hs0OsNa.

Las senales de "H RMN revelan la presencia de siete metilos singuletes & 0,85 (H-18),
8 1,01 (H-19), & 1,26 (H-26), & 1,30 (H-27), & 1,12 (H-28), & 1,04 (-29), & 1,01 (H-30), [dos de
ellos (H-26 y H-27) geminales sobre un carbono unido a oxigeno & 73,24 (C-25) y otros dos
(H-28 y H-29) geminales sobre un carbono cuaternario 6 48,03 (C-4), segin analisis HSQC].
También se observa un singulete a d 3,34 correspondiente a un metoxilo. A campos bajos se
observa ademas tres sefiales de protones metinicos: 6 3,25 (H-24), § 4,22 (H-23) y 6 4,78 (H-
21), y una sefial de protén sobre un carbono sp? & 5,32 (H-7).

En el espectro de *C RMN se encuentran todas las sefiales confirmatorias de las
anteriores y se destaca la presencia de un carbonilo & 217,05 (C-3), un carbono cuaternario
correspondiente a doble enlace § 145,7 (C-8) y dos metinos C-23 y C-21 a & 76,91 y 6 109,14
respectivamente.

Es asi, que luego de analizados los sistemas de spin, los estudios de RMN
bidimensionales y comparando con datos de bibliografia, todos los datos de RMN
mostraron que 42 corresponde a 21a-metilmelianodiol (Tabla 3 y Tabla 4). Este limonoide y
su isdbmero 21f fueron inicialmente aislados de la corteza de Cedrela sinensis'®’), sin haber sido
reportada la estereoquimica del C-24. La estereoquimica de este carbono en 42 y en su
isomero B fue determinada mas tarde, cuando estos compuestos fueron aislados de los
frutos de Poncirus trifoliata (Rutaceae)®, por comparaciéon con la estereoquimica de

melianodiol (47) y 24-epi-melianodiol (48)1%,
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47:R1=0H;R2=H
48: R1=H; R2=0H

En experimentos NOE sobre el compuesto 42, la irradiacion del H-18 (5 0,85 ppm)
provoco un aumento de la sefial del H-20 (3 2,16 ppm), indicando que la cadena lateral en C-
17 y el metil C-18 (o) se encuentran orientados para el mismo lado en el esqueleto principal,
y por ende C-20 podria presentar configuracion S. Asimismo, la irradiacion del H-21 (5 4,78
ppm) ocasiond un incremento en la sefial de H-17 (8 1,78 ppm) y no asi en la sefial de H-23 (&
4,22 ppm), sugiriendo esto que en 42 el metoxilo en C-21 se encuentra orientado a.. Ademas
de ello, los valores de desplazamientos quimicos de C-17 (5 50,45 ppm), C-21 (5 109,14 ppm)
y C-22 (8 34,48 ppm) se asemejan a aquellos del epimero de melianodiol que presenta el
grupo metoxilo orientado a. Por ultimo, la irradiacién de H-23 provocd un aumento de la
sefal de H-20 y de H-24 (5 3,25 ppm) sugiriendo que el C-24 presenta configuraciéon S

(Figura 14). En sintesis, el compuesto 42, fue elucidado como 21 a-metilmelianodiol.
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H

42

Figura 14. Senales de NOE confirmatorias de 42.

El compuesto 43 presenta un pico [M + Na‘] en m/z 539,3707 en HRESIMS
correspondiente a la formula molecular CsHsOsNa. Los datos de RMN de 42 y 43
mostraron gran similitud (Tablas 2 y 3), siendo las mayores diferencias la presencia de un
etoxilo en vez de un metoxilo en C-21, asi como los desplazamientos quimicos de C-17 (&
45,10 ppm), C-21 (3 103,54 ppm) y C-22 (3 31,80 ppm) que se asemejan a aquellos que
presenta el epimero de melianodiol (48) con el grupo metoxilo de C-21 orientado BI*l. Por lo
anterior, la estructura de 43 se determiné como 21 B-etilmelianodiol.

En vistas del uso de etanol y acetato de etilo en el proceso de extraccion de estos
compuestos, la diferencia en la configuracion de C-21, y el hecho de que la configuracion
espacial de 43 pareceria ser mas estable que la de 42; no se puede excluir la posibilidad de
que 43 sea un artefacto de la etoxilacion de 42. Sin embargo, ambas configuraciones de C-21
fueron antes reportadas en productos naturales, como es el caso de 21 a-metilmelianodiol y
21 B-metilmelianodiol aislados de los frutos de P. trifoliatal*!. En miras de confirmar si 43 era
un artefacto o un producto natural biosintetizado por la planta, fue realizado mediante
espectroscopia de masas, un estudio de abundancia isotopica de carbono, comparando el
extracto vegetal bruto de donde fueron aislados ambos compuestos, los compuestos por
separado y los solventes etanol y metanol (Tabla 2). En dicho estudio se observé que los

compuestos tuvieron diferencias entre 12C y 13C similares a las del extracto y diferentes a
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las de los solventes. Es asi que de acuerdo a este estudio se podria inferir que ambos
compuestos son de origen vegetal.

El compuesto 44 presenta en su espectro de masas un pico [M + Na‘] en m/z
683,28435 en HRESIMS correspondiente a la féormula molecular CssHuOwNa. Luego de
analizar los espectros de RMN mono y bimensionales, se observa la presencia de tres grupos
de senales bien diferenciados: los correspondientes a dos cadenas laterales y los
correspondientes a un esqueleto principal compuesto por varios ciclos hidrocarbonados.
Una de las cadenas laterales, incluye solamente cuatro carbonos correspondientes a doble
enlace. Dos de ellos a su vez, aparecen a campos mas bajos, 6 139,02 (C-21) y & 143,21 (C-23),
asi como lo hacen los protones que les corresponden & 7,19 (H-21) y § 7,30 (H-23). Es asi que
los datos espectroscopicos conllevan a concluir que tal cadena lateral es un anillo furdnico.
La otra cadena lateral contiene un resto bencénico, un doble enlace y un carbonilo, segtin lo
que se observa en los espectros de RMN. Siendo la misma un resto cinamoilo. En el
esqueleto principal del compuesto, es destacable la presencia de un doble enlace sustituido,
un resto -OCOMe, otro -CH2CO:Me, un aldehido y tres metinos unidos a heteroatomos.
Todo lo anterior, junto con el andlisis de los sistemas de spin llevo a concluir que 44
corresponde a 1-O-Destigloil-1-O-cinamoilohchinolal, lo cual es confirmado con datos de

bibliografial®.

45 y 46 muestran sefiales que indican esqueletos principales iguales a 44, sustituidos
también con el resto furdnico en C-17 pero con sustituyentes diferentes en C-1. Los datos
espectroscopicos de las cadenas laterales de 45 y 46 muestran que las mismas corresponden
a un grupo benzoilo y un grupo tigloilo respectivamente. Confirmando asi la estructura de
estos compuestos como: 1-O-Destigloil-1-O-benzoilohchinolal® y  ohchinolall™®!
respectivamente. Habiendo sido los mismos aislados ya previamente de los frutos de M.
azedarach colectados en Curitiba, Brasil, reporte en el cual no se encontraba el
desplazamiento quimico de los carbonos C-8, C-10 y C-16 para el compuesto 44.

Como fue mencionado en la introduccién de este capitulo, una gran cantidad de
compuestos aislados ha sido reportada para esta especie vegetal. Sin embargo, la mayor
parte de los reportes corresponden a especimenes asiaticos. De arboles de ese origen han

sido aislados limonoides de muy diferentes tipos, siendo los principales ejemplos,
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toosendanina (14)®, triquilina (28)1'%% 1%l salanina (29)0'% 1%, fraccinelona (30)M%l,
meliacarpina (32)®l, amoorastatona [isomero de meliartenina (33)], azedaraquina (36)!'""],
nimbolinina (37)!'%], meliatoxina (39)"’], derivados de meliacarpinina (49)!®l. Mientras que
de arboles provenientes de Sudamérica la cantidad de reportes es menor, siendo los
principales correspondientes a aislamientos de derivados de ohchinolido (50), ohchinolal
(46)1! (ambos C-seco limonoides), cinamodiol (51)1'% (protolimonoide proveniente del eufol)
de especimenes brasileros; y meliartenina (33) (protolimonoide), pinoresinol (41) y
escopoletina (52) (no limonoides)"'Y, 3-a-tigloilmelianol (53), melianona (54) y un derivado,
y metil kulonato (55)"? (protolimonoides provenientes de tirucalano) de especimenes
argentinos.

Es asi que el aislamiento de dos protolimonoides del tipo tirucalano (42 y 43) y tres
C-seco limonoides (44-46) de especimenes de Uruguay es un indicio de la similitud en

composicion quimica de los arboles estudiados provenientes de regiones vecinas.
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1.4.2 Actividad antiinsecto

El extracto etandlico crudo de frutos de M. azedarach (EE frutos) presento actividad
deterrente contra los dos insectos generalistas utilizados (M. persicae y S. littoralis) pero fue
inactivo contra los dos especialistas (R. padi y E. paenulata) (Tabla 1). Este patron es opuesto a
lo que se ha reportado en otros estudios donde los generalistas son menos susceptibles que
los especialistas a los productos con actividad antiinsectol'. En general se tiende a pensar
que los generalistas, al encontrarse habituados a ingerir una gran diversidad de metabolitos
secundarios, seran tolerantes a una mayor variedad de estos compuestos; mientras que los
especialistas, al haber evolucionado especificamente para tolerar tnicamente aquellos
metabolitos secundarios que se encuentran en sus plantas hospederas, seran mas
susceptibles a los mismos. Sin embargo, el patréon observado en este estudio se ha

encontrado ya en otros casos!!!> 114,

Existen reportes anteriores de testeo de la actividad de extractos de frutos de la
especie en estudio contra los generalistas testeados en este caso. Por ejemplo, fue reportada
la actividad insecticida de extractos brutos de frutos contra larvas de S. liitoralis!'> 11, En
este caso el extracto metanolico exhibi6 efectos larvicidas cuando aplicado a concentraciones
menores que las usadas en el presente estudiol’®l. Ademads cuando las larvas eran sometidas
a dietas enriquecidas en estos extractos, efectos subletales tales como desbalance
neuroendocrino (concentracion de hormona juvenil asi como el tamafio del corpus allatum
afectados), y consecuencias fisioldgicas (variacion en el contenido proteico de la hemolinfa)
fueron también reportados!''®l. Los resultados de este trabajo complementan aquellos
estudios, dado que un fuerte efecto deterrente de ingesta fue encontrado —a dosis mayores-
en las larvas de S. littoralis. En el caso de M. persicae, por el contrario, habia sido reportada
previamente la inactividad de extractos de frutos contra estos afidos!"'”. 118l Esta disimilitud
aparente puede deberse, ya sea a los diferentes métodos de extraccion desarrollados o a las
diferencias en el disefio de los bioensayos y dosis aplicadas, asi como a que la composicion
quimica de los especimenes de este arbol en Uruguay, difiera a la de los de otras regiones
geograficas.

En lo que respecta a los especialistas testeados, en trabajos anteriores, a diferencia de

este, el extracto etandlico de frutos mostré actividad deterrente contra adultos y larvas de E.

58



Capitulo I. Melia azedarach (Meliaceae) - Discusion

paenulata™. En ese caso el extracto fue testeado a dosis mayores (400 y 2000 pg/cm? para
adultos y larvas respectivamente) que las utilizadas en el presente trabajo (100 pg/cm? para
adultos) lo cual puede ser el causante de las diferencias encontradas. En este trabajo se eligio
testear los extractos a 100 ug/cm? dado que esta es la concentracion a la que otros productos
de origen botanico son activos, resultado obtenido de la estandarizacion del bioensayo
(rotenona y nicotina)!®l. En el caso de R. padi, un organismo contra el cual no habian sido
testeados los extractos de esta especie vegetal, no se encontrd actividad en el extracto bruto
de frutos.

A diferencia del extracto bruto de frutos, que fue activo solamente contra dos de las
especies de insectos testeados, el extracto rico en limonoides (Elim) demostréd poseer
actividad contra los cuatro modelos de insectos testeados (Tabla 1). Es en el caso de los
especialistas que el extracto bruto no fue activo mientras que si lo fue el extracto rico en
limonoides, mostrando para E. paenulata deterrencia total. Este incremento en la actividad
luego del fraccionamiento, es también visualizada en el caso de los generalistas, para los
cuales se noté una tendencia de actividad mas fuerte por parte de Elim aunque las
diferencias con el extracto bruto no fueron significativas (p = 0,07 para S. littoralis y p = 0,20

para M. persicae; Test de Mann Whitney, Tabla 1).

De la fraccién mas apolar del extracto rico en limonoides (F4), fueron aislados 44, 45
y 46; y de F5-7 fueron aislados 42, 43 y 46, ademas de una mezcla equimolecular de 46 y 44
(46+44). Mientras que F4 mostro deterrencia contra los dos insectos de aparato bucal
masticador, los dos afidos no fueron susceptibles a la misma. Los bioensayos con los
compuestos puros 42, 44 y 46, revelaron también pérdida de la actividad de estos
compuestos cuando fueron testeados separadamente (comparado con Elim) contra los
afidos. El compuesto 43 fue sin embargo, activo contra M. persicae. A su vez, alguno de estos
productos mantuvo el efecto deterrente contra los insectos masticadores, como es el caso de
46 y de la mezcla de 46 y 44. En el caso de 44, solamente el especialista, E. paenulata, se vio
afectado por este compuesto puro, recuperandose la actividad cuando este compuesto fue
testeado en su mezcla con 46. Dicha mezcla mostré deterrencia total contra este insecto
(Tabla 5), sugiriendo que estos compuestos (46 y 44) podrian presentar sinergia en su efecto
contra E. paenulata. Ademas el extracto rico en limonoides mostré mayor actividad contra las

cuatro especies de insectos que los productos aislados de ese extracto (Tabla 1 y Tabla 5). Es
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asi que el efecto sinérgico entre 42-46 parece ser un patron general en cuanto a la actividad

deterrente de estos compuestos.

Los compuestos 42-43 pertenecen a la clase de protolimonoides, a la que pertenecen
la melianona (56) y el melianodiol (47) que revelaron de acuerdo a estudios previos,
actividad contra un Lepiddpterol#l.

Otros limonoides aislados de los frutos de este arbol [meliartenina (33) y
toosendanina (14)] fueron testeados en cuanto a su actividad deterrente contra larvas del
tercer estadio de E. paenulatal"l. Estos compuestos mostraron tener actividad contra esos
organismos a iguales concentraciones que la azadiractina (4 pg/cm?).

Muchos limonoides aislados, conteniendo el resto tigloil como cadena lateral, han
mostrado ser citotdxicos!!® 1121201 asi como deterrentes contra algunas especies plagal’?!l. Esto
coincide con este estudio donde se observé que 46 fue el tnico limonoide que mostrd
actividad contra mas de una especie de insectos cuando testeado por si solo. Asimismo,
también existen reportes de limonoides conteniendo el resto cinamoil como cadena lateral de
sus estructuras, activos contra insectos!®> 1%, lo cual podria estar indicando que este resto en
44, fuera en parte, el responsable de la actividad de este limonoide contra E. paenulata. Los
compuestos 44-46 corresponden a limonoides del tipo C-seco, quienes son considerados el
grupo mas activo de limonoides y se han encontrado solamente en miembros de la familia
de las Melidceas, pertenecientes a la tribu Melieae (solamente en los géneros Azadirachta y

Melia)B1,

.uu,,”
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La actividad deterrente de los limonoides ha sido extensamente estudiada, en
particular focalizada en la azadiractina (13)1'?> 2. Aunque este compuesto alcanzo el
mercado principalmente debido a sus propiedades insecticidas!'??, hoy en dia, es el tnico
producto comercial disponible que tiene propiedades deterrentes contra muchos insectos!'231,
Los productos comerciales cuyo principio activo es azadiractina son obtenidos de las
semillas de arboles de Neem. De esta manera, el arbol del Paraiso podria ser en el futuro
fuente de productos con propiedades antiinsecto, mas aun considerando la excelente
produccion de biomasa de este arboll. Es por ello que en este punto, evaluaciones
agrondmicas sobre el crecimiento de estos arboles, serian de gran importancia, como ya ha

sido sugerido previamentel2],
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1.5 Conclusiones

En sintesis, durante este trabajo se aislo por primera vez de los frutos de M. azedarach
21 o-metilmelianodiol (42) y 21 B-etilmelianodiol (43), dos limonoides del tipo tirucalanol'?l.
Asimismo, fueron aislados otros tres C-seco limonoides (44, 45 y 46) que ya habian sido
reportados previamente en esta especie vegetal®! en la region.

Tres compuestos (42, 44 y 46) fueron testeados por primera vez contra cuatro
especies de insectos diferentes usados como modelo, exhibiendo aquellos diferentes
patrones de actividad, lo cual puede depender de los sustituyentes de los esqueletos
principales de los compuestos. Mas estudios se necesitarian para confirmar esta
dependencia, como se ha hecho en el caso de otros limonoides!'?¢'3l. Los productos testeados
en este estudio fueron mas activos contra S. littoralis, quien, como lepiddptero se esperaba
que fuera mas susceptible que los otros insectos utilizados en este casol'??l. Finalmente,
cuando activas, las mezclas mostraron mejor actividad deterrente que los compuestos
aislados!'®l, probablemente debido a efectos sinérgicos entre los limonoides, como ha sido

demostrado en otros estudios!?!.
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2.1 Introduccion

Las Sapindaceas

La familia de las Sapindaceas, es una familia de angiospermas con aproximadamente
2000 especies distribuidas mundialmente en regiones templadas y tropicales. Lleva su
nombre en honor al “arbol del jabon” Sapindus saponaria, conocido por ser muy rico en

saponinas!*?.

Estos compuestos le dan a los extractos de estas plantas propiedades
tensoactivas, habiendo sido usados por ende, no solamente como fuente de jabdn, sino
también en aplicaciones médicas asi como en control de plagas (siendo los jabones,
probablemente, los productos mas antiguamente utilizados con el fin de eliminar insectos de
los cultivos)!3],

Esta familia incluye especies tropicales con frutos de gran valor econémico!’*, como
los son el “ackee”, “rambutan”, “longan” y “lichi” (frutos de Blighia sapida, Nephelium
lappaceum, Dimocarpus longan 'y Litchi chinensis respectivamente) que son consumidos
principalmente en Asia y Australial'3>1%7],

Algunos miembros de esta familia han sido extensamente estudiados por su
actividad farmacoldgica, siendo Paullinia y Dodonaea ejemplos de géneros que poseen
especies con propiedades de ese tipo. Las propiedades farmacolodgicas que se han observado
comunmente incluyen: propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, antidiabéticas!'3*141l,
Estas actividades han sido en algunos casos correlacionadas con la presencia de compuestos
fendlicos asi como de flavonoides prenilados!'?, pero en muchos otros aun no se conoce
cuales son los principios activos responsables de las actividades. Es asi que existen variados
estudios de mezclas complejas (extractos acuosos o etanolicos del material vegetal) de
diferentes especies de Sapindaceas, donde muchas otras actividades farmacolégicas han sido
descritas sin la caracterizacion de los compuestos activos (por ejemplo: actividad
antimigranal'#, antiulcerogénical'*¥, antimalarial'*’, antimicrobianal'4).

También muchas especies en esta familia producen, en sus diferentes organos,
compuestos bioactivos con excelentes propiedades antiinsectol'47].

Existen abundantes estudios fitoquimicos en especies de Sapindéceas, en los cuales
diferentes tipos de productos naturales han sido aislados y elucidados. Ejemplo de esto son

flavonoides aislados de especies de Dodonaeal'*150 y Koelreuterial'>', triterpenos lineales de
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especies del género Cupaniopsis!'®, y cafeina, otras xantinas y catequinas de especies del
género Paullinia"> >4, Todos estos compuestos ocurren naturalmente en muchas familias de
vegetales. Sin embargo, la familia Sapindaceae es productora de un grupo de metabolitos
secundarios inusuales en el resto de las familias: los cianolipidos!'®. La presencia de este
grupo de metabolitos secundarios parece estar restringida a esta familia. A pesar de que
estos compuestos presentan un peligro potencial para humanos y animales, para las plantas,
los cianolipidos pueden cumplir un rol de proteccidn fisiologica. Sin embargo, no han sido
muchas las investigaciones realizadas en cuanto al estudio de las interacciones ecoldgicas
entre las plantas que los producen y otros organismos simpatricos. La toxicidad de estos
ciano compuestos implica que ellos puedan ser una fuente potencial de bioplaguicidas.

Una gran variedad de especies de Sapindaceas han sido testeadas en cuanto a su
actividad antiinsecto. Muchos extractos, fracciones y compuestos puros extraidos de
diferentes estados fenoldgicos de especies de esta familia han sido testeados contra especies
de lepiddpteros, dipteros y coledpteros de gran importancia en la agricultura, asi como en
aplicaciones veterinarias y médicas. Ejemplos de esto son la actividad larvicida de Magonia
pubescens contra Aedes aegypti (Diptera: Culicidae)!™™; la toxicidad de especies de Sapindus
contra Sitophilus oryzae (Coleoptera: Curculionidae)!’” 5], y la toxicidad de especies de
Dodonaea contra especies de Spodoptera (Lepidoptera: Noctuidae)!'®-1¢21. Hasta el momento los
estudios en especies de esta familia, han revelado principalmente actividad contra insectos
de los drdenes Lepidoptera y Diptera. Sin embargo, estos resultados pueden ser un artefacto
de la biodeteccién en si misma, dado que la mayor parte de los estudios se han focalizado en
gusanos masticadores e insectos barrenadores de importancia econémica y en mosquitos
que son vectores de enfermedades para los seres humanos. No obstante ello, existen
productos de especies de Sapindaceas que han demostrado actividad diferencial sobre
especies de insectos de diferentes drdenes e inclusive en especies pertenecientes al mismo
ordenl!” 165 164y algunos han mostrado también selectividad cuando testeados frente a
insectos benéficos!"!.

Muchos compuestos bioactivos han sido identificados de miembros de esta familia.
Por ejemplo, de especies estudiadas en cuanto a su actividad antiinsecto, ha sido reportada
la presencia de diterpenos clerodanos y flavonoides prenilados (Dodonaea spp)!4?;

flavonoles, fenoles y triterpenos (Paulinia spp)l'®; taninos (Magonia pubescens)!®]; lectinas
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(Talisia esculenta)l'®’]; acido galico, galatos y derivados (Acer rubrum)i®sl; habiéndose
confirmado en algunos casos que los mismos eran los responsables de las actividades
descritas. De todos estos metabolitos secundarios, probablemente los de mayor potencial
como agentes biocontroladores son los clerodanos. Han sido reportadas las propiedades
antialimentarias de clerodanos contra varios insectos, incluyendo especies de Lepidopteros,
Coledpteros y Ortopteros!'s 1 170, A pesar de que las fuentes mayoritarias de estos
diterpenos son especies pertenecientes a las familias Asteraceae y Lamiaceae, las
Sapindaceas han mostrado, en estudios recientes, ser buenas productoras de los mismos 13
171,172],

Fueron tres las Sapindaceas incluidas en la bioprospeccion de especies nativas
realizada en el laboratorio: Serjania meridionalis, Allophylus edulis y Dodonaea viscosa.
Habiéndose profundizado el estudio en las dos tltimas (objetos de este capitulo), la primera
también mostrd ser una especie promisoria en cuanto al aislamiento de metabolitos

bioactivos.

Serjania

El género Serjania, perteneciente a la tribu Paulinieae, es un género que ha sido poco
estudiado en comparacion con otros de esta familia. Sin embargo, presenta varias especies
que han revelado poseer actividad bioldgica, ya sea contra insectos asi como actividad
farmacoldgica. S. erecta por ejemplo, es una especie que ha sido estudiada en su capacidad
antiinflamatoria topica, encontrandose potencial en dicha actividad en los extractos
hidroalcoholicos, diclorometano, acetato de etilo y hexanicos de hojas y ramas!'”?l. También
fue reportado el potencial de esta especie en el tratamiento de disfunciones cognitivas (fue
estudiada la actividad sobre factores relacionados con el sindrome de Alzheimer),
obteniéndose, ademas de la actividad deseada sobre ciertos neurotransmisores, baja
toxicidad, buena actividad antioxidante y actividad hipoglicémical'#l y también mostro tener
buen potencial como gastroprotectival'”’l. Ademas, los extractos de hojas de esta especie
mostraron tener efectos nematicidas contra el nemétodo Pratylenchus zeae (Tylechida:
Pratylenchidae), plaga ampliamente distribuida en la agricultura brasilera'7el.

S. lethalis es otra especie sobre la cual se han realizado estudios de actividad

biologica. El extracto etandlico de corteza de tallos mostrd actividad larvicida contra A.
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aegyptil”’l.  Asimismo, el extracto etandlico de corteza de raices presentd actividad
antileishmanial'”® y los extractos etandlicos de tallos y hojas mostraron poseer actividad
antibacteriana contra diferentes cepas de Staphylococcus aureus!'”).

De la especie S. salzamanniana fueron aisladas cuatro saponinas con actividad
molusquicida contra Biomphalaria alexandrina, transmisor de Schistosoma mansioni,
el parasito causante en Africa, Asia y América del Sur, de la esquistosomiasis (enfermedad
que a pesar de tener muy baja tasa de mortalidad, es causante de fiebres muy altas)!'®l. La
especie S. glabrata mostré poseer actividad antioxidante en su extracto metandlico de las
partes aéreas!'s!l. S. yucatensis, especie reportada como endémica de la peninsula del
Yucatdn, presentd actividad tripanocida contra Trypanosoma cruzi (Trypanosomatida:
Trypanosomatidae), causante de la enfermedad de Chagas!’®> 1%l En ese estudio fue
identificada una mezcla de un triterpeno [lup-20(29)-en-3-ona] (57) y un sesquiterpeno
oxigenado [6xido de B cariofileno (58)] como la responsable de la actividad reportada (tales

compuestos eran inactivos cuando testeados por separado).

FERYIN

I,

57 58

Serjania meridionalis es una especie nativa de Uruguay, distribuida en las regiones
tropicales y subtropicales de América del Surl'®¥, sobre la cual no existen casi reportes en
literatura. Carrere (2011)1"8 estudid y publico en un trabajo descriptivo, el potencial apicola
de esta especie en Uruguay. Ya fue reportado asimismo por el grupo de laboratorio donde se
enmarca este trabajo de tesis, el potencial antiinsecto de esta planta, aunque el extracto

testeado en ese caso mostro cierta toxicidad contra abejas!™l.
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Allophylus

El género Allophylus, perteneciente a la tribu Paullinieae estd compuesto por arbustos
o arboles, y en menor medida por arbustos trepadores. Muchos de sus especimenes son
plantas ornamentales!!*l. Engloba varias especies que han sido estudiadas por su actividad
bioldgica. Por ejemplo, la actividad antioxidante es una propiedad que ha sido descrita para
al menos dos especies de este género: A. rubifoliusl'®”) y A. africanus. Esta tltima, de la cual
fue reportado el contenido de polifenoles, flavonoides y proantocianidinas, mostré también
poseer buena actividad antibacterial, confirmandose entonces, el potencial de esta especie en
su uso contra infecciones bacterianas y en enfermedades cuya etiologia esta relacionada al
metabolismo de radicales libres!®8l. La citotoxicidad es otra propiedad que ha sido
encontrada en especies de este género. El extracto en diclorometano de A. timoriensis mostrd
citotoxicidad selectiva en células cancerigenas de colon y el extracto acetato de etilo redujo la
viabilidad de células cancerigenas pulmonares!'®!.

Asimismo, existen estudios fitoquimicos de varias especies de Allophylus. Ejemplos
de esto son el estudio realizado recientemente sobre A. longipes en el que se identificaron
veinticinco compuestos diferentes, incluyendo triterpenos, esteroles, aldehidos fendlicos!*};
el estudio sobre A. cominia, en el que se determind la concentracion proteica del extracto
acuoso de hojas, la composicion de acidos grasos, y se detecté también compuestos con
grupos amino libres, fendlicos, taninos, leucoantocianidinas, saponinas, triterpenos y
esteroides!™!l. De A. caudatus fueron aislados por primera vez un nuevo tipo de poliprenoles,
los aloprenoles. Estos son cadenas de alcoholes poliisoprenoides conteniendo entre 5 a 100
unidades de isoprenos. Los poliprenoles comunes poseen a-cis-poliprenoles conteniendo los
aloprenoles una unidad o-trans-isoprenol’?. A. laevigatus es otro ejemplo de especie sobre la
cual ha sido realizado el estudio fitoquimico y aislados sesquiterpenos, una flavona,
fitoesteroles, asi como mezclas de acidos grasos!'*3l.

La presencia de ciano compuestos no es ajena a este género. Los aceites de semillas
de A. natalensis y A. dregeanus presentaron cantidades parecidas de triacilgliceridos y

cianolipidos en el estudio realizado por Avato et all'%,

Allophylus edulis (Sapindaceae) (Figura 15), vulgarmente llamada “Chal chal”, es

miembro de la flora nativa uruguaya y brasilera asi como de la de Bolivia, Argentina y
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Guayanas. Es un arbusto o arbol bajo, de 4 a 7 m de altura. Posee tronco castafo rojizo y
corteza escamosa. Su follaje es persistente a semipersistente de color verde claro. Las hojas
son compuestas, trifoliadas, alternas, con foliolos glabros, dentados y con pedicelos cortos
hasta sésiles. Las flores son pequenas, blancas, de 2 mm de didmetro, dispuestas en
racimillos. El fruto es una drupa globosa de 8 mm de diametro, en una primera etapa

amarilla virando luego al rojol*4l.

.ifilha&dflofééta.ufpr.br

e "

Figura 15. Fotos de A. edulis
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Esta especie ha sido muy poco estudiada, sin embargo existen reportes sobre sus
actividades antihepatotdxical’, inhibidora de la enzima convertidora de angiotensinal'®},
antiulcerogénicas!'*! y genotoxicas!'’l. Asimismo, es usada comtinmente para obtencion de
taninos y aceites esenciales!'”. El té de hojas se utiliza popularmente para tratar
inflamaciones de garganta, problemas intestinales y digestivos!™ ademdas de ser
considerado antidiabéticol?®l. Respecto a los compuestos aislados de esta especie, se ha
reportado presencia de cianolipidos en semillas/® 202, metil inositol, quebrachitol (59), en
ramasl?®l asi como de los compuestos fendlicos responsables de la actividad inhibidora de la
enzima convertidora de angiotensinal'®l. También fue reportado el aislamiento de C-glicosil

flavonas con destacada actividad antihepatotoxical'*l.
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Dodonaea

Son dos las especies de este género sobre las cuales se han desarrollado la mayor
parte de las investigaciones: Dodonaea angustifolia y D. viscosa. Mientras que algunos
taxénomos las consideran sinénimos, otros reconocen a D. angustifolia como una sub especie
de D. viscosal"”!l, D. angustifolia estd ampliamente distribuida en Australia, Africa y América
del Sur, y ha sido empleada hasta el dia de hoy en medicina tradicional en todo el mundo.
Algunos de sus usos comunes son como analgésico, laxante, antipirético, antireumatico, en
el tratamiento del eczema y de enfermedades de la piel?™* 291 | D. viscosa es un arbusto,
raramente arbol bajo, ampliamente distribuida en areas tropicales y subtropicales de ambos
hemisferios (Figura 16). Es usada en medicina tradicional como antifebril, diaforético, y

también para el tratamiento del reumatismo, inflamaciones y dolores!206-207],
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Han sido realizados en los ultimos afios variados estudios sobre la actividad
farmacolégica de D. viscosa, que en general, ratifican sus usos en medicina tradicional. Por
ejemplo, se evalud la actividad antimaldrica de extractos acuosos de semillas, en ratones
infectados con Plasmodium berghei (del mismo género son los parasitos unicelulares que
transmiten la malaria en humanos), obteniéndose resultados positivos?®l. Asimismo, la
actividad antioxidante de los extractos de organos de esta especie ha sido estudiadal?®-2!1l.
Las propiedades antidiabéticas de esta planta fueron confirmadas en al menos dos estudios
realizados en Indial®®® 212; en uno de ellos se tested dicha actividad en ratas normales y en
ratas con diabetes inducida, obteniéndose actividad significativa por parte de extractos
hidroetandlicos de hojas!'*l. Mientras que en el otro, extractos etandlicos y acuosos de
plantas enteras, presentaron también buena actividad en ratas, y se concluyé que un buen
biomarcador de dicha actividad podia ser la quercetina [(60), Figura 19], a pesar de que la
misma podia resultar también, de la accion sinérgica de una combinaciéon de componentes
que interactian con diferentes blanco de la diabetes?'?. A su vez, esta enfermedad muchas
veces esta asociada con hiperlipidemia (altos niveles de lipidos) y muchos farmacos
antidiabéticos producen hepatotoxicidad; es asi que Ahmad et al (2011)2" estudiaron la
capacidad antihiperlipidémica y hepatoprotectiva de extractos de hojas de D. wviscosa,
observando efectos significativos y consistentes en conejos con diabetes inducida. La
capacidad gastroprotectiva de esta planta fue confirmada en el estudio de Arun y Asha
(2008)12141, donde el extracto hexanico de las partes aéreas de la planta inhibid las secreciones
acidas, previniendo la irritacidon gastrica. También se estudio la capacidad antiulcerogénica
de extractos de raices, confirmandose el potencial de los mismos/?®. Ademads la actividad
antidiarreica de los extractos de raices fue también descrita®?'?. Ha sido demostrada la
capacidad antibacteriana de extractos de hojas de esta planta contra Streptococcus pyogenes y
Staphylococcus aureus, asi como la actividad antiviral contra el virus Coxsackie B3 y el virus
de la influenza Al“l. La actividad antiftngica contra Candida albicans, causante de la
candidiasis oral en individuos infectados con VIH, fue asimismo evaluada y comprobada la
efectividad de los extractos testeados(?'” 218, También, en otro estudio, se determind la
actividad antifiingica contra especies causantes de enfermedades de la piel (Aspergillus niger,
Aspergillus flavus, Paecilomyces varioti, Microsporum gypseum y Trichophyton rubrum), siendo

los extractos cloroférmicos los mas activos en comparacion con los etanolicos, metanolicos y
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acetato de etilo®”. Al ser esta planta un producto botanico muy usado en dichas
enfermedades, Teshome et al. (2010)220 realizaron un estudio sistematico de su
dermatotoxicidad. Se observo en el mismo, que el extracto metanolico mostrd ser muy poco
irritante (en piel de conejo) y no mostr6 ninguin signo de irritacion en ratas. En ningun caso

se observo tampoco toxicidad dérmica aguda ni toxicidad por aplicaciones repetidas.

Figura 16. D. viscosa.

La actividad antiinsecto de los extractos de D. viscosa y D. angustifolia ha sido descrita
principalmente contra lepidopteros??'24. Por ejemplo, los extractos de hojas de D.
angustifolia (obtenidos con hexano, éter de petroleo, cloroformo, acetona y agua) fueron
testeados en ensayos de campo, mostrando ser efectivos agentes de biocontrol de larvas de
Earias vitella (Lepidoptera: Noctuidae)??. Ademads esos extractos también mostraron
actividad ovicida contra Helicoverpa armigera (Lepidoptera: Noctuidae)??!. El extracto de
hojas de D. viscosa mostro actividad contra Phthorimaea operculella (Lepidoptera: Gelechiidae)
reduciendo la deposicion de huevos y el nimero de crias emergentes(??!.. También existen
reportes de actividad de estas especies vegetales contra otros ordenes de insectos. Un
ejemplo es la fuerte actividad de extractos de semillas de D. viscosa contra el coledptero S.
oryzae?! y el potencial larvicida de D. angustifolia, en sinergia con otras especies, contra

Culex quinquefasciatus.
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Han sido realizados estudios fitoquimicos en los que se ha confirmado la presencia
de aceites esenciales, flavonoides, terpenos, fenoles, cumarinas, esteroles y alcoholes, en D.
angustifolial??,

Asimismo en D. viscosa han sido aislados diversos flavonoides, acidos diterpénicos,
saponinas!’?. En cuanto a diterpenos, es de esta planta que se aisl6é por primera vez, como
productos naturales, tres clerodanos modificados (61-63)?%l. La estructura de estos
metabolitos secundarios se basa en el esqueleto carbonado y la estereoquimica absoluta, del
primer miembro aislado de la serie: la clerodina (64)I'”), aislada por primera vez de
Clerodendron infortunatum (Lamiaceae)?. Los compuestos con la misma estereoquimica
absoluta que la clerodina, han sido denominados neo-clerodanos, y aquellos con
configuracion espacial enantiomérica a la clerodina se han denominados ent-neo-clerodanos
(o ent-clerodanos). A su vez estos diterpenos estan biosintéticamente relacionados a los

labdanos, quienes derivan directamente del geranilgeranilpirofosfato (Figura 17).

—_
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Figura 17. Esqueletos bésicos de los (a) neo-clerodanos; (b) ent-clerodanos y (c) labdanos.

Ademas otros nueve diterpenos clerodanos (65-73) fueron aislados de los érganos
aéreos de D. viscosa originaria de China, no mostrando los mismos, actividad contra las dos
especies de mosquitos testeadas!'?. Sin embargo, los autores declararon que en estudios
previos estos clerodanos mostraron ser activos contra dos lepidopteros -P. xylostella y Pieris

rapae (Lepidoptera: Pieridae)- y contra el coledptero S. oryzae. Del mismo modo, una
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investigacion sobre esta familia de compuestos en D. angustifolia proveniente de Kenia,
mostrd que los extractos de las superficies de las hojas de esta planta estdn compuestos
mayormente por clerodanos (74-75) y también por flavonoides, cumarinas y otros
diterpenos!'”!l. Huang et al’??! en su trabajo en 2010 también aislaron otros tres diterpenos
clerodanos (76-78), un neo-clerodano (79), acido stictico (70) y acido hautriwaico (73) de los
organos aéreos de D. viscosa también proveniente de China. Este ultimo compuesto fue
recientemente reportado como componente antiinflamatorio de las hojas de D. viscosal?*!.
Asimismo, Wabo et al (2012)1'72] aislaron 3 diterpenos del tipo labdanos (80-82) (Figura 18) y
cuatro flavonas (99, 100, 103, 105; Figura 19) que presentaron también actividad
antiinflamatoria. De D. polyandra fueron también aislados derivados benzo esterificados de
diterpenoides clerodanos con actividad antiinflamatoria (83-86, Figura 18)12%’l. Asimismo, un
trabajo previo reporto la presencia de varios diterpenos, en otra especie de este género, D.
boroniaefolia, los cuales presentaron configuracion opuesta del esqueleto principal: ent-

clerodanos (87-89, Figura 18)12°1.
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61R1=R2=H

62 R1=H, R2=0H

71R1=R2=H
72R1=H,R2=0H
73R1=0H, R2=H

O+ _OH

74R=H

75R=0CH, 80R1=R2=H
81R1=H, R2=0OH
82R1=0OH,R2=H

83R=H 85 86

84 R=0OH 87R1=H,R2=0H,R3=H
88 R1=0H,R2=0H,R3=H
89 R1=0H, R2=COOH, R3=H
90 R1 =H, R2=COOH, R3 =0OH

Figura 18. Diterpenos de Dodonaea spp.

En cuanto a flavonoides, Niu et al. (2010) aislaron flavonoides prenilados (91-93,

Figura 19) de los dérganos aéreos de D. viscosa originaria de China, inactivos contra dos
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especies de mosquitos'#. Asimismo, fueron luego reportados flavonoides isoprenilados de
esta planta (94-98, Figura 19) que mostraron en muchos casos tener actividad adipogénica,
aumentando el contenido de triglicéridos por incremento de la expresién génica en
adipocitos®?. También fue estudiada la capacidad antioxidante y antibacteriana
(Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli'y Pseudomonas aeuriginosa) de metil
éteres de kaempferol (99-103, Figura 19) aislados de esta especie vegetal, trabajo en el cual se
concluyd que aquellos son los responsables de tales actividades mostradas por sus
extractos??¥l, Muhammad et al (2012)124 estudiaron la actividad inhibidora sobre una enzima
de Plasmodium falciparum, responsable de la mayor parte de las muertes por malaria en
humanos, encontrando que de diez compuestos aislados solamente un bisflavonoide (113)
fue activo. En este trabajo fueron aislados flavonoides (101, 105, 107, 108; Figura 19),
diterpenos (69, 90; Figura 18) y derivados fenolicos (114-116, Figura 20). También fueron
encontrados flavonoides (91, 109, 106, 110-112; Figura 19) en D. polyandra, especie utilizada
en la medicina tradicional australiana?®l.
Fue reportada también la actividad antiproliferativa de células cancerigenas de

ovario humano, de saponinas (117, 118; Figura 20) aisladas de las raices de D. viscosa!?%!.
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Rle
99 OHe
100 OMe
101 OMe
102 OMe
103 OHe
104 OMe
105 OMe
106 OMe

107R=H
108 R =OH

110 R1=R2=R3=H
111 R1=R2=H, R3=CHj
112 R1=0Me, R2=H, R3=CHj

Figura 19. Flavonoides de Dodonaea spp.
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Figura 20. Otros metabolitos secundarios de Dodonaea spp.

Tanto A. edulis como D. viscosa y S. meridionalis son especies nativas de Uruguay que
se encuentran ampliamente distribuidas en todo el territorio®”l. Dado el potencial como
agentes biocontroladores de plagas, que han mostrado poseer estas especies provenientes de
otras regiones geograficas, sumado al gran potencial de la familia, es que el objetivo de este
trabajo fue estudiar la actividad antiinsecto, determinar el perfil fitoquimico, y elucidar los
componentes, de las fracciones mas activas de los extractos de estas especies. Habiéndose
profundizado en el estudio del extracto de ramas de A. edulis y el extracto de hojas de D.

viscosd.
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2.2 Materiales y Métodos

Procedimientos experimentales generales

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) fueron obtenidos en un
Espectrometro Bruker DPX-400 Avance (400 MHz para 'H, 100 MHz para *C) en CDCls
(Cambridge Isotope Laboratories, Inc.) para los casos de 124 -132. Para los casos de 58, 119 -
123 fueron obtenidos en un Espectrémetro AMX-500 (400 y 500 MHz para 'H; 100, 125 y 150
MHz para ©C), también en CDCls. Fue utilizado en el caso de 132 el complejo de
desplazamiento para RMN tris (dipivalometanoato)-europio (CssHs7EuOs) (Merck). Los
espectros de masas de alta resolucién fueron obtenidos en un Espectrometro Micromass
Autospec, con introduccién directa de las muestras mediante una sonda de so6lidos con fuente de
ionizaciéon por Impacto Electrénico (70 eV) en los casos de 58, 119, 121 y 122; y para los casos
de 123, 128 y 132 en un Espectrometro Bruker micrOTOF-Q II con analizador cuadrupolo-
tiempo de vuelo y fuente de ionizacién atmosférica por Electrospray (ESI). En los casos de
los espectros de masas de baja resolucion (129 — 131) estos fueron obtenidos en un
cromatografo de gases Shimadzu 2010 Plus acoplado a un espectrometro de masas
Shimadzu QP2010 (GC-MS), con fuente de ionizacion por Impacto electréonico, mediante
inyeccién directa de la muestra [(40°/min, hasta 350° (5 min)]. Los andlisis de infrarrojo
fueron obtenidos en un Espectrometro IR Prestige-21 Shimadzu, utilizando pastillas de
NaCl. Las medidas de rotacion dptica fueron obtenidas en un polarimetro A. Kruss Optronic
P8000-P8100-T, a temperatura ambiente, en AcOEt, utilizando una celda de 5 cm largo. Las
Cromatografias Liquidas de Alta Performance (HPLC) analiticas y preparativas fueron
desarrolladas en un equipo Shimadzu LC-20AT Prominence, equipado con un detector de
arreglo de diodos SPD-M20A Prominence y columnas de fase normal. Para fines analiticos
una columna Macherey Nagel Nucleosil-100 (5 pm, 250 x 4,6 mm) fue utilizada, usando
como fase movil sistemas de solventes DCM/MeOH o hexano/AcOEt, a un flujo de 1
mL/min, en el caso de las fracciones de la particion liquido-liquido del extracto de A. edulis.
Para fines preparativos una columna Macherey Nagel Nucleosil-100 (7 pm, 250 x 16 mm) fue
utilizada, usando como fase mévil un sistema de solventes DCM/MeOH, a un flujo de 8

mL/min, en el caso de 125 -130; y una columna Beckman Ultrasphere Si-100 (5 pm, 250 x 10
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mm), usando como fase movil mezclas de hex/AcOEt, a un flujo de 8 mL/min, en los casos
de 58 y 119 - 123. Las cromatografias flash y cromatografias liquidas fueron desarrolladas en
silica gel MN Kieselgel 60 M (0,04-0,063 mm/ 230-400 mesh). Para las columnas flash fue
utilizada una bomba FMI Lab Pump, modelo RP-SY y una IWAKI Air Pump, modelo AP-
115S. Las fracciones fueron monitoreadas por cromatografia en capa fina (TLC)
desarrolladas en placas de aluminio recubiertas con Silica gel 60 G/UV2s« (Macherey-Nagel),
y la visualizacion se realizd mediante calentamiento de las placas pretratadas con Oleum
[(H20/acido acético/acido sulftirico) 16:80:4] o Anisaldehido/H2SOs (95 mL EtOH, 4 mL
H250: 1 mL anisaldehido)®®?. Los andlisis por GC-MS fueron realizados en un cromatdgrafo
de gases Shimadzu 2010 acoplado a un Espectrometro de Masas Shimadzu QP2010,
equipado con una columna OPTIMA-5-MS (Macherey-Nagel, 30 m x 0,25 mm, 0,25 pm), con
un flujo de gas carrier (He) constante de ImL/min. El programa de temperatura del horno
fue de 40°C (2 min) hasta 240°C (1 min) a 5 °C/min, y de 240°C hasta 320 °C (1 min) a 10
°C/min; la temperatura del inyector fue 250°C y la de la interfase 320°C. La inyeccion (1pL)
se realizo en modo Split (30:1) y se utilizo una fuente de ionizacion de impacto electréonico

(70 eV).

Material vegetal

A. edulis, D. viscosa 'y S. meridionalis fueron colectadas en Punta Gorda (Montevideo,
Latitud: -34,893783°, Longitud: -56,090125°) y Los Pinos (Colonia, Latitud: -34,435536°,
Longitud: -57,249008°) en agosto del 2007. Fue realizada una segunda colecta de A. edulis
para obtener mas material vegetal en Canelon Chico (Latitud: -34,4836111°, Longitud: -
56,3238889°), en marzo de 2009. Fueron separadas las hojas de las ramas y los frutos, y luego

el material vegetal fue secado durante 48 — 72 h a 40° C antes de la molienda y extraccion.

Extraccion y aislamiento

Los fraccionamientos descritos a continuacién fueron realizados en forma
consecutiva sobre las fracciones que presentaban buena actividad contra por lo menos uno
de los insectos modelo utilizados, y de las que a su vez se contaba con masa suficiente para

lograr purificar de ellas compuestos en cantidades adecuadas para obtener datos
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espectroscopicos utiles para su elucidacion estructural; en una estrategia de aislamiento
guiado por los resultados de actividad (“bioguiado”).

En todos los casos fueron realizados extractos etandlicos por maceracion con
agitacion, del material vegetal molido extrayendo tres veces durante 24 h. Los extractos
etandlicos brutos de ramas de S. meridionalis, hojas y ramas de A. edulis, y hojas de D. viscosa
fueron inicialmente particionados con solventes de polaridad creciente (agua-hexano, agua-
diclorometano, agua- acetato de etilo).

Asimismo se realizaron extracciones de las muestras molidas mediante extraccion
supercritica con didxido de carbono a diferentes presiones, servicio provisto por el
Laboratorio de Operaciones Unitarias de la Facultad de Ingenieria de la Pontificia
Universidad de Rio Grande del Sur. Tales extracciones fueron realizadas presurizando el
diéxido de carbono liquido con una bomba de alta presion. Luego ese fluido presurizado
recorria un sistema de pre calentamiento, elevando su temperatura y promoviendo asi su
pasaje del estado liquido al supercritico, antes de pasar por la muestra a extraer. Después de
la extraccidn, a través de una rapida expansion ocurrida en una valvula micrométrica, los
solutos se precipitaron en un vaso separador y el solvente se elimind al medio ambiente. El
equipo experimental de extraccion supercritica, se encuentra en proceso de patentel?*l. Los
extractos obtenidos a las diferentes presiones de extraccion, fueron analizados por TLC [fase
movil hexano/AcOEt (1:1), revelando con uwv2ss y Oleum)]. En este caso no se siguid la

estrategia de fraccionamiento bioguiado.

Fraccionamientos sobre el extracto etandlico de ramas de A. edulis:

Las fracciones de la particion liquido-liquido del extracto bruto de ramas de A. edulis
fueron ensayadas en cuanto a su actividad antiinsecto. Fueron también estudiados los
perfiles cromatograficos de las mismas en HPLC analitica de fase normal utilizando como
fase movil diferentes mezclas de hex/AcOEt y DCM/MeOH, y fueron también realizados los
analisis de '"H RMN de cada una de ellas.

Fue realizado un nuevo fraccionamiento del extracto etandlico bruto de ramas de A
edulis, partiendo de 36 g que fueron inicialmente sometidos a cromatografia liquida a vacio
(procedimiento C1Ae). El extracto fue sembrado adsorbido en silica, en una columna de

silica de 13 cm de altura y 6 cm de diametro. Fueron eluidas fracciones con mezclas de
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hex/AcOEt y AcOEt/MeOH, aumentando la polaridad a medida que iban eluyendo,
llevando a sequedad entre fraccion y fraccion. Cada fracciéon colectada correspondia a 2 0 3
volumenes muertos (200 mL). Fueron obtenidas 14 fracciones diferentes (Tabla 10),
identificadas de aqui en mas con el sufijo “Cl1Ae”. Todas ellas fueron analizadas por 'H
RMN 500 MHz.

La fraccion 2aC1Ae (800mg) fue sometida a cromatografia flash (30 cm de altura x 2,5
cm de didmetro; procedimiento denominado C2Ae), sembrando la muestra adsorbida en
silica. Esta fue eluida con mezclas de hex/AcOEt obteniéndose fracciones que luego de
estudiadas por TLC, resultaron ser nueve [TLC Figura 26, identificadas con el sufijo “C2Ae”
(Figura 21)]. La fraccion 1C2Ae (370 mg) fue sometida a otra cromatografia flash eluida
también con mezclas de hex/AcOEt obteniéndose subfracciones que luego de estudiadas por
TLC, resultaron ser siete. De esas siete, la subfraccion 2 (79 mg) fue separada por HPLC
preparativa [fase mdvil: hex/AcOEt (98,5:1,5)] de donde se obtuvo 58 (6mg). La union de las
fracciones (2-3)C2Ae (75 mg) fue sometida a HPLC preparativa [fase movil: hex/AcOEt
(98:2)] obteniéndose en ese caso 119 y una mezcla de compuestos [mezcla (2-3)C2Ae] que
fueron ensayados en cuanto a su actividad antiinsecto. La fraccion 4C2Ae (52 mg) fue
separada en HPLC preparativa [fase mdvil: hex/AcOEt (92:8)] obteniéndose un compuesto
puro, 120 pero en cantidad insuficiente para elucidar su estructura quimica. La fraccion
5C2Ae (130 mg) fue sometida a cromatografia flash eluida con mezclas de hexano/AcOEt
obteniéndose subfracciones que luego de estudiadas por TLC, resultaron ser seis. De esas
seis, la subfraccion 2 (59 mg) fue separada en HPLC preparativa [fase moévil: hex/AcOEt
(97:3)] obteniéndose 121 (2 mg), 122 (4 mg), 123 (4 mg). Las subfracciones 4 (10 mg) y 5 (17
mg) de esta separacion resultaron ser mezclas de compuestos que segun los revelados por
TLC, podrian coincidir con los de la fracciéon 6C2Ae (78 mg), por lo cual, ambas se reunieron
con esa ultima y fueron separadas en columna flash, eluida con mezclas de hex/AcOEt

(Figura 21).
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2aClAe (800 mg)
Cromatografia flash, C2Ae
FM : hex 100% - hex/AcOEt 88:12
Fraccion |1C2Ae| RC2Ae 3C2Ael|4C2Ae 5C2Ae 6C2Ae | 7C2Ae 8C2Ae 9C2Ae
€ae) | 57 [les 12 || 5 130 78 20 10 24
Masa (mg)
HPLC
FM: hex/AcOEt
(98:2)
Cromatografia flash,
FM : hex 100% - hex/AcOEt 119 (1 mg) 120 (<1 mg) _—_— :
80:20 Mezcla (2-3) C2Ae Cromatografia flash,
[Cromatografia flash, FM: 1) hex 100% -
Fraccion 1 2 3 4 5 6 7 FM : hex 100% - hex/AcOFEt hex/AcOEt 80:20,
Masa 80:20 2)lavado AcOEt 1009
200 79 45 1 1 1 6
(mg)
HPLC
FM: hex/AcOEt
(98,5:1,5)
58 (6 mg) Fraccion 1 2 3 4 5 6 Mezcla 6 C2Ae

Masa 59 | 19 [0 17 6

(ng)

HPLC

FM: hex/AcOEt

(97:3)
121 (2 mg), 122 (4 mg), 123 (4 mg)

Figura 21. Fraccionamiento de 2aClAe (fraccién obtenida de la separacion del extracto bruto de

ramas de A. edulis por cromatografia liquida a vacio).

La fraccion 2bC1Ae (1000 mg) fue sometida a columna cromatografica flash (30 cm
de altura x 2,5 cm de didmetro, procedimiento denominado C3Ae), sembrando la muestra
adsorbida en silica. Esta fue eluida con mezclas de hex/AcOEt obteniéndose fracciones que
luego de estudiadas por TLC, resultaron ser nueve (denominadas 1-9 C3Ae. En la

subfraccién 6C3Ae se obtuvo como sélido blanco 124 (26 mg) (Figura 22).
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2bC1Ae (1000 mg)

Cromatografia flash, C3Ae
FM : hex 100% - hex/AcOEt 50:50

NN

Fraccion 1C3Ae 2C3Ae 3C3Ae 4C3Ae 5C3Ae| 6C3Ae|7C3Ae 8C3Ae 9C3Ae
Masa
(mg)

10 52 61 29 127 300 100 140 185

124 (26 mg)

Figura 22. Fraccionamiento de 2bC1Ae (fracciéon obtenida de la separacion del extracto bruto de

ramas de A. edulis por cromatografia liquida a vacio).

La fraccion 3aClAe (820 mg) fue sometida a columna cromatografica flash (16 cm de
altura x 2,8 cm de diametro), sembrando la muestra adsorbida en silica. Esta fue eluida con
mezclas de hex/AcOEt obteniéndose fracciones que luego de estudiadas por TLC, resultaron
ser trece. La subfraccion 5 (50 mg) fue separada en HPLC preparativa [fase movil:
hex/AcOEt (83:17)] obteniéndose las mezclas AG1 (2,4 mg), AG2 (11 mg) y AG3 (5 mg). Estas
3 ultimas mezclas, luego de analizados por técnicas de RMN mono y bidimensionales,
mostraron ser acidos grasos, que fueron analizados por cromatografia de gases acoplada a
espectrometro de masas, con fines de identificaciéon, obteniéndose 125, 126 y 127. Las
subfracciones 6-8 fueron reunidas (54 mg) y separadas en HPLC preparativa [fase movil:

hex/AcOEt (68:32)] obteniéndose 128 (1,5 mg) (Figura 23).
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3aClAe (820mg)

Cromatografia flash, C4Ae
FM: 1) hex 100% - AcOEt 100%; 2) lavado MeOH 100%

e

Fraccion 1C4Ae 2C4Ae 3C4Ae 4C4Ae| 5C4Ae |6C4Ae 7C4Ae 8C4Ae | 9C4Ae 10C4Ae 11C4Ae 12C4Ae 13C4Ae

Masa 4y 1o 9 |l 50 J10o 35 12| 9 2 & 6 6
(mg)
HPLC
FM: hex/AcOEt |
(83:17)

128 (1,5 mg)
AG1(2,4 mg), AG2 (11 mg), AG3 (5 mg)

Figura 23. Fraccionamiento de 3aClAe (fraccién obtenida de la separacion del extracto bruto de

ramas de A. edulis por cromatografia liquida a vacio).

Fraccionamientos sobre el extracto etandlico de hojas de D. viscosa:

Fue realizado el fraccionamiento partiendo de 36 g de extracto etandlico bruto de
hojas de D. viscosa, que fueron inicialmente sometidos a cromatografia liquida a vacio
(C1Dv). El extracto fue sembrado adsorbido en silica, en una columna de 13 cm de altura (de
silica) y 6 cm de didmetro. Fueron eluidas fracciones con mezclas de hex/AcOEt y
AcOEt/MeOH, aumentando la polaridad a medida que iban eluyendo, llevando a sequedad
entre fraccion y fraccion. Cada fraccion colectada correspondia a 2 o 3 voliimenes muertos
(200 mL). Fueron obtenidas 16 fracciones diferentes (Tabla 13), identificadas de aqui en mas
con el sufijo “C1Dv”. Todas ellas fueron analizadas por '"H RMN 500 MHz.

La fraccién 4bC1Dv (450mg) fue sometida a columna cromatografica flash (17,5 cm
de altura x 3 cm de diametro; denominada C2Dv), sembrando la muestra adsorbida en silica.
Esta fue eluida con mezclas de hex/AcOEt obteniéndose fracciones que luego de estudiadas
por TLC, resultaron ser doce (identificadas con el sufijo “C2Dv”). La fraccion 5C2Dv (50 mg)
fue sometida a HPLC preparativa [fase movil: hex/AcOEt (92:8)] obteniéndose 123 (15 mg).
La fraccion 6C2Dv (51 mg) fue sometida a HPLC preparativa [fase movil: hex/AcOEt (82:18)]
obteniéndose 129 (6 mg). La fraccion 7C2Dv (49 mg) fue sometida a HPLC preparativa [fase
movil: hex/AcOEt (8:2)] obteniéndose 130 (3,5 mg). La fraccion 8C2Dv (76 mg) fue sometida
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a HPLC preparativa [fase movil: hex/AcOEt (78:22)]. La fraccion 9-10C2Dv (59 mg) fue
sometida a HPLC preparativa [fase mdvil: hex/AcOEt (75:25)] obteniéndose 125 (6,6 mg)
(Figura 24).

4bC1Dv (450 mg)

Cromatografia flash, C2Dv
FM: 1) hex 100% - AcOEt 100%; 2) lavado MeOH 100%

R

Fraccion 1C2Dv 2C2Dv 3C2Dv 4C2Dv 5C2DvIrC2D\ 7C2Dv| |8C2Dv] |9C2Dv 10C2Dy 11C2Dv 12C2Dv

Masa g 18 5 4 |50 || 51 || 4o 76 || 29 29 9 5
(mg)
HPLC
FM: hex/AcOEt (92:8) HPLC
FM: hexJAcOEt HPLC HPLC
HPLC (80£20) FM: hex/AcOEt | g hex/AcOEt
FM: hex/AcOEt (78:22) (75:25)
123 (15 mg) (82:18) 130 (3,5 mg)
129 (6 mg) 125 (6,5 mg)

Figura 24. Fraccionamiento de 4bC1Dv (fraccion obtenida de la separacién del extracto bruto de hojas

de D.viscosa por cromatografia liquida a vacio).

Fraccionamientos sobre extractos supercriticos de D. viscosa:

Algunos de los extractos obtenidos con fluidos supercriticos de hojas y ramas de D.
viscosa presentaron en los estudios por TLC (Figura 25), perfiles que mostraban ser
promisorios en lo que respecta al aislamiento de compuestos puros. Es asi que con tal fin, los
mismos fueron sometidos a separacion en HPLC preparativa. El extracto de ramas de D.
viscosa realizado a 120 bar, fue fraccionado utilizando como fase mévil hex/AcOEt (60:40)
obteniéndose 131 (13 mg), compuesto que en la TLC mostraba estar en cantidades superiores
al resto. El extracto de hojas de D. viscosa realizado a 250 bar, fue fraccionado utilizando
como fase movil hex/AcOEt (7:3). Los extractos de hojas de D. viscosa realizados a 200 y 150
bar reunidos fueron fraccionados utilizando como fase mévil hex/AcOEt (6:4). De estos
ultimos fraccionamientos se obtuvo muy pequeiias cantidades de potenciales compuestos

puros, por lo cual no se continué con su estudio.
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Colonias de insectos

Los insectos utilizados para los bioensayos fueron: adultos de E. paenulata, larvas de
S. littoralis, adultos de R. padi y M. persicae. El mantenimiento de los mismos se encuentra
detallado en el Capitulo 1 (seccidon 1.2). También fueron utilizadas abejas Apis mellifera L.
(Hymenoptera: Apidae), las que fueron colectadas de colmenas (Canelones, Uruguay) el
mismo dia en que se realizaria el bioensayo. Fueron mantenidas bajo condiciones
controladas y alimentadas con caramelos realizados seguin datos bibliograficos®*! durante

los experimentos.

Bioensayos
Los Bioensayos de deterrencia de ingesta utilizando S. littoralis y E. paenulata y los
bioensayos de inhibicion de asentamiento de pulgones con M. persicae y R. padi fueron

realizados siguiendo los protocolos descritos en Capitulo 1 (seccién 1.2).

Bioensayos de toxicidad contra abejas:

La toxicidad contra abejas A. mellifera fue testeada en bioensayos de actividad por
contacto de los extractos aplicados en placas de Petri (9 x 1 cm)?”. Las placas eran
empapadas con las soluciones etanolicas de los extractos de manera de obtener 100 ng/cm?
de extracto (igual concentracion que en los bioensayos de deterrencia). Luego de evaporado
el solvente, cinco abejas obreras eran colocadas en cada placa (realizando 6 réplicas por
extracto) junto con un caramelo de azicar impalpable y miel para su alimentacion!”. El
numero de abejas vivas y abejas volteadas (muertas o que no respondieran a estimulos) se
registraba a las 24 hs. Fueron realizados controles negativos y positivos con etanol y

cipermetrina (40 pg/cm?) respectivamente.

Analisis estadisticos

Fueron realizados los mismos procedimientos que se describieron en el Capitulo 1
(seccion 1.2). Para el caso del bioensayo de toxicidad contra abejas el andlisis de los
resultados se realizd6 mediante un analisis de varianza (ANOVA) y el Test de Tukey (post-

ANOVA) para comparaciones pareadas.
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2.3 Resultados

En la Tabla 6 se muestran los rendimientos de la extraccion etandlica de los diferentes
organos de las Sapindaceas estudiadas, asi como los resultados de los bioensayos realizados
inicialmente testeando la actividad antiinsecto de dichos extractos. Los extractos de ramas y
hojas de A. edulis, hojas de D. viscosa y ramas de S. meridionalis fueron sometidos a particion
liquido-liquido, obteniéndose los rendimientos para las fracciones extraidas con diferentes
solventes, que se muestran en la Tabla 7.

En la tabla que le sigue (Tabla 8) se encuentran detallados los rendimientos de las
extracciones realizadas con fluidos supercriticos de los diferentes 6rganos de las plantas, y

en la Figura 25 se encuentran las imagenes de las TLC realizadas de estos extractos.
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Rendimiento extraccion

Especies de Insectos

M. persicae

R. padi

S. littoralis

E. paenulata

A. mellifera

Especie Organo (m
p gano (m) (%)
Indice de Preferencia (IP + ES) Knock-down
hojas (105 g) 19,2 0,03+0,01 0,16 + 0,04 -0,2+0,2 09+01* 0,5+03 ¢
Allophylus edulis
ramas (764 g) 51 0,7+0,2* 0,02 +0,01 03+0,2 0,6 + 0,2% 02+0,2°
frutos (7 g) 20,5 0,16 +0,04* 0,26 +£0,06* -0,12+0,05 02+0,2 02+0,24
Dodonaea viscosa hojas (902 g) 22,7 0,19 + 0,04 0,21 + 0,05* 0,3+0,2 0,7 +0,2* 0,5 +0,3ab
ramas (16 g) 34 0,24 £ 0,05* 0,07 £0,02 0,00 + 0,09 0,8 £0,2* 0,0 £0,02
frutos (44 g) 8,8 04+0,1* 0,58 + 0,06* 05+0,2 0,94 £ 0,06* NT
Serjania hojas (437 g) 9,9 05+£01* 017004  -01+01  06£02*  23=0,6b
meridionalis
ramas (900 g) 8,2 0,14 + 0,08 01+0,1 02+0,3 0,8 £0,2* NT

Tabla 6. Rendimiento y actividad antiinsecto de los extractos etanélicos de los diferentes érganos de las especies vegetales estudiadas.
*Denota diferencia significativa entre consumo/asentamiento en control y tratado (Test de rangos de Wilcoxon de dos colas, para muestras
pareadas, p<0,05). t Diferentes letras indican diferencia significativa entre controles y tratados en comparaciones entre medias post-ANOVA (p <

0,05; Test de Tukey). Control negativo = (0,2 + 0,2 ?); control positivo = (4,8 + 0,2 4). NT: no testeado.
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Especie, material vegetal [m de
extracto (g)]

Fraccion

hex DCM AcOEt acuosa

Rendimiento (%)

A. edulis, hojas (20 g)

A edulis, ramas (25 g)

11,5 0,5 1,9 33,2

63 09 3,0 -

D. viscosa, hojas (19 g)

07 22 3,8 39,67

S. meridionalis, ramas (73 g)

10,0 08 2,0 51,2

Tabla 7. Rendimientos de particiones liquido-liquido de los extractos etandlicos particionados.

Presidn de extraccion (bar)

Material vegetal m(g) 90 120 150 200 250 300
Rendimiento extraccion (%)
A. edulis, hojas 40 04 05 1,3 08 02 -
A. edulis, ramas 57 02 05 03 05 - -
D. viscosa, hojas 30 03 02 03 04 08 05

D. viscosa, ramas -

S. meridionalis, hojas 52

S. meridionalis, ramas 45

08 01 01 01 02 02

01 06 03 04 05 03

Tabla 8. Rendimiento de extracciones realizadas con fluidos supercriticos a las distintas presiones, de

los diferentes materiales vegetales extraidos.
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90 120 150 200 250 300 90
A. edulis (hojas)

90 120 150 200 250 300 90 120 150 200 250 300

D. viscosa (hojas) D. viscosa (ramas)

90 120 150 200 250 300 90 120 150 200 250 300

S. meridionalis (hojas) S. meridionalis (ramas)

Figura 25. TLC de los extractos de hojas y ramas de A. edulis, D. viscosay S. meridionalis realizados con
fluidos supercriticos.
Los niimeros indican las presiones de extraccién en cada caso (bar). Fase mévil: hex/AcOEt (1:1).

Revelado: luz uv (marcado con lapiz) y Oleum.
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2.3.1 Fraccionamiento, aislamiento de compuestos y actividad
antiinsecto del extracto etanolico ramas de A. edulis

En la Tabla 9 se pueden observar los resultados de los bioensayos de deterrencia
contra los cuatro modelos de insectos, de las diferentes fracciones de la particion liquido-
liquido del extracto etandlico bruto de ramas de A. edulis. Los perfiles cromatograficos

obtenidos por HPLC de las mismas y los espectros de "H RMN se encuentran en el Anexo II.

Indice de Preferencia (IP + ES)

Especies de Insectos

Extr/fracciéon M. persicae R. padi S. littoralis E. paenulata
E EtOH ramas 0,7 £0,2* 0,02 +0,01 0,3+0,2 0,6 £ 0,2*
f hex 0,80 £ 0,09* 0,41 £0,07* -02+0,4 0,4 +0,2%
f DCM 0,53 + 0,08* 0,27 + 0,08* 0,2+0,2 0,94 + 0,04*
f AcOEt 04+0,1* 0,05+ 0,08 03+0,3 0,8 +0,1%
fac 0,3+0,1% 0,01+0,07 -0,1+0,2 04+03

Tabla 9. Actividad antiinsecto de las fracciones de la particién liquido-liquido del extracto etanolico
de ramas de A. edulis.
*Denota diferencia significativa entre consumo/asentamiento en control y tratado (Test de rangos de

Wilcoxon de dos colas, para muestras pareadas, p < 0,05).

En el fraccionamiento independiente a la anterior particiéon, comenzado con una
separacion del extracto bruto por cromatografia liquida a vacio (C1Ae), se obtuvieron las
fracciones de masas detalladas en la Tabla 10 donde también se encuentran los resultados de
los bioensayos de deterrencia realizados sobre las mismas. En el Anexo III se encuentran los

resultados de los analisis de "H RMN (500 MHz) realizados sobre tales fracciones.
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Indice de Preferencia (IP + ES)

Fracciéon Solvente de Masa . o5 de insect
(ClAe) elucién (8) Species ce Tnsecos
M. persicae R. padi S. littoralis  E.paenulata
E EtOH - - 0,7+0,2* 0,02+0,01 03+02 06 0,2*
ramas
1 hex 100% 0,034 0,7+0,1* - 0,4+0,2 -
2a hex/AcOEt 0,830 0,36+0,09* -04+0,1* -0,1+0,1 0,8%0,3*
2b (80:20) 1,020 0,3+0,2 02+0,1 0,0+0,1 0,8 +0,3*
3 0,828 05+0,1* 0,30+0,07* 0,1+0,2 0,8 +0,1*
a hex/AcOEt (1:1)
3b 0,375 0,51+0,07* 0,26+0,09* -0,2+0,1 02+0,4
4a 0,788 0,34+0,09* 0,15+0,09° 0,003 0,6+0,3
AcOEt 100% 0,91 +
4b 0,304 0,48 +0,09* 0,4+0,1* 0,3+0,1 0,09*
AcOEt/MeOH
5 (98:2) 0,077 03+02° 0,32+0,08* 05+0,2 1,0 + 0,0*
6a AcOEt/MeOH 2,600 04+0,1*  0,3+0,1* 0,1+0,1 0,6 +0,2*
6b (80:20) 2,340 01+01 020+0,08 0,3+0,1 0,1+0,3
7a AcOEt/MeOH 11,400 0,47+0,09 0,17+0,07* 0,30+0,07* 0,3+0,3
7b (1:1) 8860 0,3+0,1* 0,02+0,07 00+0,1 0,7 +0,2*
8a 2,240 042+0,09* -0,1+0,1 0,3+0,2 0,3+0,3
MeOH 100%

8b 1,390 020,11 02+0,1* -006+007 0,2+0,2

Tabla 10. Masa y actividad antiinsecto de las fracciones obtenidas de C1Ae con los diferentes

solventes de elucion.

*Denota diferencia significativa entre consumo/asentamiento en control y tratado (Test de rangos de

Wilcoxon de dos colas, para muestras pareadas, p < 0,05). #Denota diferencia significativa entre

consumo/asentamiento en control y tratado (Test de rangos de Wilcoxon de una cola, para muestras

pareadas, p <0,05).

Fraccionamiento de 2aClAe

La fraccion 2aClAe fue sometida a separacion cromatografica en columna flash. El

resultado de la TLC obtenida para las fracciones eluidas de dicha columna se encuentran en

la Figura 26.
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= S
Bruto 1 2 ) 4 3 b 74 b 9
(2aCl)

Figura 26. TLC de las fracciones 1 a9 C2Ae.
Fase movil: hex/AcOEt (84:16). Revelado: luz uv (marcado con lapiz) y Oleum.

De la primera fraccién eluida de la anterior columna flash (1C2Ae), fueron aislados 6
mg de 58 [Rf en TLC eluida 2 veces con hex/AcOEt (96:4) = 0,77], compuesto sobre el cual se
realizaron todos los andlisis de RMN mono y bidimensionales para elucidar su estructura

(Anexo IV); datos que se encuentran detallados a continuacion:

6,7-epoxi cariofileno (58) CisH.0 HREIMS m/z 220,1794 [M]* (calculada para
C1sH20: 220,18271; Am = 15,0 ppm). 'H RMN (8 ppm) 0,96 (m, 1H, H-8); 0,98 (s, 3H, H-12);
1,01 (s, 3H, H-13); 1,20 (s, 3H, H-14); 1,32 (m, 1H, H-5); 1,42 (m,1H, H-9); 1,65 (m, 3H, H-1, H-
9); 1,76 (t ] = 10 Hz, 1H, H-10); 2,09 (m, 2H, H-8, H-4); 2,25 (m, 1H, H-5); 2,34 (m, 1H, H-4);
2,60 (dd ] =10 Hz 18,5 Hz,1H, H-2); 2,88 (dd, ] = 10,6 Hz 4,3 Hz,1H, H-6); 4,86 (m,1H, H-15);
4,97 (d, ] = 0,8 Hz, 1H, H-15). *C RMN (6 ppm): 17,2 C-14; 21,7 C-13; 27,4 C-9; 30,0 C5; 30,1
C-12; 30,4 C-4; 34,2 C-11; 39,3 C-8; 39,9 C-1; 40,98 (x, 3H, H-12);8,9 C-2; 51,0 C-10; 60,0 C-7;
63,9 C-6; 112,9 C-15; 152,0 C-3.

De las fracciones 2-3 de la misma columna [(2-3)C2Ae] se obtuvo 119 [Rf en TLC
eluida 2 veces con hex/AcOEt (9:1) = 0,5]. El resultado del analisis por espectrometria de
masas de alta resolucion fue: HREIMS m/z [M]* 430,2887; calculada para CsoHs:O 430,41744;

para C2oHs00:2 430,38106. Los datos de RMN obtenidos para este compuesto se detallan en la
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Tabla 11, en la que se observa que no fue posible confirmar si 119 se trata de un compuesto

de féormula molecular CsoHs:0 o Ca9Hs002. Asimismo, fue obtenida una mezcla de

compuestos (mezcla 2-3 C2Ae) cuyo espectro de 1H RMN se encuentra en el Anexo IV.

8 C (ppm O H (ppm) Descripcion*

19,83 (CHs) 0,85 d, J=6,5Hz, 3H
19,91 (CHs) 085  d,J=6,5Hz, 3H
22,78 (CHs) 0,86 d, J=7,0 Hz, 3H
22,87 (CHs) 0,87 d, J=7,0 Hz, 3H
37,49 37,62 37,65 37,69 (CH-2) 1,07 m 4H
39,58 40,08 (CH>) 1,13 m 4H
23,99 (CHs) 1,23 s, 3H
37,49 37,62 37,65 37,69 24,63 24,97 (CH2) 1,26 m 6H
24,63 24,97 (CH>) 1,3 m 2H
32,90 32,99 (CH) y 20,95 21,23 (CH-2) 1,38 m 3H
20,95 21,23 (CH) 1,43 m 2H
28,16 CH 39,58 40,08 (CH>) 1,52 m 2H
31,79 (CHz) 1,78 m 2H
11,92 11,41 (CHs) 2,11 s, 6H
12,34 (CHs) 2,16 s, 3H
20,95 21,23 (CHz) 2,6 t, 2H
OH 4,16 s, 1H

Carbonos cuaternarios
74,71
77,36 (posible)
117,54
118,53
121,19
122,80
144,74
145,78

Tabla 11. Datos de *C y '"H RMN obtenidos para 119.

En cada fila se encuentra el desplazamiento de el/los carbonos y los protones a los que podrian estar

enlazados (segun espectro HSQC). *Multiplicidad de la sefial del espectro 'TH RMN e integracién.
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De la fraccion 4 (4C2Ae) fue aislado 120 [Rf en TLC eluida con hex/AcOEt (90:10) =
0,38] pero en cantidad insuficiente para elucidar su estructura. En el Anexo IV se muestra el
'"H RMN de este compuesto.

De la fraccion 5 (5C2Ae) fueron aislados 121 [Rf en TLC eluida 2 veces con
hex/AcOEt (88:12) = 0,55], 122 [Rf en TLC eluida 2 veces con AcOEt/hex (12:88) = 0,45] y 123
[Rf en TLC eluida con hex/AcOEt (88:12) = 0,3], compuestos sobre los cuales se realizaron
todos los analisis de RMN mono y bidimensionales para elucidar su estructura (Anexo IV);

datos que se encuentran detallados a continuacién:

Espatulenol (121) CisH.O HREIMS m/z 220,2002 [M]* (calculada para CisHxO:
220,18271; Am =79 ppm) . 'H RMN (3 ppm) 0,47 (dd, ] = 11,3; 9,5 Hz, 1H, H-1); 0,71 (ddd, ] =
11,3; 9,5; 6,1 Hz, 1H, H-2); 1,01 (m, 1H, H-3); 1,04 (s, 3H, H-13); 1,06 (s, 3H, H-12); 1,28 (s, 3H,
H-15); 1,32 (m, 1H, H-10); 1,57 (m, 1H, H-8); 1,63 (m, 1H, H-7); 1,77 (m, 1H, H-8); 1,91 (m, 1H,
H-7); 1,98 (m, 1H, H-3); 2,04 (m, 1H, H-4); 2,20 (m, 1H, H-6); 2,42 (dd, ] = 13,5 Hz 7,0 Hz, 1H,
H-4); 4,66 (d, ] =1 Hz, 1H, H-14); 4,69 (bs, 1H, H-14). *C RMN (8 ppm): 16,5 C-13; 20,4 C-11;
24,9 C-3; 26,2 C-15; 26,9 C-7; 27,6 C-2; 28,8 C-12; 30,1 C-1; 39,0 C-4; 41,9 C-8; 53,5 C-6; 54,5 C-
10; 81,1 C-9; 106,4 C-14; 153,6 C-5.

Sitosterona (122) CxHsO HREIMS m/z 412,3970 [M]* (calculada para CzsHsO
412,3705: Am = 64 ppm). 'H RMN (8 ppm) 0,71 (s, 3H, H-18); 0,83 (m, 6H, H-26, H-27); 0,85
(m, 3H, H-29); 0,92 (m, 5H, H-21, H-9, H-24); 1,02 (m, 2H, H-14, H-7); 1,12 (m, 2H, H-15, H-
17); 1,17 (m, 4H, H-23, H-22, H12); 1,18 (s, 3H, H-19); 1,25 (m, 2H, H-28); 1,33 (m, 2H, H-2, H-
22); 1,36 (m, 1H, H-20); 1,43 (m, 1H, H-11); 1,51 (m, 2H, H-11. H-8); 1,61 (m, 1H, H-15); 1,67
(m, 1H, H-25); 1,70 (m, 1H, H-1); 1,84 (m, 1H, H-6); 1,86 (m, 2H, H-16); 2,02 (m, 2H, H-1; H-
12); 2,28 (m, 1H, H-6); 2,39 (m, 2H, H-2, H-7); 5,72 (s, 1H, H-4). *C RMN (8 ppm): 12,13 C-18;
12,15 C-29; 17,6 C-19; 18,8 C-21; 19,2 C-26; 20,0 C-27; 21,2 C-11; 23,3 C-28; 24,4 C-15; 26,3 C-
23; 28,4 C-16; 29,4 C-25; 32,3 C-6; 33,1 C-7; 34,1 C-22; 34,2 C-2; 35,8 C-8; 35,9 C-1; 36,3 C-20;
38,8 C-10; 39,8 C-12; 42,6 C-13; 46,1 C-24; 54,1 C-9; 56,1 C-14; 56,2 C-17; 123,9 C-4; 171,8 C-5;
199,8 C-3.

97



Capitulo II. Familia Sapindaceae - Resultados

Lupeol (123) (s6lido amorfo blanco) CaoHs0O HRESIMS m/z 426,3821 [M]* (calculada
para CaoHs00: 426,38615 Am = -9,5 ppm). 'H RMN (3 ppm) 0,68 (d, | =9,2 Hz; 1H, H-5); 0,76
(s, 3H, H-24); 0,79 (s, 3H, H-28); 0,83 (s, 3H, H-25); 0,94 (s, 3H, H-27); 0,97 (s, 3H, H-23); 1,03
(s, 3H, H-26); 1,07 (m, 2H, H-12); 1,28 (m, 1H, H-9); 1,32 (m, 1H, H-21); 1,36 (m, 1H, H-18);
1,38 (m, 1H, H-22); 1,39 (m, 3H, H-6, H-7); 1,42 (m, 2H, H-11); 1,48 (m, 2H, H-16); 1,52 (m,
1H, H-6); 1,57 (m, 2H, H-2); 1,59 (m, 2H, H-15); 1,66 (m, 2H, H-1); 1,68 (bs, 4H, H-13, H-30);
1,92 (m, 1H, H-21); 2,01 (m, 1H, H-22); 2,38 (td, ] = 11,1 Hz 5,8 Hz, 1H, H-19); 3,19 (dd, | =
11,4, Hz 4,9 Hz, 1H, H-3); 4,57 (dd, ] =2,5 Hz 1,3 Hz, 1H, H-29); 4,68 (d, ] = 1,3 Hz, 1H, H-29).
3C RMN (8 ppm): 14,7 C-27; 15,6 C-24; 16,1 C-25; 16,3 C-26; 18,2 C-28; 18,5 C-6; 19,5 C-30;
21,1 C-11; 25,2 C-12; 27,58 C-2; 27,6 C-15; 28,2 C-23; 29,9 C-21; 34,5 C-7; 35,8 C-16; 37,3 C-10;
38,7 C-1; 38,2 C-13; 39,0 C-4; 40,2 C-22; 41,0 C-8; 43,0 C-14; 43,2 C-17; 48,2 C-19; 48,5 C-18;
50,6 C-9; 55,5 C-5; 79,2 C-3; 109,5 C-29; 151,1 C-20.

De la fraccién 6 (6C2Ae) (unida a la subfraccién 4 del fraccionamiento de 5C2Ae) no
fue posible aislar compuestos con la pureza suficiente para su elucidacion estructural. Sin
embargo, fue ensayada la actividad de una de las mezclas, cuyo analisis de 'H RMN se
encuentra en el Anexo IV (mezcla de 6C2Ae) [Rf en TLC eluida 2 veces con hex/AcOEt
(88:12) = 0,37 - 0,50].

Fraccionamiento de 2bC1Ae

La fracciéon 2b de la columna cromatografica inicial del extracto etanolico bruto de
ramas (2bC1Ae) fue sometida a cromatografia flash. De la subfraccion 6 de esta separacion
fue aislado como sélido amorfo, el compuesto 124 [Rf en TLC eluida 2 veces con hex/AcOEt
(88:12) = 0,32], sobre el cual se realizaron todos los analisis de RMN mono y bidimensionales

para elucidar su estructura (Anexo IV); datos que se encuentran detallados a continuacion:

Sitosterol (124) (solido amorfo blanco) C0Hs0O EIMS m/z [M]* 414, 399, 381, 354, 329,
303, 273, 255, 231, 213. 'H RMN (8 ppm) 0,69 (s, 3H, H-18); 0,80-0,85 (m,9H, H-27,H-29,H-26);
0,92 (m, 5H, H-21, H-24 , H-9); 1,01 (s, 3H, H-19); 1,02 -1,04 (m, 2H, H-17, H-22); 1,09 (m, 1H,
H-1); 1,12 (m, 1H, H-14); 1,17 (m, 3H, H-23, H-12); 1,25 (m, 2H, H-28); 1,31 (m, 1H, H-22);
1,36 (m, 1H, H-20); 1,50 (m, 5H, H-2, H-7, H-8, H-11); 1,59 (m, 2H, H-15); 1,68 (m, 1H, H-25);
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1,85 (m, 3H, H-1, H-2, H-16); 1,96 (m, 1H, H-7); 2,02 (m, 1H, H-12); 2,28 (m, 2H, H-4); 3,51 (m,
1H, H-3); 5,3 (m, 1H, H-6). 3C RMN (& ppm): 12,0 C-29; 12,1 C-18; 18,9 C-21; 19,2 C-26; 19,6
C-27; 20,0 C-19; 21,2 C-11; 23,2 C-28; 24,5 C-15; 26,2 C-23; 28,4 C-16; 29,3 C-25; 31,8 C-2; 32,0
C-§; 32,1 C-7; 34,1 C-22; 36,3 C-20; 36,6 C-10; 37,4 C-1; 39,9 C-4; 42,4 C-4; 42,5 C-13; 46,0 C-24;
50,3 C-9; 56,2 C-17; 56,9 C-14; 72,0 C-3; 121,9 C-6; 140,9 C-5..
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Fraccionamiento de 3aClAe

La fraccion 3a de la columna cromatografica inicial del extracto etanolico bruto de
ramas (3aClAe) fue fraccionada por cromatografia flash, obteniéndose subfracciones cuyo

perfil de TLC se encuentra en la Figura 27.

I Brroisiiailiobiierbil - ba . W ‘
Bruto 1 2 3 £ 5 [
i3aCl)

| beos
. ¢
I ®=831; g
. :.i g R‘ ‘ .hv

Figura 27. TLC de las fracciones obtenidas de la columna flash a la que se someti6 3aC1Ae.

Fase movil: hexano/AcOEt (60:40). Revelado: luz uv (marcado con lapiz) y Oleum.

De la subfraccion 5 de esta columna fueron aisladas tres mezclas de compuestos
(AG1, AG2 y AG3). Los analisis de RMN realizados sobre ellas (Anexo IV) mostraron que se
trataba probablemente de acidos grasos, por lo cual estos se analizaron por GC-MS
obteniéndose: en los casos de AGl y AG2 un pico mayoritario correspondiente a acido
palmitico 125 (por comparacion con el estandar); y en el caso de AG3 una mezcla de acido
palmitico 125, acido oleico 126 y acido linoleico 127{cromatogramas mostrados en Anexo IV,
[Rfs en TLC eluida 2 veces con AcOEt/hex (35:65) = 0,75; para los tres casos]}. En los tres
casos se encontro que los patrones de fragmentacion de los picos de las muestras eran
idénticos a los de los patrones de acidos grasos inyectados para comparar. Los espectros de
masas de los picos de las muestras se encuentran en el anexo de este trabajo, acompafiados

de las estructuras de los mismos.

De la subfraccion 6-8 de la anterior columna, fue aislado 128 [Rf en TLC eluida 2
veces con hex/AcOEt (65:35) = 0,5] sobre el cual se realizaron todos los analisis de RMN
mono y bidimensionales para elucidar su estructura (Anexo IV); datos que se encuentran

detallados a continuacién:
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(128) C2oH=»O: IR (en NaCl, cm-) 3441, 2934, 2850, 1730, 1660, 1454, 1381, 1261, 1022,
902, 848, 802. HRESIMS m/z 305,24777 [M+H]; 304,23995 [M‘] (calculada para CaHzOx:
304,24022 Am =-0,9 ppm)). 'H RMN (8 ppm) 0,8 (s, 3H, H-20); 0,82 (d, 3H, H-17); 1,10 (s, 3H,
H-19); 1,25 (s, 3H, H-16); 1,29 (m, 2H, H-11); 1,32 (m, 2H, H-6); 1,48 (m, 5H, H-7, H-12, H-
8);1,83 (m, 1H, H-10); 1,87 (d, ] = 1,3 Hz, 3H, H-18); 2,33 (m, 2H, H-1); 5,06 (dd, ] = 10,7 1,2
Hz, 1H, H-15); 5,20 (dd, ] = 17,3 1,2 Hz, 1H, H-15); 5,70 (d, J = 1,3 Hz, 1H, H-3); 5,80 (dd, ] =
10,8 17,6 Hz, 1H, H-14). 3C RMN (5 ppm): 15,9 C-17; 18,2 C-20; 18,5 C-19; 19,1 C-18; 27,0 C-7;
27,9 C-16; 31,3 C-11; 35,0 C-6; 35,01 C1; 35,7 C-12; 36,0 C-8; 38,5 C9; 40,0 C-5; 45,8 C-10; 73,3
C-13; 112,2 C-15; 125,7 C-3; 145,1 C-14; 172,0 C-4; 200,0 C-2.

128

En la tabla que sigue (Tabla 12) se muestran los resultados de actividad de las

fracciones 2aC1, 2bCl1, 3aCl, sus subfracciones y compuestos aislados de las mismas.
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Indice de Preferencia (IP + ES)

Especies de Insectos

M. persicae R. padi S. littoralis  E. paenulata
2aClAe 0,36 £0,09* -04+0,1* 0,0+0,1 0,8 +0,3*
58 (epoxicariofileno) 0,68 +0,08* 0,5 +0,1* -0,1+0,2 0,5+0,2*

119 0,3+0,1* - 04+0,2 02+0,3
122 (sitosterona) 03+0,1 - 00+0,3 -
123 (lupeol) 06+01* -003+0,07 020,22 0,6 £0,2*
mezcla de 6C2Ae 02+0,2 - 0,09+0,07 02+0,3
2bClAe 0,3%0,2 02+0,1 00+0,1 0,8+0,3*
1C3Ae - - - 0,6 £0,2*
2C3Ae 00+0,2 - - 04+0,3
3C3Ae 03+0,1* - - 1,0 £0,0*
4C3Ae - - - 0,6 0,3
5C3Ae 04+0,2* - - 02+0,3
6C3Ae - - - 00+0,3
124 (sitosterol) 03+0,1* 0,1+0,1 02+0,2 0,6 +0,2*
7C3Ae - - - 0,5+0,3"
8C3Ae 0,6 £0,2* - - 04+0,2
9C3Ae - - - 05+0,3
3aClAe 05+01* 0,30%0,07* 0,1+0,2 0,8+0,1*
AG2 0,70 £ 0,08* 00+0,2 0,0+0,1 -0,2+0,3
AG3 05+0,1* 048+0,07* -0,07+£0,08 -02+03

Tabla 12. Actividad antiinsecto de fracciones y compuestos aislados del extracto de ramas de A.
edulis.
*Denota diferencia significativa entre consumo/asentamiento en control y tratado (Test de rangos de
Wilcoxon de dos colas, para muestras pareadas, p < 0,05). #Denota diferencia significativa entre
consumo/asentamiento en control y tratado (Test de rangos de Wilcoxon de una cola, para muestras

pareadas, p <0,05). — No testeados.
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2.3.2 Fraccionamiento, aislamiento de compuestos y actividad
antiinsecto de extractos de D. viscosa

El extracto etandlico bruto de hojas de esta especie, fue sometido a fraccionamiento
cromatografico a vacio (C1Dv). En la Tabla 13 se encuentran detalladas las masas de las
fracciones obtenidas de este fraccionamiento con las mezclas de fase moévil utilizadas para
cada caso, asi como los resultados de los bioensayos de deterrencia realizados sobre tales
fracciones. En el Anexo V se encuentran los resultados de los analisis de 'H RMN (500 MHz)
realizados sobre esas fracciones. En la Figura 28 se muestra el resultado de la TLC obtenida

para las fracciones eluidas de C1Dv.
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Indice de Preferencia (IP + ES)

Extr/fraccion Solvente de Masa ;
. Especies de Insectos
(C1Dv) elucion (g)
M. persicae R. padi S. littoralis  E. paenulata
E Et,o H - - 0,19+0,04 0,21+ 0,05* 03+0,2 0,7 +0,2%
hojas
1 hex 100% 0,013 - 0,2+0,1* 04+0,2 -
2 hex/AcOEt (95:5) 0,107 - 0,1+0,2 0,3+0,2 04+0,2
3a 0,053 - 01+0,1 01+0,3 04+03
——— hex/AcOEt (9:1)
3b 0119 03+ 0,1* -02+0,1 0,3+0,2 0,5+ 0,2%
4a 0252 05+ 0,1* -0,3+0,1% -01+0,3 04+0,3
—— hex/AcOEt (8:2)
4b 0450 05+ 0,1* 0,1+0,2 0,35+0,07*  0,4+0,3*
5a 3,180 - 0,0+0,1 04+0,2 00+0,3
5b hex/AcOEt (1:1) 2,800 04+ 0,1* 0,0+0,1 04+0,2 0,90 +0,09*
5¢ 1,160 05+ 0,1*  031+0,09 0,7 £0,1* 02+0,3
6a 2,060 01+0,1 0,01 +0,09 01+0,3 0,5+0,1%
AcOEt 100%
6b 1,660 04+ 0,1* 0,3+0,1* 0,2 +0,3* 0,6 +0,3*
7 ACOEUMeOH 530 02:01 00201  03:01*  02:04
(98:2)
8a AcOEt/MeOH 3,550 0,7+0,2 01+0,1 04+03 -04+04
8b (8:2) 4,530 0,71+ 0,07 0,2+0,1 0,17 0,09 0,0+0,4
9a - 05+ 01*  004+0,09 0,3+0,2 01+03
MeOH 100%
9b - - - - 0,7+0,3

Tabla 13. Masa y actividad antiinsecto de las fracciones obtenidas de C1Dv con los diferentes
solventes de elucién.
*Denota diferencia significativa entre consumo/asentamiento en control y tratado (Test de rangos de
Wilcoxon de dos colas, para muestras pareadas, p < 0,05). #Denota diferencia significativa entre
consumo/asentamiento en control y tratado (Test de rangos de Wilcoxon de una cola, para muestras

pareadas, p <0,05).
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Figura 28. TLC de las fracciones obtenidas de C1Dv.
Fase movil: a) hex/AcOEt (7:3); b) AcOEt 100%. Revelado: luz uv (marcado con lapiz) y Oleum.

Fraccionamiento de 4bC1Dv

La fraccion 4b de la anterior columna (4bC1Dv) fue sometida a cromatografia flash,
de donde fue obtenido un compuesto cuyos analisis de RMN y EM revelaron que se trataba
de 123, aislado previamente de A. edulis.

Asimismo, fueron aislados 129 [Rf en TLC eluida 2 veces con hex/AcOEt (75:25) =
0,53] y 130 [Rf en TLC eluida 2 veces con hex/AcOEt (75:25) = 0,31] que luego de sus analisis
de RMN mono y bidimensionales y EM (Anexo IV), mostraron ser esteroles cuyos datos de

RMN y masas de alta resolucion se detallan a continuacion:

Estigmasterol (129) C2HusO EIMS m/z [M]* 412, 397, 300, 271, 255, 229, 213. 'H RMN
(5 ppm) 0,70 (s, 3H, H-18); 0,81-0,83 (m,9H, H-27,H-29,H-26); 0,92 (m, 1H, H-9); 1,00 (s, 3H,
H-19); 1,00-1,02 (m, 4H, H-14, H-21); 1,04 (m, 1H, H-15); 1,06 (m, 1H, H-1); 1,12 (m, 1H, H-
17); 1,16 (m, 4H, H-12, H-28); 1,25 (m, 1H, H-2); 1,48 (m, 3H, H-8, H-11); 1,52 (m, 1H, H-24);
1,55 (m, 1H, H-15); 1,68 (m, 1H, H-2); 1,82 (m, 1H, H-7); 1,85 (m, 1H, H-1); 1,94 (m, 1H, H-7);
1,98 (m, 1H, H-25); 2,01 (m, 1H, H-20); 2,27 (m, 2H, H-4); 3,51 (m, 1H, H-3); 5,02 (dd, ] = 14,8
Hz 8,8 Hz; 1H, H-23); 5,15 (dd, ] = 14,8 Hz 8,8 Hz; 1H, H-22); 5,35 (d, ] = 5,0 Hz, H-6). 1°C
RMN (5 ppm): 12,2 C-18; 12,4 C-29; 19,1 C-27; 19,6 C-19; 21,2 C-26; 21,2 C-11; 21,4 C-21; 24,5
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C-15; 25,5 C-28; 28,4 C-16; 29,1 C-2; 31,8 C-7; 32,0 C-25; 32,0 C-8; 36,7 C-10; 37,4 C-1; 39,8 C-
12; 40,7 C-20; 42,4 C-13; 42,5 C-4; 50,3 C-9; 51,4 C-24; 56,1 C-17; 57,0 C-14; 72,0 C-3; 121,9 C-6;
129,3 C-23; 138,5 C-22; 140,9 C-5.

Estigmast-7-en-3-ol (130) (sélido blanco, agujas) C20Hs0O EIMS m/z [M]* 414, 399, 273,
255, 231, 229, 213. 'H RMN (8 ppm) 0,55 (s, 3H, H-18); 0,79 (s, 3H, H-19); 0,81-0,84 (m, 9H, H-
27, H-29, H-26); 0,92 (d, 3H, H-21); 0,93 (m, 1H, H-24); 1,03 (m, 3H, H-11, H-22); 1,09 (m, 1H,
H-1); 1,15 (m, 2H, H-23); 1,21 (m, 1H, H-5); 1,23 (m, 2H, H-12); 1,26 (m, 5H, H-28, H-6, H25,
H-17); 1,28 (m, 1H, H-4); 1,34 (m, 1H, H-20); 1,37 (m, 1H, H-2); 1,47 (m, 2H, H-15); 1,58 (m,
1H, H-11); 1,63 (m, 1H, H-9); 1,72 (m, 1H, H-4); 1,76 (m, 1H, H-6); 1,79 (m, 1H, H-2); 1,8 (m,
1H, H-14); 1,84 (m, 1H, H-1); 1,9 (m, 2H, H-16); 3,6 (m, 1H, H-3); 5,15 (m, 1H, H-7). 3C RMN
(8 ppm): 12,0 C-18; 12,2 C-29; 13,2 C-19; 19,1 C-27; 19,2 C-21; 20,0 C-26; 21,7 C-11; 23,1 C-15;
23,2 C-28; 26,3 C-23; 28,1 C-16; 29,3 C-25; 29,8 C-6; 31,6 C-2; 34,0 C10; 34,4 C-22; 36,7 C-20;
37,3 C-1; 38,1 C-4; 39,5 C-12; 40,4 C-5; 43,5 C-13; 46,0 C-24; 49,6 C9; 55,2 C-14; 56,2 C-17; 71,2
C-3;117,6 C-7;139,8 C-8.

También fue obtenido un compuesto [Rf en TLC eluida 2 veces con hex/AcOEt

(80:20) = 0,62] que mostré ser un acido graso en sus estudios de RMN por lo que fue
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analizado por GC-MS, encontrandose que correspondia a acido palmitico puro (125) (Anexo

IV).

Del extracto de ramas de D. viscosa obtenido con fluidos supercriticos, realizado a 120
bar, fue aislado 131 [Rf en TLC eluida con hex/AcOEt (7:3) = 0,60], compuesto que ya en la
TLC de este extracto mostraba estar presente en gran cantidad (Figura 29). Dado que este
compuesto fue aislado del extracto de ramas de la especie en estudio, y este trabajo se enfocd
en el estudio del extracto de hojas de la misma, fue realizada una TLC comparativa de tal
extracto contra 131, con el fin de verificar la posibilidad de su existencia en el mismo (Figura
29. TLC de 131 comparando con extracto etandlico bruto de hojas de D. viscosa.. Los datos

espectroscopicos de 131 se encuentran detallados a continuacion:

131 (aceite incoloro) C20H320:s [a]*p = 31,05 (c 5,9 mg/mL, AcOEt); IR (en NaCl, cm™)
3394, 2939, 2870, 1462, 1389, 1265, 1161, 1122, 1053, 1026, 995, 930, 871, 787. HRESIMS m/z
343,22518 [M+Na]; 320,23541 [M]* (calculada para C20H320s: 320,23513 Am = 0,9 ppm). EIMS
m/z [M]* 320, 302, 287, 207, 208, 190, 175, 147, 135, 95, 94, 81. 'H RMN (8 ppm) 0,77 (s, 3H, H-
19); 0,81 (s, 3H, H-20); 0,91 (dd, = 11,4 2,4 Hz, 1H, H-5); 0,99 (s, 3H, H-18); 1,09 (t, ] = 4,0 Hz,
1H, H-8); 1,13 (m, 1H, H-3); 1,15 (s, 3H, H-17); 1,35 (m, 2H, H-6. H-7); 1,52 (m, 1H, H-11); 1,58
(m, 1TH, H-2.); 1,63-1,70 (m, 3H, H-2» H-6» H-11); 1,72 (m, 1H, H-3); 1,88 (m, 1H, H-7); 2,55 (m,
2H, H-12); 3,22 (dd, ] = 11,4 4,8 Hz, 1H, H-1); 6,30 (m, 1H, H-14); 7,24 (m, 1H, H-16); 7,35 (t, |
= 1,7 Hz, 1H, H-15). *C RMN (3 ppm): 15,5 C-19; 15,7 C-20; 20,4 C-6; 24,0 C-17; 26,2 C-11;
27,2 C-2; 28,1 C-12; 28,3 C-18; 38,1 C-3; 38,9 C-4 C-10; 44,6 C-7; 55,1 C-5; 61,2 C-8; 74,1 C-9;
78,9 C-1; 111,2 C-14; 125,6 C-13; 138,9 C-16; 142,9 C15.
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Figura 29. TLC de 131 comparando con extracto etanolico bruto de hojas de D. viscosa.Fase movil:
AcOEt/hex (7:3).

En la tabla que sigue (Tabla 14) se muestran los resultados de actividad de la fraccion

4bC1Dyv, y de todos los compuestos aislados de esta especie vegetal.
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Indice de Preferencia (IP + ES)

Especies de Insectos

R. padi S. littoralis  E. paenulata

4bC1Dv 0,5+0,1%

01+0,2 0,35 £ 0,07* 04+03*

123 (lupeol)

-0,03 0,07 02+0,2 0,6 £0,2*

129 (estigmasterol)

0,29 +0,05* 0,09 +0,06 -0,2+0,2

130 (estigmast-7-en-3-ol) 0,61 * 0,09*

00+0,1 - -

131 (labdano)

-0,01+0,09 02+0,2 0,5+0,3"

Tabla 14. Actividad antiinsecto de fracciones y compuestos aislados del extracto de hojas de D.viscosa.

*Denota diferencia significativa entre consumo/asentamiento en control y tratado (Test de rangos de

Wilcoxon de dos colas, para muestras pareadas, p < 0,05). #Denota diferencia significativa entre

consumo/asentamiento en control y tratado (Test de rangos de Wilcoxon de una cola, para muestras

pareadas, p <0,05).
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2.4 Discusion

2.4.1 Actividad antiinsecto de extractos y fracciones

En la Tabla 6 puede observarse que los extractos etandlicos de todos los érganos de
las tres especies de Sapindéceas estudiadas mostraron actividad deterrente significativa
contra al menos una especie de insecto testeada. Asimismo, en todos los casos en que se
evaluo la toxicidad contra abejas se obtuvo resultados negativos, salvo para el extracto de
hojas de S. meridionalis"’). Tomando en cuenta estos resultados preliminares de actividad
antiinsecto, asi como la cantidad de extracto disponible para realizar fraccionamientos
quimicos, fueron escogidos el extracto etandlico de ramas de A. edulis y el extracto etandlico
de hojas de D. viscosa para continuar el estudio fitoquimico y de actividad antiinsecto. Es
interesante notar que estos extractos no fueron activos contra todos los insectos testeados, lo
cual implica un gran potencial en lo que a actividad selectiva respectal’’l.

El procedimiento de estudio se realizo mediante un criterio guiado por la actividad
obtenida en los bioensayos, lo que llevo a aislar compuestos descritos previamente en su

quimica, aunque, en muchos casos, no en su actividad contra estas plagas.

Extracto etandlico de ramas de A. edulis

Este extracto mostrd actividad deterrente significativa contra M. persicae asi como
contra E. paenulatal. Sin embargo, ya en el primer fraccionamiento bruto del mismo
(particion liquido-liquido, Tabla 9) las fracciones hexano y diclorometano mostraron que la
actividad se extendié también a R. padi. Lo mismo ocurrié luego del fraccionamiento
realizado por cromatografia liquida a vacio (ClAe), donde muchas de las fracciones
obtenidas mostraron también actividad contra ese afido (Tabla 10). Para el aislamiento de
compuestos, debido a las cantidades obtenidas de fracciones, se opté por comenzar con las
fracciones resultado de aquella separacion cromatografica, eluidas con mezclas de solvente
mas apolares, que mostraban actividad antiinsecto. Se eligieron ademas, las fracciones
donde se observaban, a grandes rasgos, los mismos grupos de sefiales en el espectro de 'H
RMN (Anexos II y III) que en las fracciones activas de la particion liquido-liquido (las

fracciones hex y DCM), siendo las mismas: sefiales de -CH: entre 1 y 3 ppm, muy
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abundantes, y sefiales de menor abundancia en las regiones de protones aromaticos y
protones unidos a carbonos con heteroatomos.

Es asi que se comenzd con el fraccionamiento de 2aClAe (primera fraccion eluida
con la segunda mezcla de solventes en la cromatografia a vacio), fraccion que mostrd
actividad deterrente contra M. persicae y E. paenulata, pero a su vez mostré actuar como
estimulante de asentamiento de R. padi (Tabla 10). De esta, fueron aislados, los
sesquiterpenos 6,7-epoxicariofileno (58) y espatulenol (121); 119 y 120, dos compuestos sin
elucidar; y los triterpenos sitosterona (122) y lupeol (123); asi como una mezcla de
compuestos (mezcla de 6C2Ae, Figura 21 en seccidn 2.2), que mostraron luego de ensayados
contra las cuatro especies de insectos modelo, diferentes patrones de actividad (Tabla 12).
Solamente 58 mostrd ser activo frente a las tres especies de insectos contra las que habia
mostrado actividad la fraccién bruta (siendo en este caso, deterrente contra R. padi, en vez de
estimulante). El compuesto 123 mostro actividad deterrente contra M. persicae y E. paenulata
y el compuesto 119 lo hizo solamente contra M. persicae. Tanto el compuesto 122 como la

mezcla de 6C2Ae no presentaron actividad en los bioensayos realizados.

La fraccion 2bC1Ae (segunda fraccion eluida con la segunda mezcla de solventes en
la cromatografia a vacio), mostré actividad significativa solamente contra E. paenulata,
siendo entonces promisoria en cuanto a selectividad. Esta fue sometida a separacion
mediante cromatografia flash, de la que se obtuvo las seis subfracciones -C3Ae con
diferentes perfiles de actividad antiinsecto, en algunos casos activas contra otro de los
modelos de insecto utilizados (Tabla 12). De una de esas subfracciones (6C3Ae) fue aislado
como precipitado, sitosterol (124) quien revel6 actividad contra M. persicae y E. paenulata, a
pesar de que la subfraccién de la que fue aislado 6C3Ae no fue activa contra E. paenulata

(contra el afido no fue realizado el bioensayo).

La fraccion 3aClAe (primer fraccion eluida con la tercer mezcla de solventes en la
cromatografia a vacio) fue activa también contra E. paenulata, y ademads contra M. persicae. De
la misma se aislo tres mezclas de acidos grasos (AG1, AG2 y AG3), habiendo mostrado las

mismas actividad solamente contra M. persicae, y en el caso de AG3, también contra R. padi.
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Siendo asi que las mismas podrian ser los responsables de la actividad antiinsecto de esta

fraccion.

Extracto etandlico de hojas y extracto supercritico de ramas de D. viscosa.

El extracto etandlico de hojas de esta especie vegetal mostro actividad deterrente
significativa contra R. padi asi como contra E. paenulata. Sin embargo, ya en el primer
fraccionamiento bruto del mismo, realizado por cromatografia liquida a vacio (C1Dv),
muchas de las fracciones obtenidas mostraron también actividad contra M. persicae, y en

algunos casos contra S. littoralis (Tabla 13).

La fraccion 4bC1Dv, por ejemplo, ya no mostré actividad contra R. padi pero si
contra los otros tres insectos modelo utilizados. A su vez, de esta fueron aislados los
esteroles 129 y 130 y el triterpeno 123 mostrando todos ellos ser activos contra M. persicae, y
solamente 129 y 123 ser activos ademas contra R. padi y E. paenulata respectivamente (Tabla

14).

Las TLC de los extractos de ramas y hojas de D. viscosa obtenidos con fluidos
supercriticos muestran con buena resolucién la presencia de varios compuestos, que se
repiten en los extractos obtenidos a diferentes presiones tanto de ramas como de hojas. Fue
posible aislar un compuesto puro de uno de los extractos de ramas: el clerodano 131 que se
demostré6 mediante analisis en TLC que se encontraba también presente en el extracto
etanolico de hojas, ademds de encontrarse en varios de los extractos supercriticos de hojas.
Este compuesto, mostr6 tener actividad significativa solamente contra E. paenulata en los

bioensayos realizados.

Puede observarse que tanto en el caso del extracto de ramas de A. edulis como en el
de hojas de D. viscosa, de las fracciones que presentaban actividad contra ciertos insectos, se
aislaron compuestos que luego, al ser testeados puros contra los mismos, presentaron

patrones de actividad en muchos casos diferentes al de las fracciones brutas. Podria inferirse
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entonces, que estos eran en parte, los responsables de las actividades reveladas por las
fracciones, sin embargo es importante tener en cuenta ciertas consideraciones.

Por ejemplo, en los casos de compuestos o subfracciones que mostraron actividad
frente a insectos contra los que no habia sido activa la fraccion madre (124 contra E. paenulata
por ejemplo), debe ser considerada la concentracion de ese compuesto puro o subfraccion en
la misma, concentracion que el insecto detecta a la hora del ensayo. Asimismo, en esos casos
puede haber ocurrido enmascaramiento de los compuestos cuando testeados en la matriz
compleja que significa la fraccion, lo cual no ocurre al ser testeado puro.

Asimismo, en los casos en que se aislaron compuestos inactivos de fracciones activas
(como fue el caso de 129 con E. paenulata y S. littoralis) debe tenerse presente la posibilidad

de la accion sinérgica de los mismos.
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2.4.2 Elucidacion estructural de compuestos aislados y su

actividad antiinsecto

e

Acidos grasos

Los acidos grasos de cadenas pares, en especial de C-20 a C-24 son productos
naturales ubicuos en las ceras epicuticulares de muchas plantas?%l. Sin embargo es comun
encontrar en los diferentes estadios fenologicos, acidos grasos de C-16 a C-24. Existen varios
reportes de aislamientos de acidos grasos en la familia de las Sapindaceas, principalmente
de los frutos y semillas de distintos especimenes!!4!. 197, 2412431 En el caso de A. edulis, existe un
reporte en el que se describe la composicion de acidos grasos de diferentes especies de
Sapindaceas, revelando que la misma contiene en sus semillas mayoritariamente acidos
grasos del tipo (20:1) y (18:1)?4l. Asimismo, es destacable la presencia de reportes de
cianolipidos y triacilgliceroles en semillas, compuestos por cadenas acilicas principalmente
de 16, 18 y 20 carbonos con cero o una insaturacion®'l. En el caso de D. viscosa fue reportada
la composicion de acidos grasos de sus semillas, las que contenian: acido palmitico (11,29%);
estearico (9,86%); araquidico (3,75%); oleico (16,44%), linoleico (57,09%) y linolénico
(1,57%)R%1. Sin embargo, en ninguna de las dos especies vegetales habia sido descrita la

caracterizacion de acidos grasos en otros érganos.

De 3aC1lAe (del extracto etanolico de ramas de A. edulis) fueron aisladas las mezclas
AGl1, AG2 y AG3, cuyos andlisis de 'H RMN muestran sefiales comunes a acidos grasos.
Estos presentan gran cantidad de protones metilénicos indiferenciados, en desplazamiento
SH =1,2 - 1,4 ppm (6C =29 - 30 ppm), protones metilicos en & =0,9 ppm (3C = 14 ppm), y
protones olefinicos 8H = 5,3 ppm (5C = 130 ppm). Asimismo, puede observarse en el espectro
de 'H RMN una sefial en é = 2,34 ppm (perteneciente a un metileno de 6C = 34,1 ppm) que
presenta un acoplamiento en COSY con otro metileno (6H = 1,65 ppm; 6C = 24,8 ppm). Estos
dos metilenos se encuentran en desplazamientos diferentes al resto dado que corresponden
a los metilenos a. y B al grupo carbonilo de los acidos grasos, lo cual se ve confirmado con el
acoplamiento que presentan tales hidrégenos con el carbonilo en el espectro de HMBC. Los
estudios de los mismos en GC-MS confirmaron que tanto AG1 como AG2 corresponden a
acido palmitico (16:0, 125), impurificado, en el caso de AG1 con otros dos acidos grasos en
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proporcion 85: 7: 8 calculada por las integraciones del cromatograma de GC, y en el caso de
AG2 con un 4cido graso mas en proporcion (96: 4), (estos acidos grasos minoritarios son los
responsables de las sefiales correspondientes a carbonos alilicos). En ambos casos el pico
mayoritario (86% y 96% para AG1 y AG2 respectivamente) tuvo un tiempo de retencion
igual al de un estandar de acido palmitico (125), ademas de presentar un patréon de
fragmentacion en sus espectros de masas, idénticos al de tal acido graso (Anexo IV). AG3
mostrd ser una mezcla de acido linoleico (18: 2, 127), oleico (18: 1, 126) y palmitico (125) en
proporcion 45: 33: 22, dado el tiempo de retencidon de los esos tres picos y los espectros de
masas de los mismos, comparados con los de tales estandares. En el anexo se presentan los
analisis de RMN mono y bidimensionales para AG2, que fue de la que se obtuvieron los

espectros mejores resueltos.

Figura 30. Acidos grasos aislados de los extractos etanélicos de ramas de A. edulis y hojas de D.

viscosa.

También fue aislado de la fraccion 4bC1Dv (del extracto etanolico de hojas de D.
viscosa), un compuesto cuyos espectros de RMN mostraron las mismas senales detalladas
para los casos de AG1-AG3, razdn por la cual fue sometido a andlisis en GC-MS, con lo que

se confirmo que se trataba de 4cido palmitico puro 125.
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Fue observada en este estudio actividad deterrente de AG2 (dcido palmitico
impurificado) contra M. persicae asi como de la mezcla (AG3) de 4cido palmitico, oleico y
linoleico, (45:33:22) contra las dos especies de afidos testeadas. En reportes anteriores, acidos
grasos libres han mostrado ser activos contra diferentes especies de insectos herbivoros; tal
es el caso de deterrencia contra afidos/?¢%, termitas/®? 253, escarabajosi?*?"1 y larvas de
lepidopteros/®®l. Existen ademas reportes donde se describié que acidos grasos saturados
(palmitico y estedrico) mostraron estimulacion en el asentamiento de M. persicae, mientras
que insaturados tuvieron el efecto opuestol?® 2I. A su vez, en el caso de R. padi, el acido
palmitico no mostré actividad, mientras que si lo hicieron los otros acidos grasos
testeados?”. Tomando en cuenta esos resultados, se podria concluir que la actividad
deterrente que presenta AG2 contra M. persicae, podria deberse a las impurezas de acidos
grasos que esta mezcla presenta, en lugar de al compuesto mayoritario (acido palmitico), ya
que en los citados reportesl? 2, fue testeado el compuesto puro. Aunque es destacable que
en uno de los trabajosl?! el disefio de los bioensayos tuvo la diferencia de realizarse con
pulgones alados mientras que en este estudio se realizd con pulgones apteros.

En sintesis, en este trabajo se ha descrito la presencia de 4dcido palmitico en las ramas
de A. edulis asi como en las hojas de D. wviscosa. Habiéndose aislado como compuesto
mayoritario de mezclas (AG1, AG2 y AG3) fue revelada la actividad deterrente de las
mismas, al asentamiento de M. persicae. Siendo activa también la mezcla de acido palmitico,
oleico y linoleico (AG3) contra R. padi, donde de acuerdo a reportes anteriores, la actividad

en este caso puede deberse a los dcidos grasos insaturados!?*.
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Sesquiterpenos

Los sesquiterpenos son compuestos con 15 dtomos de carbono, formados a partir de
tres unidades de isopreno. Existen mas de 200 esqueletos de sesquiterpenos que estan
ampliamente distribuidos en la naturaleza. Se encuentran principalmente en plantas
superiores, constituyendo por lo general, junto con monoterpenos, los aceites esenciales de
las mismas (fracciones volatiles). Este grupo de compuestos comprende hidrocarburos
insaturados, conteniendo alcoholes, cetonas, aldehidos y acidos carboxilicos como

sustituyentes. Ademas pueden tener anillos éter y furanos en sus estructuras quimicas/? 2611,

De la fraccion 2aClAe (del extracto etanolico bruto de ramas de A. edulis) fueron
aislados entre otros compuestos, los sesquiterpenos 58 y 121.

Ambos revelaron, luego de su estudio mediante HREIMS, RMN de *C y 'H, ser
compuestos de féormula molecular CisH2O. A pesar de ambos poseer la misma férmula
molecular, mostrar un doble enlace terminal, tres metilos de los cuales dos son geminales, y
una estructura de biciclo (debido a la presencia de dos carbonos cabeza de puente — C6 y
C10 en 121 y C2 y C10 en 58-), los analisis de RMN revelaron que se trataba de compuestos
diferentes. Esto se vio evidenciado por ejemplo, con la presencia de los protones metinicos
H1 y H2 en 121 que se encuentran en desplazamientos menores a 1 ppm, lo cual no sucede
en 58. Asi como también por la presencia de dos carbonos unidos a oxigeno en 58 y
solamente uno en 121, cuando ambos compuestos presentaban, segun su féormula molecular,
solamente un oxigeno en su estructura. Es asi que luego de analizados los datos de todos los
espectros mono y bidimensionales de ambos compuestos, y de comparar con datos de
bibliografia, se concluy6 que 58 corresponde a 1,6 epoxi cariofileno??l y 121 a espatulenol?];
ambos sesquiterpenos encontrados a menudo en especies vegetales de diferentes familias(26>

265 pero reportados por primera vez en esta especie vegetal.
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Estos dos compuestos han mostrado actividad antiinsecto contra diferentes especies,
segun reportes anteriores. El espatulenol (121), compuesto que en este estudio no fue posible
testear contra las especies de insecto modelo debido a la poca cantidad que se aisld, ya ha
sido reportado como componente de aceites esenciales activos contra larvas del mosquito A.
aegyptiil265266; adultos de Rhyzopertha dominica (Coleoptera: Bostrichidae), Tribolium castaneum
(Coleoptera: Tenebrionidae) y Sitophilus zeamais (Coleoptera: Curculionidae) 264 267 2681, En
todos esos casos no fue testeada su actividad individual, sin embargo, fue realizado un
estudio de repelencia contra A. aegypti y Anopheles stephensi (Diptera: Culicidae) en que el
compuesto puro mostro actividad significatival?®l.

En cuanto al epoxi cariofileno (58), que mostré en este estudio ser activo contra los
dos afidos testeados asi como contra E. paenulata, existen muchos reportes de aceites
esenciales de plantas que lo contienen y que han mostrado actividad contra diferentes
especies de insectos herbivoros. Ejemplos de esto son la actividad larvicida de aceites contra
diferentes especies de mosquitos (A. aegypti,?’0 271, Culex pipiens'??, A. stephensi, Anopheles
culicifacies, Aedes albopictus, Culex quinquefasciatus'®* 2’41, Anopheles anthropophagus®®); la
toxicidad contra polillas de Ephestia kuehniella y Ectomyelois ceratoniae (Lepidoptera:
Pyralidae)?®); deterrencia de ingesta de larvas y de oviposicion de adultos de S.
frugiperda®”); toxicidad por contacto contra Drosophila melanogaster L. (Diptera:
Drosophilidae) y S. zeamais?’# 27, y toxicidad contra Sitophilus granarius®®l. Asimismo,
existen reportes de la actividad de este compuesto testeado por si solo. Ejemplo de esto son
su actividad contra termitas(®! 262, contra S. oryzael?® y contra los afidos Aphis gossypiil?s
Acyrthosiphon pisum, M. persicae y Aulacorthum solani (Hemiptera: Aphididae)?®l. En el caso

de los afidos testeados en el presente trabajo, se obtuvo actividad de este compuesto tanto
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contra R. padi como contra M. persicae. En el caso del primero, existe un reporte de
inactividad frente a la inhibiciéon de asentamiento de este compuesto contra el mismo?%l. Sin
embargo, en el caso del segundo, existe un reporte en que se describe la actividad de f
cariofileno contra M. persicae, testeando el efecto en la reproduccion de los afidos por
exposicion al compuesto volatilizado?®]; asi como otro reporte en que se habia descrito

inhibicion de asentamiento, aunque baja, de los afidos frente a este compuestol2¢l.

119



Capitulo II. Familia Sapindaceae - Discusion

Diterpenos

Los diterpenos son compuestos con 20 atomos de carbono que se han aislado
principalmente de especies vegetales, aunque también existen reportes de aislamientos de
otras fuentesi®! 2%, Existen variados tipos de diterpenos en la naturaleza: aciclicos,

monociclicos, biciclicos, triciclicos, policiclicos y macrociclicos[?!.

De 2bC1Ae (del extracto etandlico bruto de ramas de A. edulis) fue aislado 128
aunque en muy pequenia cantidad. A pesar de ello fue posible observar en su espectro de *C
RMN todas las sefiales que dan cuenta de su estructura y descartar aquellas
correspondientes a impurezas. El espectro IR de este compuesto muestra bandas a 3441 cm!
que indica presencia de al menos un grupo hidroxilo, a 1713 cm™ tipica de cetonas, y a 1651
cm? banda caracteristica de dobles enlaces. En el espectro de masas se observa un ion
molecular a m/z 304, siendo C20H320O:z una de las posibles formulas moleculares que pueden
dar cuenta de este m/z.

Su espectro de ®C RMN confirma la presencia de 20 atomos de carbono. Entre las
sefales mas significativas se encuentran un carbono modificado como grupo carbonilo a d
200,0 (C-2), cuatro carbonos olefinicos a d 112,2 (C-15), d 125,7 (C-3), o 145,1 (C-14) y  172,0
(C-4); ademas de un carbono unido a oxigeno a o 73,3 (C-13).

En su espectro de 'H RMN se observan tres sefiales singuletes que integran para tres
protones cada una, correspondientes a tres grupos metilo a: 6 0,80 (H-20); 6 1,1 (H-19); 1,25
(H-16. Siendo la ultima correspondiente a metilo sobre un carbono unido a oxigeno.
Asimismo, se observan dos metilos doblete, a 6 0,82 (H-17) y a & 1,87 (H-18), siendo este
ultimo un metilo sobre un carbono olefinico. La localizacion de las sefales y la multiplicidad
de las mismas corresponden a las de un esqueleto de diterpeno de la serie del clerodano?5sI.

En la zona de los protones olefinicos se observan dos protones geminales & 5,06 y
5,20 (H-15) acoplados (COSY) a otro protén olefinico & 5,80 (H-14); asi como un protén
olefinico 6 5,70 (d, ] =1,3 Hz, 1H, H-3) en el que se observa acoplamiento alilico con el metilo
18: 61,87 (d, ] = 1,3 Hz, 3H, H-18). En el experimento COSY se observa ademas el
acoplamiento de los protones 6 2,33 (m, 2H, H-1) con el protén & 1,83 (m, 1H, H-10).

Todos estos datos permiten proponer para este compuesto la estructura 128. A su

vez, sus datos espectroscopicos coinciden con los descritos en la bibliografia para el 2-oxo-
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13-hidroxi-neo-cleroda-3,14-dieno; aislado por primera vez de Stachys rosea (Labiatae)?®,

aislandose en el presente trabajo por primera vez de un miembro de la familia Sapindaceae.

128

128 fue aislado de una fraccion activa del extracto etandlico de ramas de A. edulis,
contra M. persicae y E. paenulata. La actividad de este compuesto no fue ensayada en este
estudio debido a no contar con la cantidad suficiente para tal fin, sin embargo, existe un
reporte de bioactividad del mismo contra E. paenulata®’], en el cual se tested varios
diterpenos clerodanos de este tipo aislados de Viguiera tucumanensis (Asteraceae), resultando
haber sido el mas activo el clerod-14-ene-30,48,13¢-triol. Dado que de 2bClAe fueron
aislados también solamente AG2 y AG3, quienes presentaron actividad solo contra los
afidos, podria suponerse que uno de los responsables de la actividad de tal fraccion contra el

coledptero sea entonces 128.

De uno de los extractos obtenidos por extraccion con fluidos supercriticos de las
ramas de D. viscosa (ver secciones 2.2 y 2.3.2), fue obtenido el compuesto 131. A pesar de que
este compuesto fue aislado de un extracto de ramas de la especie en estudio, fue confirmada
la posibilidad de su presencia en el extracto etanolico bruto de hojas, a través de una TLC
comparativa del mismo contra este compuesto puro (Figura 29, Seccion 2.3.2). Debido a esta
evidencia, sumado a que fue aislado con un alto grado de pureza y en cantidad suficiente
para obtener andlisis espectroscopicos de muy buena resolucidn, es que se procedi6é a

elucidar la estructura de 131.
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El espectro IR de este compuesto muestra bandas a 3395 cm™ indicativa de la
presencia de al menos un grupo hidroxilo, 871 y 1462 tipicas de furanos B sustituidos®*. En
el espectro de masas de baja resolucion se observa un ion molecular m/z = 320, que puede
corresponder a la férmula molecular C20H30s. Los analisis de RMN revelaron asimismo que
se trata de una estructura compuesta por cuatro carbonos cuaternarios, seis carbonos
metinicos, seis carbonos metilénicos y cuatro sustituyentes metilicos; indicando la formula
molecular C20H30s que fue confirmado luego en HRESIMS.

Se observa un grupo de sefiales con sistemas de spin aislados del resto del
compuesto, correspondientes a la cadena lateral. Una senal en el espectro de 'H RMN a
87,35 ppm presenta acoplamiento en COSY con el H en § 6,3 ppm; ambos protones unidos a
carbonos de hibridaciéon sp? dado sus corrimientos (5 142,9 y 111,2 ppm respectivamente).
Asimismo, existen dos carbonos mads de ese tipo en esta estructura: uno cuaternario en
8125,6 ppm y uno metinico en & 138,9 ppm; ambos a su vez presentando acoplamientos en
HMBC con los dos anteriores. Todo esto, sumado al desblindaje presentado por los metinos
a (6C/dH) 142,9/7,35 ppm y 138,9/7,24 ppm, llevaron a obtener una estructura del tipo
furano. Ademas, el protén & 7,24 ppm presenta un acoplamiento débil en COSY con los
protones de un metileno (28,1/2,55 ppm), quienes a su vez presentan acoplamiento HMBC
con los carbonos de & 138,9; 111,2 y 125,6 ppm; sugiriendo entonces que el furano se
encuentra unido por su carbono cuaternario a tal metileno. Este tiltimo esta unido, segun sus
acoplamientos en COSY, con un metileno 26,2/1,69; 1,52 ppm que a su vez no sigue
acoplado. Es asi que todo esto llevd a la elucidacion de un sustituyente del tipo (-CH2-CHz-

furano) como se muestra a continuacion:

7,35

1,69/1,52
, 2,55
Figura 31. Desplazamientos de los C e H de la cadena lateral de 131.
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Tomando en cuenta el resto de las sefiales de 131, es destacable la presencia de un
metino unido a heteroatomo (3cs 78,9; du; 3,22) y un carbono cuaternario también unido a
heteroatomo (8 74,1). Asimismo en las sefiales de 'H RMN se observa cuatro sefales
singuletes que integran para tres protones cada una, correspondientes a cuatro grupos
metilo a: 6 0,77 (H-19); § 0,81 (H-20); 5 0,99 (H-18); & 1,15 (H-17). Siendo la ultima
correspondiente a metilo sobre un carbono unido a oxigeno dado su corrimiento, lo cual se
confirma por el espectro de HMBC dado el acoplamiento fuerte existente entre este y el
carbono & 74,1 (C-8). Los sistemas de spin observados en el espectro COSY y las sefiales de
acoplamiento encontradas en el espectro de HMBC llevan a concluir que 131 corresponde a
la estructura de labdano planteada, lo cual se ve confirmado por datos de bibliografial2°!:
ent-15,16-epoxy-9aH-labda-13(16)14-diene-3p,80-diol. Las sefiales del espectro NOESY
confirman la estereoquimica planteada (Figura 32). A modo de confirmar la estructura
planteada, fueron agregadas sucesivas alicuotas del complejo de desplazamiento tris
(dipivalometanoato)-europio, y registrados los espectros de 'H RMN. En estos se observa
que se desplazaron solamente los protones de metilos, y dentro de estos, se corrieron

diferencialmente los protones de C-18 y C-19 comparado con los de C-17 y C-20.

131

Figura 32. Estructura de 131 y sefiales de NOESY confirmatorias de la misma.
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Este compuesto ya habia sido aislado del extracto de partes aéreas de D. viscosa, en
un estudio realizado en Méxicol?*l. Sin embargo su actividad antiinsecto no habia sido antes
ensayada; aunque si fue descrita la actividad espasmolitica del mismo, aislado de la misma
especie vegetal®!l. No obstante, existen varios reportes de actividad bioldgica de diterpenos
del tipo labdano, aislados de esta y otras especies vegetales. Tal es el caso de labdanos con
actividad antiinflamatoria, aislados de esta misma especiel'”?, asi como de Callicarpa
longissima (Verbenaceae)?”?. En cuanto a insectos, se han encontrado por ejemplo, diterpenos
de este tipo con actividad contra dipterosi>*?»]; contra lepidopteros®¢>; y también contra
pulgones®l,

A pesar de que en este estudio 131 presentd solamente actividad contra el coledptero
testeado, dada la actividad que han presentado otros diterpenos de esta serie y sumado al
potencial antiinsecto mostrado por esta especie vegetal, podria esperarse que en las
fracciones activas obtenidas existieran otros diterpenos de este tipo responsables de la

actividad mostrada.
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Triterpenos

Los triterpenos constituyen un grupo extenso y diverso de productos naturales de
treinta d&tomos de carbono, cuyo precursor comun es el escualeno. A partir del escualeno y a
través de transformaciones bioquimicas, se originan dos grandes grupos de estructuras
policiclicas triterpenoidales: los tetraciclicos (esteroles), precursores de los esteroides, y los

pentaciclicos/?7l.

De la fraccién 2aClAe (del extracto etandlico de ramas de A. edulis) fueron aislados
122 y 123.

El compuesto 122 muestra en su espectro de masas un ion molecular m/z 412
concordante con la formula molecular C20HasO.

En el espectro de '"H RMN se observa la presencia de una senial a 6 5,72 (s, 1H, H-4)
correspondiente a un protdn alilico aislado. El mismo presenta correlacion en HMBC con un
carbonilo 3 199,8 C-3. Existen cuatro sefiales de metilos desdoblados a & 0,83 (m, 6H, H-26,
H-27), 5 0,85 (m, 3H, H-29) y 6 0,92 (m, H-21); asi como dos sefales de metilos singuletes: a &
1,18 (s, 3H, H-19) y a 6 0,71 (s, 3H, H-18).

En el espectro de *C RMN se observan 29 sefiales de carbonos que confirman, junto
con las senales del espectro de "H RMN, y por comparacion con datos de bibliografia, que

122 corresponde a sitosteronal®?l, descrito aqui por primera vez en esta especie vegetal.

El compuesto 123 muestra en su espectro de masas un ion molecular a m/z 426
concordante con la férmula molecular CsoHsoO.

Su espectro de 'H RMN muestra sefiales correspondientes a un grupo metilvinilo a 8
4,68 (d, ] =1,3 Hz, 1H, H-29) y 64,57 (dd, ] = 2,5 Hz 1,3 Hz, 1H, H-29); a un metilo sobre
doble enlace a 6 1,68 (3H, H-30); y doble doblete a 5 3,19 (dd, | = 11,4, Hz 4,9 Hz, 1H, H-3)
indicativo de un grupo hidroxilo en el C-3. Se observan ademads, la existencia de seis
singuletes cuya intensidad corresponde a tres protones cada uno a 3 0,76 (H-24), 5 0,79 (H-
28), 6 0,83 (H-25), 5 0,94 (H-27), 6 0,97 (H-23) y 6 1,03 (H-26), lo cual sugiere la presencia en la
molécula de seis metilos sin funcionalizacion.

Su espectro de *C RMN muestra la presencia de 30 atomos de carbono que a su vez

confirman los datos expuestos anteriormente. Por comparacion con datos de bibliografia fue
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corroborado que la estructura de 123 corresponde al triterpeno pentaciclico lupeol®®?,

aislado por primera vez en esta especie vegetal.

24 23

122 123

De 2bC1Ae (del extracto etanolico de ramas de A. edulis) fue aislado, como sodlido
blanco, 124, compuesto que muestra en su espectro de masas un ion molecular m/z 414
concordante con la férmula molecular C2oHs0O. Aparecen picos correspondientes a los iones
m/z 273 y 255, correspondientes al fragmento tetraciclico de un esteroide. La pérdida de la
cadena lateral origina el fragmento a m/z 273 con posterior eliminacion de agua que genera
el ion a m/z 255. Las sefiales de los espectros de RMN son muy similares a las presentadas
por el compuesto 122, salvo por la presencia de un sustituyente hidroxilo en C3 en lugar de
un carbonilo. Con datos de bibliografia fue posible confirmar que 124 corresponde a

sitosterol[303 3041,

124
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De la fraccion 4bC1Dv (del extracto etandlico de hojas de D.viscosa), fueron aislados

123, 129 y 130.

El compuesto 129 presenta en su espectro de masas un ion molecular a m/z 412,
correspondiente con la férmula molecular CoHuO. Aparecen picos correspondientes a los
iones m/z 273 y 255, correspondientes al fragmento tetraciclico de un esteroide. La pérdida
de la cadena lateral origina el fragmento a m/z 273 con posterior eliminacién de agua que
genera el ion a m/z 255.

El espectro de 'H-RMN presenta una sefial a 5 3,51 generada por el protéon geminal a
un grupo hidroxilo situado en C-3, caracteristico de los fitoesterolesi®l. Aparecen dos
senales doble doblete a & 5,15 con constantes de acoplamiento 8,8 y 14,8 Hz y a 6 5,02 con las
mismas constantes de acoplamiento, que revelan la presencia de un doble enlace trans en la
cadena lateral. Se observa ademas, una sefial a § 5,35 correspondiente a un protén vinilico
que esta acoplado a larga distancia con los H-4 en el experimento COSY, por lo que el doble
enlace se encuentra entre los carbonos C-5 y C-6.

La naturaleza de la cadena lateral del compuesto fue determinada por la pérdida m/z
139 que presenta el ion molecular, asi como la presencia de sefales caracteristicas de un
radical etilo y tres metilos desdoblados en el espectro '"H-RMN. Los datos espectroscopicos
de 'H RMN y C RMN son concordantes con la estructura del estigmasterol, y a su vez muy
similares a los del sitosterol (aislado previamente de A. edulis), esterol cuya tnica diferencia
de estructura con 129 es el doble enlace en C22-C23, lo cual no solamente cambia las senales
de dichos carbonos y sus protones sino que también ocasiona corrimiento de las sefiales de
los protones y carbonos vecinos®? 34, Confirmandose de este modo, que 129 corresponde al

esterol estigmasterol, aislado previamente de esta especie vegetal®®l.

El compuesto 130 presenta en su espectro de masas un ion molecular m/z 414
correspondiente a la féormula molecular C2oHsO. Presenta en tal espectro los mismos picos
que el compuesto 129 y 124, correspondientes al fragmento tetraciclico de un esteroide luego

de la perdida de la cadena lateral y la subsecuente pérdida de agua (m/z 273 y 255).
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La naturaleza de la cadena lateral del compuesto fue determinada por la pérdida m/z
141 que presenta el ion molecular, asi como por la presencia de sefiales caracteristicas de un
radical etilo y tres metilos desdoblados en el espectro '"H-RMN. Siendo la ausencia del doble
enlace, la tnica diferencia entre las cadenas laterales de 129 y 130, este tltimo compuesto
mostrd a su vez en sus espectros de 'H RMN y ®C RMN junto con los bidimensionales,
presentar el doble enlace del esqueleto principal en C7-C8 en lugar de en C5-C6,

correspondiendo entonces 130 al esterol stigmast-7-en-3-01(304 371,

129 130

En la Tabla 15 se muestra, a modo de resumen, las actividades antiinsecto de los
triterpenos y esteroides aislados, detallados anteriormente. En la misma puede observarse
que tanto el lupeol (123) como el sitosterol (124) mostraron actividad contra M. persicae y E.
paenulata, mientras que en el caso de estigmasterol (129) se observo actividad solamente
contra los dos afidos y en el caso de estigmast-7-en-3-ol (130) se observo actividad solamente
contra M. persicae. La sitosterona sin embargo, no mostrd actividad contra M. persicae, no

habiéndose testeado contra E. paenulata ni contra R. padi.
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Indice de Preferencia (IP + ES)

Especies de Insectos

M. persicae  R.padi S littoralis E. paenulata

119 0,3+0,1* - 04+02 02+0,3
122 (sitosterona) 03+0,1 - 00+0,3 -

123 (lupeol) 06+01* -003+007 02+02 0,6+0,2%
124 (sitosterol) 03+0,1* 0,1+0,1 0,2+0,2 0,6 +0,2*
129 (estigmasterol) 03+0,1* 0,29+0,06* 0,09+0,06 -0,2+0,2

130 (estigmast-7-en-3-ol) 0,61+0,09* 0,0+0,1 - -

Tabla 15. Resultados de actividad antiinsecto de los triterpenos y esteroides puros aislados de A.
edulis y D. viscosa.
*Denota diferencia significativa entre consumo/asentamiento en control y tratado (Test de rangos de

Wilcoxon de dos colas, para muestras pareadas, p < 0,05).

En el caso de lupeol (123), no existen reportes de su actividad contra los insectos
testeados en este estudio, sin embargo ha sido aislado de muchas especies vegetales!3%5-316]
en el marco de estudios fitoquimicos y de actividades bioldgicas de extractos. Ademas de
ello, existe un reporte donde este compuesto es componente de una fraccion activa contra
las larvas minadoras de Ctenopsteutis obliquana (Lepidoptera: Tortricidae) en ensayos de
deterrencia de ingesta. Sin embargo cuando testeado puro el mismo no presentd actividad
contra dichas larvasi'7.

El sitosterol (124) y el estigmasterol (129) si han sido reportados como activos contra
algunos insectos. Por ejemplo, fue reportada la actividad deterrente de ingesta de
estigmasterol (129) contra S. littura y Spilosoma obliqua (Lepidoptera: Arctiidae)t's]; la
actividad citotdxica contra S. [ittura®’;  también este compuesto fue reportado como
componente de un extracto activo contra la chinche Collaria oleosa (Hemiptera: Miridae)©2;
y al igual que sitosterol (124), mostrd inactividad contra Pieris rapae (Lepidoptera:

Pieridae)®!l. A su vez, el sitosterol (124) actué como fagoestimulante contra el gorgojo
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Sciopithes obscurus (Coleoptera: Curculionidae)®?; asi como, junto con estigmasterol (129),
como estimualnte de oviposicion para el gorgojo del arroz S. orizael®®); ademas de haber

sido componente de una fraccion de un extracto vegetal, activa contra M. persicael3?4.

Al menos 100 esteroles diferentes han sido aislados de las plantas, siendo los
mismos importantes en procesos de crecimiento de ellas?®?4. El sitosterol es probablemente,
el mas abundante y comunl®»3%l. A su vez, los esteroles juegan un rol critico en todos los
organismos del reino animal, dado su rol basico como componentes de membranas
celulares, y en algunos casos como precursores de hormonas de muda. Sin embargo, los
insectos herbivoros no tienen la capacidad de sintetizar colesterol, por lo que dependen de
la ingesta de fitoesteroles que puedan ser metabolizados al mismol*?l. No obstante eso,
como se ha mencionado anteriormente, en muchos casos se ha encontrado actividad
antiinsecto de ciertos esteroles de las plantas. En estos casos, de fitoesteroles que tienen su
funcion en el metabolismo basico de plantas y presentan ademads actividad defensiva contra
herbivoros, seria interesante dilucidar si las plantas que los producen, lo hacen a distintas
concentraciones, o los depositan diferencialmente en la superficie de sus 6rganos, y/o son

capaces de aumentar su biosintesis como respuesta al dafio.

Observando la relacion estructura-actividad de los esteroles testeados contra las
especies de insectos utilizadas en este estudio, fue posible encontrar una tendencia de
acuerdo a la sustitucion del C-3. En los casos de 123, 124, 129 y 130 todos presentaron
actividad frente a M. persicae. Mientras que 122, que presenta en el C-3 un carbonilo en

lugar de un hidroxilo, no fue activo contra tal insecto.
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Sin identificar

El compuesto 119, aislado de 2aClAe, muestra en su espectro de masas un ion
molecular m/z 430 lo cual podria ser concordante con dos férmulas moleculares (CsoHs=O y
C29H502). Hasta el momento, no ha sido posible elucidar a cual de ellas corresponde. En el
espectro de *C RMN se observan sefiales correspondientes a seis carbonos cuaternarios de
doble enlace (6 117,54; 6 118,53; & 121,19; 6 122,8; 6 144,74; & 145,78) asi como dos sefiales de
carbono cuaternario sustituido con heteroatomo & 74,71 y 8 77,36 (esta tltima es la sefial que
podria no corresponder al compuesto, dado que habitualmente en ese desplazamiento
aparecen sefiales interferencia). Asimismo, se observan dos sehales de metilos dobletes (&
19,83 y & 19,91) y seis senales de metilos singuletes (& 11,41; 6 11,92; 6 12,34; 6 22,78; 6 22,87 y
8 23,99), correspondiendo la ultima a un metilo sobre carbono sustituido con heteroatomo y
las tres primeras a metilos sobre dobles enlaces (dado el desplazamiento de los protones,
Tabla 11). También se observa tres senales de metinos (832,90;3 32,99 y &28,16) y once
senales de metilenos (620,95; 621,23; 624,63; 624,97; 631,79, 637,49; & 37,62; &37,65;
837,69; & 39,58; 6 40,08). No fue posible asignar con precision los protones correspondientes

a estas tltimas debido a los desplazamientos tan similares de las sefiales de los carbonos.

120 aislado de 2aClAe, mostro en su espectro de 'H RMN que era un compuesto
puro, pero estaba en cantidad insuficiente para completar el resto de los analisis mono y

bidimensionales de RMN con buena resolucion.

De la misma fracciéon (2aClAe) fue también aislada una mezcla de compuestos
(mezcla 6C2Ae). En el espectro de "H RMN puede observarse varios grupos de senales en
diferentes proporciones, que evidencian la presencia de compuestos diferentes, ya sea de
cadenas lineales carbonadas (muchas senales en 6 0,7 - 1,4 ppm) asi como de carbonos

sustituidos con heterodtomos (5 3,4 ppm) y carbonos de hibridacién sp? (6 4,7 y 5,3 ppm).
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2.5 Conclusiones

En el trabajo aqui descrito de caracterizacion fitoquimica y de actividad
antiinsecto de dos especies vegetales locales, el procedimiento de estudio se realizd
mediante un criterio guiado por los resultados de ensayos, lo cual llevo a aislar
compuestos descritos previamente en su quimica, aunque, en muchos casos, no en su

actividad contra las plagas de insectos utilizadas como modelo.

En el caso de A. edulis, arbusto ampliamente distribuido en nuestros campos,
fueron realizados dos fraccionamientos iniciales sobre el extracto bruto de ramas, uno
por particion liquido-liquido y otro por cromatografia a vacio; resultando ser el
segundo el mas apropiado para continuar con la purificaciéon de fracciones y
aislamiento de compuestos, debido a los rendimientos obtenidos de las fracciones
activas; siendo ademads, Optimo en cuanto a la inversién de tiempo necesaria. En el
caso de D. viscosa se comenzo entonces, realizando un fraccionamiento del extracto
bruto de hojas, por cromatografia a vacio, de donde se obtuvieron fracciones aptas para
su purificacion y aislamiento de compuestos (en lo que respecta a rendimientos). Sin
embargo, en el caso de esta especie vegetal, se aisld también un compuesto puro (131)
de un extracto obtenido mediante extracciéon con fluido supercritico (COz), que a pesar
de no obtenerse mediante un procedimiento bioguiado como los seguidos en el resto
de este trabajo, presento actividad frente a uno de los insectos modelo. Debido a esto, a
la velocidad de obtencién de los productos y al hecho de ser una metodologia limpia,
la extraccion con fluidos supercriticos es una metodologia a ser tenida en cuenta para

futuras buisquedas de metabolitos activos a partir de material vegetal.

Por otro lado, el Chal Chal mostr6 poseer buena actividad antiinsecto tanto en
los extractos de sus hojas como de sus ramas. Actividad que, en el caso de los extractos
de las ramas, érgano estudiado en este trabajo, fue posible concentrar en ciertas
fracciones luego de los procesos de separacion quimica. De esas fracciones fueron

aislados dos sesquiterpenos (58 y 121), un diterpeno (128), un triterpeno pentaciclico
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(123), dos esteroles (122 y 124), y mezclas de 4cidos grasos (AG1- AG3); que mostraron
diferentes patrones de actividad contra los modelos de insectos utilizados. Dado que A.
edulis no habia sido casi estudiado anteriormente, este trabajo corresponde al primer
estudio fitoquimico de esta especie vegetal, promisoria para su uso como

bioplaguicida.

D. viscosa, o Chirca de Monte como se le conoce habitualmente en nuestro pais,
es un arbusto que se encuentra muy a menudo por ejemplo en dreas costeras. A
diferencia del caso anterior, sobre esta especie vegetal si existen reportes de su
composicion y actividad antiinsecto. En este trabajo los extractos de todos los érganos
estudiados de esta especie demostraron buena actividad antiinsecto contra al menos
una plaga frente a la que no habian sido ensayados. De las fracciones activas del
extracto etanodlico de hojas fueron aislados un triterpeno pentaciclico (123), dos
esteroles (129 y 130), y un acido graso puro (125); que mostraron también diferentes
patrones de actividad antiinsecto contra los modelos testeados. Ademas, de las ramas
de esta especie fue aislado mediante extraccion supercritica, 131, diterpeno del tipo
labdano que mostr6 ser activo contra E. paenulata, y que de acuerdo a estudios

preliminares, estd probablemente presente también, en el extracto de hojas.

En sintesis, fueron estudiados los extractos etanolicos de los diferentes 6rganos
de dos especies vegetales nativas, fraccionandose algunos de ellos y obteniéndose
como resultado de tales fraccionamientos, subfracciones y compuestos puros que

presentaron actividad diferencial contra especies de insecto modelo.
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Conclusiones generales

Fueron estudiadas fitoquimicamente tres especies vegetales ampliamente
distribuidas en nuestro territorio: el arbol del Paraiso (Melia azedarach), melidcea
conocida por su capacidad de produccion de triterpenos del tipo limonoides,
potenciales agentes para el control de insectos; el Chal Chal (Allophylus edulis) arbusto
nativo perteneciente a la familia de las Sapindaceas sobre el cual existen muy pocos
reportes en literatura; y por ultimo una Chirca de Monte (Dodonaea viscosa), miembro
de la misma familia sobre la cual ya existian reportes de aislamientos de compuestos
bioactivos.

Los extractos de frutos del Paraiso colectados localmente fueron sometidos a un
proceso de separacion enfocado hacia la purificacion de limonoides, obteniéndose asi
un extracto enriquecido en tales compuestos y cinco limonoides puros: dos de ellos, 21
o-metilmelianodiol y 21 B-etilmelianodiol, aislados por primera vez de esta especie
vegetal, resultando el primero ser activo contra Myzus persicae. Los otros tres: 1-O-
Destigloil-1-O-cinamoilohchinolal, 1-O-Destigloil-1-O-benzoilohchinolal y ohchinolal,
C-seco limonoides que ya habian sido reportados previamente en esta especie vegetal
en la region, mostraron, el primero y el ultimo, ser activos contra Epilachna paenulata y
Spodoptera littoralis. Ademas, es importante destacar, que el extracto rico en limonoides
mostrd mayor actividad contra las cuatro especies de insectos que los productos
aislados de ese extracto

En el caso de las sapindadceas fueron estudiados extractos etanolicos de las
mismas y realizados los fraccionamientos bioguiados que llevaron al aislamiento de
compuestos que, aunque en algunos casos son ubicuos de las plantas en general,
presentaron siempre patrones interesantes de actividad anti insecto selectiva para
ciertos herbivoros.

El extracto etandlico de ramas de A. edulis fue fraccionado mediante particion
liquido-liquido, asi como mediante cromatografia a vacio, observandose que la
segunda técnica resultd ser la mas apta para la continuacion del fraccionamiento
bioguiado (en lo que respecta a tiempo invertido y rendimiento y complejidad de
fracciones activas). Fueron aislados dos sesquiterpenos —cariofileno y espatulenol-
siendo el primero activo contra M. persicae, R. padi y E. paenulata; un diterpeno (2-oxo-

13-hidroxi-neo-cleroda-3,14-dieno) aislado por primera vez en esta familia vegetal,
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sobre el cual no fue posible realizar ensayos de actividad pero que pertenece a una
serie de compuestos que han mostrado anteriormente ser potenciales agentes
controladores de insectos; un triterpeno pentaciclico (lupeol) y dos esteroles
(sitosterona y sitosterol), siendo lupeol y sitosterol activos contra E. paenulata y M.
persicae; asi como mezclas de acidos grasos activas contra los dos afidos. Dado que A.
edulis no habia sido casi estudiado anteriormente, este trabajo corresponde al primer
estudio fitoquimico de esta especie vegetal, promisoria para su uso como
bioplaguicida.

En el caso de D. viscosa, fueron aislados del extracto etandlico de hojas, en el
marco del fraccionamiento bioguiado, tres triterpenos (lupeol, estigmasterol y
estigmast-7-en-3-ol) también activos todos contra M. persicae, y, en un caso, contra R.
padi (estigmasterol), y en otro, (estigmast-7-en-3-ol) contra E. paenulata. Asimismo, en el
marco de otro proceso de extraccién, realizado con fluidos supercriticos (COz2), de las
ramas de esta especie fue aislado un diterpeno del tipo labdano que mostré actividad
contra E. paenulata. El aislamiento de este compuesto mediante tal proceso, rapido y
amigable con el medio ambiente, lleva a considerar este tipo de extraccion para futuras

busquedas de metabolitos activos a partir de material vegetal.

Cabe destacar que este trabajo deberia continuar con el estudio de las fracciones
polares activas obtenidas de los fraccionamientos mediante cromatografia a vacio de
las dos Sapindaceas estudiadas. Asimismo, el estudio de los extractos de Serjania
meridionalis podria traer aparejado resultados promisorios en cuanto a su uso como
bioplaguicida. Ademas seria interesante realizar, estudios detallados de la relacién
estructura actividad de fitoesteroles frente a las especies de insectos modelo. Estudios
de correlacion entre sefiales de RMN de fracciones y su actividad anti-insecto son
también actividades pertinentes a ser completadas, incursionando en el campo de la

metabolomica como primera aproximacion para hallar compuestos bioactivos.
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Espectro de masas de alta resolucion:

ULR 8

Anexo 1. Datos espectroscopicos de 43
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Anexo 1. Datos espectroscopicos de 44
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Anexo 1. Datos espectroscopicos de 44
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Anexo 1. Datos espectroscopicos de 44
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Anexo L. Datos espectroscopicos de 45
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Anexo L. Datos espectroscopicos de 45
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Anexo L. Datos espectroscopicos de 45
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Anexo L. Datos espectroscopicos de 45
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Anexo 1. Datos espectroscopicos de 46
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Anexo 1. Datos espectroscopicos de 46
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Anexo 1. Datos espectroscopicos de 46
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Anexo 1. Datos espectroscopicos de 46
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ANEXO II = Espectros 'H

RMN vy cromatogramas obtenidos
para las fracciones de la particion
liquido-liquido del extracto

etanolico de ramas de A. edulis.
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Anexo II

Fraccién hexano

Espectro 'H RMN CDCls, 400 MHz
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Anexo II

Cromatograma obtenido por HPLC a 254 nm. Fase mévil: DCM/MeOH (97:3).
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Anexo II

Fraccion diclorometano

Espectro 'TH RMN CDCls, 400 MHz.
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Cromatograma obtenido por HPLC a 254 nm. Fase mévil: DCM/MeOH(97:3).
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Fraccion AcOEt

Espectro 'TH RMN (MeOH d4, 400 MHz).
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Anexo II

Fraccién acuosa

Espectro "TH RMN (MeOH d4, 400 MHz).
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ANEXO I1I - Espectros 'H

RMN 500 MHz de fracciones de
ClAe.

(Obtenidas de la separacion del extracto bruto
de ramas de A. edulis por cromatografia liquida

a vacio)
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Anexo III
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Anexo III
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Anexo III
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Anexo III

A-42



ANEXO IV = Analisis

espectroscopicos  de  compuestos

aislados de A. edulis y D. viscosa.
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Anexo IV. Datos espectroscopicos de 58

6,7 — epoxi cariofileno (58)

19-21 HPLC 6
OperadorMLS invitadobpn CE 3400
19-21 HPLC 6
PROTON_NP CDCI3 {C:\data\invitadobpn} mls 19 F3200

3000

2800

H AR ARTVARENTA WAl -

2200
2000
1800
1600
1400
1200
1000
800

[ 600

400

200

-200

1.00=
0.981
1.4
121
3.00,
3.13%
1194

T %

54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34

26 24 22 20 18 16

107
113
238
1141
3.43{

= oA
g

2965

3.0 28
f1 (ppm)

19-21 HPLC 6
OperadorMLS invitadobpn CE 3400
19-21 HPLC 6
PROTON_NP CDCI3 {C:\data\invitadobpn} mls 19 F3200

[~3000

2800

f S /// J VA R A

2200
2000
1800
1600
1400
1200

1000

800

600

400
200
ro
T
& '8
3
‘
2.9 : X .

-200

3.1
1.1

2|
{
o
|
R
|
o]
-] el
i

3 1.2 1.1 1.0 0.9 0.8

A-45



Anexo IV. Datos espectroscopicos de 58
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Anexo IV. Datos espectroscopicos de 58
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Anexo IV. Datos espectroscopicos de 58
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Anexo IV. Datos espectroscopicos de 119
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Anexo IV. Datos espectroscopicos de 119
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ZHPLCZ
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Anexo IV. Datos espectroscopicos de 119
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Anexo IV. Datos espectroscopicos de 119
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Anexo IV. Datos espectroscopicos de 119

Espectro de masas de alta resolucion:
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Anexo IV. Datos espectroscopicos de mezcla (2-3)C2Ae
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Anexo IV. Datos espectroscopicos

de 120
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Espatulenol (121)
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Anexo IV. Datos espectroscopicos de 121
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Anexo IV. Datos espectroscopicos de 121
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Anexo IV. Datos espectroscopicos de 121
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Anexo IV. Datos espectroscopicos de 121
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Anexo IV. Datos espectroscopicos de 122

Sitosterona (122)
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Anexo IV. Datos espectroscopicos de 122
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Anexo IV. Datos espectroscopicos de 122
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Anexo IV. Datos espectroscopicos de 122

md.7994 83
Martina Stigmosterona DEPT135 oo
S n naw ~ N NRbhmNC@LaTde®oy
@ o o o PRI BT P B LR 0 B BN B b e B 20000
8 NS 884 g 8 SARSONRREINRARS
I \ v/ I \N\N\e2 el
15000
10000
5000
i I ro
-5000
-10000
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
135 130 125 120 115 110 105 100 95 90 85 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15
f1 (ppm)
md.7994 83
Martina Stigmosterona DEPT90 w O O L
= B 998 HREIRUGNNERRS/IRaRRYLy [14000
o g 188 GRAJINIG-ANINANIMNIRABAST
] S oM HOGMLBYTMNOSRSTM A ABN NN
o RR BRE 2RRRHBSIRNARAREINRN2ARSAY
Y N [ St |
12000
11000
10000
9000
8000
7000
6000
5000
4000
I
I 3000
2000
1000
ro
r-1000
-2000

T T T T T T T T T T T T T
210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 ¢ (100 ) 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0 -10
1 (ppm

A-63



Anexo IV. Datos espectroscopicos de 123
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Anexo IV. Datos espectroscopicos de 123
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Anexo IV. Datos espectroscopicos de 123
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Espectro de masas de alta resolucion

Anexo IV. Datos espectroscopicos de 123
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Anexo IV. Datos espectroscopicos de Mezcla 6C2Ae
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Sitosterol (124)

bco C6
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Anexo IV. Datos espectroscopicos de 124
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Anexo IV. Datos espectroscopicos de 124
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Anexo IV. Datos espectroscopicos de 124

Espectro de masas::

95107
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Mezclas de acidos grasos

Anexo IV. Datos espectroscopicos de AG1, AG2 y AG3

Cromatograma de AG1 (traza inferior) comparando con acido palmitico (traza superior)

(x100,000)

Cromatograma de AG2 (traza inferior) comparando con acido palmitico (traza superior)

x100,000)

Cromatograma de AG3 (traza inferior) comparando con acido palmitico (a), oleico (b) y

linoleico (c).

(x100,000)
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Anexo IV. Datos espectroscopicos de AG1, AG2y AG3

Espectros de masas de los acidos grasos: acido palmitico (125), acido oleico (126) y acido

linoleico (127):
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Anexo IV. Datos espectroscopicos de AG1, AG2y AG3
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md.8123
Martfia 5 HPLC 8Ae

130.17

Anexo IV. Datos espectroscopicos de AG1, AG2y AG3
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md.8123
Martina 5 HPLC 8Ae J-mod

Anexo IV. Datos espectroscopicos de AG1, AG2y AG3
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128

MA.8162/1 - -
Martina 43HPLC9Ae & 5
B

Anexo IV. Datos espectroscopicos de 128
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Anexo IV. Datos espectroscopicos de 128
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Anexo IV. Datos espectroscopicos de 128
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Espectro de masas de alta resolucion:

Anexo IV. Datos espectroscopicos de 128
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Anexo IV. Datos espectroscopicos de 128

Espectro IR:
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Anexo IV. Datos espectroscopicos de 129

Estigmasterol (129)
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Anexo IV. Datos espectroscopicos de 129
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Anexo IV. Datos espectroscopicos de 129
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Espectro de masas:

Anexo IV. Datos espectroscopicos de 129
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Estigmast-7-en-3-ol (130)
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Anexo IV. Datos espectroscopicos de 130
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Anexo IV. Datos espectroscopicos de 130
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Anexo IV. Datos espectroscopicos de 130
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Anexo IV. Datos espectroscopicos de 130

Espectro de masas:
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Acido palmitico (125)

md.8676/1
Martina 4HPLC4Dv

Anexo IV. Datos espectroscopicos de 125
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Anexo IV. Datos espectroscopicos de 125
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Martina 4HPLC4Dv
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Anexo IV. Datos espectroscopicos de 125
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Anexo IV. Datos espectroscopicos de 125

Cromatograma obtenido en GC, de 125 (traza inferior) comparando con 4cido palmitico

estandar (traza superior):
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Anexo IV. Datos espectroscopicos de 131
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Anexo IV. Datos espectroscopicos de 131
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Anexo IV. Datos espectroscopicos de 131

md.8999
Martina 10HPLCiDv HSQC

40

50

r70

1 (ppm)

F90
F100
® F110
F120
F130
[} 140
]

150

8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5
2 (ppm)

md.8999 [-10
Martina 10HPLCIDY HMBC

rio

r20

il
&=
=
=
=

r30

I
S
2
-
=
=

r40

50

60

r70
4 W

1 (ppm)

90

100
- Ly} W r110
r120
r130
140

150

8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 15 1.0 0.5
f2 (ppm)

A-97



Anexo IV. Datos espectroscopicos de 131

Espectros de 'H luego del agregado del complejo con Europio, mostrando de abajo

hacia arriba concentraciones crecientes del mismo:
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Anexo IV. Datos espectroscopicos de 131
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Anexo IV. Datos espectroscopicos de 131

Espectro de masas:
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ANEXO V — Espectros 'H

RMN 500 MHz de fracciones de
C1Dw.

(Obtenidas de la separacion del extracto bruto
de hojas de D. viscosa por cromatografia liquida

a vacio)
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Extracto etandlico bruto de hojas
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Limonoids from Melia azedarach with Deterrent Activity against Insects
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Abstract: The ethanolic extract of ripe fruits of Melia azedarach (Meliaceae) and its subfractions were tested against four
insect species, portraying important agricultural pests. Five limonoids were isolated: two tirucallane type triterpenoids
never isolated before from this species (21o-methylmelianodiol, 21B-ethylmelianodiol), as well as three ring C-seco
limonoids previously reported on this tree (1-O-detigloyl-1-O-cinnamoylohchinolal, 1-O-detigloyl-1-O-benzoylohchinolal
and ohchinolal). The complete NMR data of these natural products are reported here. Different patterns of activity were
found among the products tested against the different pest models, emphasizing the value of testing potential biocontrol

products against different insect targets.

Keywords: 21o-methylmelianodiol, 21B-ethylmelianodiol, Epilachna paenulata, Melia azedarach, Myzus persicae,

ohchinolal, Rhopalosiphum padi, Spodoptera littoralis.

INTRODUCTION

Melia azedarach L. (Meliaceae), distributed in several
template regions of the Earth, is native from Asia and
Australia but has been naturalized in Africa, Europe and
the Americas [1]. Numerous compounds, including sterols,
terpenoids, protolimonoids and limonoids, have been
isolated from barks and fruits of this species, especially from
Asian specimens [2]. The use of this species for ornamental,
as well as for medicinal purposes has been previously
reviewed [3-6]. Besides, the species has been widely studied
for its anti-insect properties. These activities comprise
feeding and oviposition deterrence, reduction of growth rate
and toxicity against different species of Lepidoptera [7],
Coleoptera [7] and Diptera [8]; not only from crude extracts,
but also from some of its pure constituents. The aim of this
work was to do a phytochemical and an anti-insect study
of the ethanolic extract of fruits of M. azedarach from
Uruguay, as well as to isolate compounds from such extract.
We here report on the deterrent activity of four isolated
compounds against four insect species. The insects selected
to evaluate the biological activity are model pests which
comprise different feeding modes (chewing and sucking)
and diet breadth (specialists and generalists) [9]. The four
species, Spodoptera littoralis (Lepidoptera: Noctuidae),
Epilachna paenulata (Coleoptera: Coccinellidae), Myzus
persicae and Rhopalosiphum padi (Hemiptera: Aphididae),
are important agricultural pests, either in conventional or
organic production. Although crude extracts of this plant
have already been tested against the two chewing insects [10,
11] and against M. persicae [12, 13], no previous reports
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Fax: +598 29241906; E-mail: crossini@fq.edu.uy

2210-3163/12 $58.00+.00

exist involving their effect on the aphid R. padi, or the effect
of the isolated compounds against the four insects tested.

MATERIALS AND METHODS
General Experimental Procedures

Optical rotations were recorded on a Kriiss P8000-
P8100-T digital polarimeter. NMR spectra were recorded in
CDCl; using a Bruker DPX-400 Advance Spectrometer (400
MHz for 'H, 100 MHz for 13C) for 1 and 2. In the cases of 3,
4 and 5, their spectra were recorded on a Bruker Advance-
400 and on an AMX-500 (400 and 500 MHz for 4, 100,
125 and 150 MHz for "*C), also in CDCl;. Mass spectra
(HRESIMS) were obtained on a Bruker micrOTOF-Q II
mass spectrometer. Preparative HPLC was performed on a
Shimadzu LC-20AT Prominence system equipped with a
SPD-M20A Prominence diode array detector and normal
phase columns. In the cases of 1 and 2, a Macherey Nagel
Nucleosil-100 column (7um, 250 x 16 mm) was utilized
using as mobile phase a mixed solvent system of CH,Cl,/
EtOAc at a flow rate of 8 mL/min. In the cases of 3, 4 and 5,
a Beckman ultrasphere 5 um, 250 x 10 mm Si column
was utilized with a mixed solvent system of CH,Cl,/EtOAc
and hexane/EtOAc at a flow rate of 8 mL/min. Flash
chromatography and liquid chromatography were carried out
on MN Kieselgel 60 M (0.04-0.063 mm/230-400 mesh).
Fractions were monitored by TLC performed on aluminum
plates precoated with Silica gel 60 G/UV,s4 (Macherey-
Nagel), and spots were visualized by heating after spraying
with Oleum reagent [H,O/acetic acid/sulfuric acid, 16:80:4]
or Vanillin reagent [1 g of vanillin in sulfuric acid/ethanol,
1:9] [14]. For comparison purposes of the R¢ of fractions on
TLC, limonin extracted from grapefruit seeds (provided by
the National Institute of Agricultural Research of Uruguay)
was used.

© 2012 Bentham Science Publishers
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Plant Material

The ripe fruits of M. azedarach were collected in
Montevideo, Uruguay, in July 2008. The plant was identified
by E. Alonso- Paz (Organic Chemistry Department, Botany
Section. Facultad de Quimica, Montevideo, Uruguay). They
were dried during 48 — 72 h at 40° C before extraction.

Extraction and Isolation

The dried fruits (716 g) were ground and extracted with
boiling hexane (1300 mL, x3) before ethanolic maceration
(1300 mL EtOH, room temperature, 24h, x3). Ethanolic
extract (EE fruits) was vacuum-concentrated and dissolved
in methanol/water (95:5), to be sequentially partitioned with
hexane and then with ethyl acetate. The EtOAc extract (8.8
g) was subjected to flash chromatography eluted with EtOAc
to yield 8 fractions. Fractions 2 and 3 were joined on the
basis of their TLC profiles to yield a mixture (4.3 g) that was
subjected to another flash chromatography eluted with
CHCI;/ACN from 6:1 to 6:2 to yield 14 fractions (F1 - F14).
Fractions 4 to 7 contained TLC spots of similar R¢ of limonin
and the color of which was comparable to the limonin color
(with vanillin). Therefore, a mixture of these fractions
(hereafter, “limonoids extract) was tested in its deterrent
capacity. Fraction 4 [F4 (0.57 g)] was subjected to flash
chromatography eluted with hexane/EtOAc from 95:5 to 4:6
to yield 14 subfractions. Subfraction 9-10 (0.13 g) was
separated on a Beckman HPLC normal phase column
to yield 3 (1 mg), 4 (< 1 mg) and 5 (< 1 mg). Fractions 5
to 7 were joined [F5-7, 1.14 g] and subjected to flash
chromatography eluted with hexane/EtOAc from 95:5 to
EtOAc 100% to yield 16 subfractions. Subfractions 8 (59
mg) and 9 (150 mg) were separated on a Macherey Nagel
HPLC normal phase column to yield 1 (27 mg), 2 (3.7 mg),
5 (5 mg) and an equimolar mixture of 5 and 3 (6 mg. The
relative amounts in this mixture -hereafter “5+3”- were
determined by the relative intensities of the H-signal of the
C28 aldehyde group in 3 and 5).

INSECTS
Chewing Insects

Epilachna paenulata Germar (Coleoptera: Coccinellidae)
is an olyphagous insect specialized in Cucurbitaceae. Adults
were maintained on squash (Cucurbita pepo L.) under
controlled conditions of temperature (20 = 2 °C) and
photophase (14L:10D) [15].

Spodoptera littoralis Boisduval (Lepidoptera: Noctuidae)
is a generalist species. The laboratory colony was kept on
an artificial diet [16] at 25 + 1 °C, > 70% relative humidity,
with a photoperiod of (16L:8D) in a growth chamber.

Sucking Insects

Rhopalosiphum padi L. (Hemiptera: Aphididae) is a
grass specialist species. These aphids were reared on
Hordeum vulgare L. foliage and maintained at 20 = 1 °C, >
70% relative humidity, and with a photoperiod of (16L:8D)
in a growth chamber [9].

Myzus persicae Sulzer (Hemiptera: Aphididae) is a
generalist species. These aphids were reared on bell pepper
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foliage (Capsicum annuum L.) at 25 + 1 °C, > 70% relative
humidity, with a photoperiod of (16L:8D) in a growth
chamber [9].

Insects’ Bioassays

Tests against chewing insects (E. paenulata and S.
littoralis): The antifeedant (phagodeterrent) activity was
evaluated in choice-bioassays in Petri dishes (9 cm x 1 cm)
lined at the bottom with a la%/er of agar (2%). Insects were
offered four leaf discs (1 cm”) of the appropriate host plant
(C. pepo for E. paenulata and C. annuum for S. littoralis).
Two of the discs (T) were coated with 100 pg of the extract
or 50 pg of pure compounds (10 UL of a 10% or 5% MeOH
solution respectively), and the other two (C) were treated
with 10 uL of MeOH. Insects were tested individually as
adults for E. paenulata (10-15 replicates per extract) and as
larvae for S. littoralis (5-6 replicates per extract). To measure
deterrent activity, a visual score of area consumed (0, 12.5,
25, 37.5, 50, 62.5, 75, 87.5 or 100%) was assigned for all
discs within the plate, and a preference index (PI) was
determined for each replicate using the formula PI = (C - T)/
(C + T), where C and T are the amounts consumed for the
control and treatment of the leaves respectively [17].

Tests against sucking insects (M. persicae and R. padi):
The activity against aphid settling was tested in choice
experiments as described elsewhere [18]. The extracts were
tested in plastic boxes (3 x 3 x 1.5 cm) lined at the bottom
with 2% agar (20 replicates per extract). Two leaf pieces
(ca. 1 cm?) cut from the appropriate host plant (C. annuum
and H. vulgare for M. persicae and R. padi, respectively)
were placed on the agar and treated either with the extract at
100 pg/cm® (in the case of pure compounds a 50 pg/cm’
dose was used) or the same amount of solvent (MeOH). Ten
aphids were placed in the box and the percentage of aphids
settled on each surface was recorded after 24 hours
of exposure. A PI was also calculated for each replicate as
PI = [(%C - %T)/(%C + %T)], where %T and %C are the
percentages of aphids settled on the treated and control leaf
pieces, respectively.

Statistical Procedures

Bioassay data were analyzed by Wilcoxon Rank tests
[19]. Antisettling activity determination was based on the
number of aphids settled on the leaf treated with solvent
(control) compared to the number settled on the leaf treated
with the substance tested (treatment). Replicates with fewer
than five aphids settled in total (on both leaves) were not
considered. Antifeedant (deterrent) activity determination
was based on the proportions of the consumption of the leaf
treated with solvent (control) compared to the proportions of
the consumption of the leaf treated with the substance tested
(treatment).

Comparisons among results from different bioassays
were analyzed by Mann Whitney and Kruskal Wallis tests
[19].

PHYSICAL AND SPECTROSCOPIC DATA

21o-methylmelianodiol (1) [a]*'p -97.5° (¢ 0.3800,
CHCly); 'H and ®C NMR data: see Tables 1 and 2;
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Table 1. "H Chemical Shifts for Isolated 1-5 (§ in ppm, J in Hz)
Number 1° 2" 3 4" 5
1 1.45 (m) 1.47 (m) 5.14 (t,2.6) 5.26 (t,3) 5.08 (t,3)
1.98 (m) 1.97 (m) - - -
2 2,24 (dt, 14.2,3.7) 2.24 (dt, 14.0,3.4) 2.31 (m) 2.1-2.3 (m) 2.1-2.3 (m)
2.76 (td, 14.6, 5.6) 2.74 (td,14.5, 5.6) - - -
3 - - 3.78 (dt, 3.0) 3.81 (m) 3.75(dt,9.5,2.5)
5 1.72 (m) 1.70 (m) 3.71(d, 12.1) 3.81 (m) 3.65(d, 12.5)
6 2.06-2.13 (m) 2.06-2.13 (m) 5.28(dd, 2.7,12.2) 5.30(dd, 2.7,12.2) 5.26 (dd, 2.7, 12.1)
7 5315(q,3.2) 53(q,2.8) 4.05(d,2.7) 4.07 (d, 2.7) 4.03 (d,2.7)
9 2.3 (m) 2.3 (m) 2.90 (dd, 2.7, 8.8) 2.93 (dd, 4.7,7.1) 2.84 (dd, 3.2, 8.5)
11 1.57 (m) 1.58 (m) 2.31 (m) 2.30 (m) 2.3 (m)
12 1.55 (m) 1.33 (m) - - -
1.74 (m) - - - -
15 1.50 (m) 1.51 (m) 5.56 (td, 2.6, 8.2) 5.51 (m) 5.48 (m)
16 1.94 (m) 1.88 (m) 2.1 (m) 2.1 (m) 2.1 (m)
1.31 (m) - 2.3 (m) 2.3 (m) 2.3 (m)
17 1.78 (m) 2.05 (m) 3.63 (dd, 8.5,1.5) 3.61(d, 8.7) 3.65(d, 8.5)
18 0.85 (s) 0.83 (s) 1.65 (d, 2.0) 1.64 (d, 1.5) 1.65(d, 1.5)
19 1.01 (s) 1.01 (s) 1.10 (s) 1.13 (s) 1.08 (s)
20 2.16 (m) 1.96 (m) - - -
21 478 (d, 3.6) 4.8(d,3.2) 7.19 (s) 7.12 (s) 7.25 (s)
22 1.94 (m) 1.90 (m) 6.24 (dd, 1,0.5) 6.11(d, 1.0) 6.29 (d, 1.3)
1.74 (m) - - - -
23 4.22 (ddd, 10.5,4.8,1.7) 4.43 (m) 7.30 (m) 7.18 (t, 1.5) 7.33 (1,1.6)
24 3.25(dd, 9.9, 1.5) 3.17 (dd,8.2,2.0) - - -
26 1.26 (s) 1.25(s) - - -
27 1.30 (s) 1.25(s) - - -
28 112 (s) 1.11 9.76 (s) 9.80 (s) 9.74 (s)
29 1.04 (s) 1.04 1.01 (s) 1.04 (s) 1.00 (s)
30 1.01 (s) 1.01 1.43 (s) 1.43 (s) 1.41 (s)
3.34 (s) O-Me 1.22 (s) —-O-CH,-Me 3.18 (s) OMe 2.85 (s) OMe 6.94(dd, 7.1,1.4) 3'
- 3.7,3.4 -0-CH»Me 1.99 (s) OCOMe 2.0 (s) OCOMe 1.86 (d,7.1) 4
6.51(d, 15.9) 2
7.74 (d, 16.0) 3’
7.58 (m) 5° 749 (m) 37
) ) 743 (m) 6 8.09 (m) 4’ 6 1.94 (s) 5'
743 (m) 7 7.63(t,7.4)5
7.43 (m) 8’
7.58 (m) 9’

“In CDCls, 500 MHz. * In CDCl;, 400 MHz.
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Table2. '*C Chemical Shifts for Isolated 1-5 (In CDCl3, & in ppm, 100-150 MHz)
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128.56 9°

Number 1 2 3 4 5
1 38.65 38.7 73.12 733 72.73
2 3525 35.25 28.76 28.92 30.51
3 217.05 217 7531 75.12 75.3
4 48.03 48.04 4931 4927 4928
5 52.5 525 3528 35.07 3524
6 245 2451 69.16 69.11 68.98
7 11831 118 86.26 86.29 86.15
8 145.7 145 4732 472 4726
9 48.45 48.45 39.86 39.99 39.79
10 35.07 35.08 4228 42.54 4238
11 17.93 17.9 30.48 30.88 28.57
12 31.67 312 172.63 (COOMe) 172.46 (COOMe) 172.66 (COOMe)
13 43.75 436 135.94 136.25 135.95
14 51.12 50.9 14621 145.9 146.25
15 33.9 34.34 87.8 87.89 87.84
16 27.56 27.48 4129 4129 414
17 50.45 45.1 49.81 49.75 49.82
18 227 234 13.26 13.34 1325
19 129 12.89 17.24 16.99 17.17
20 47.86 4638 127.03 127.07 127.18
21 109.14 103.54 139.02 138.81 139.13
22 34.48 31.8 110.82 110.72 110.86
23 76.91 78 14321 143.1 14321
24 75.53 76.8 - - -
25 73.24 73.1 - - -
26 26.53 2653 - - -
27 26.62 2641 - - ;
28 24.65 24.64 207.1 207.02 207.07
29 21.73 21.7 14.09 14.19 1325
30 27.44 2753 17.29 17.99 17.23
55.8 O-Me 0-CH2-63.9 51.87 COOMe 51.48 COOMe 51.78 COOMe
- CH3 15.35 21.14 OCOMe 21.12 OCOMe 21.11 OCOMe
170.62 0COMe 170.54 OCOMe 170.0 OCOMe
165.66 1° 16532 17 1664 1'
117752’ 13022 128.82'
14627 3’ 129.83° 7 138.83'
134.40 4° 1288746’ 14.86 4'
i ) 128.56 5° 133.7 5 1241 5"
129.24 6°
130.93 7°
129.24 8°
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HRESIMS m/z 525.35925 [M + Na'] (caled for C3;HsoOsNa,
525.35505).

21B-ethylmelianodiol (2) [0]*'p-39.1° (¢ 0.1735, CHCly);
'H and "*C NMR data: see Tables 1 and 2.

1-0-Detigloyl-1-O-cinnamoylohchinolal (3) [a]* p+61.5°
(c 0.4735, CHClIy); 'H and 'C NMR data see Tables 1 and 2;
HRESIMS m/z 683.28435 [M + Na'] (caled for C3sH44010Na,
683.28267).

1-0-Detigloyl-1-O-benzoylohchinolal (4) 'H and "C
NMR data see Tables 1 and 2.

Ohchinolal (5) 'H and '*C NMR data see Tables 1 and 2.
RESULTS AND DISCUSSION

By a series of flash chromatography procedures and
subsequent purification steps by preparative HPLC, an
ethanolic extract of fruits of M. azedarach yielded two
tirucallane-type triterpenoids never isolated from this species
(1 and 2), along with three ring C-seco limonoids previously
reported on this tree (3 - 5) (Fig. 1) [20, 21].

Compound 1 had a [M + Na'] peak at m/z 525.35925
in HRESIMS, corresponding to the molecular formula
C51H500OsNa. The NMR data showed that 1 was 2lo-
methylmelianodiol (Tables 1 and 2). 21a-methylmelianodiol
and 21B-methylmelianodiol were firstly isolated from the
cortex of Cedrela sinensis (Meliaceae) [22], without report
on the stereochemistry of C- 24. The stereochemistry of this
C in 1 and its B analog was determined when they were
isolated from the fruits of Poncirus trifoliata (Rutaceae)

Diaz et al.

[20], by comparison to the stereochemistry of melianodiol
and 24-epimelianodiol [21]. In NOE experiments of
compound 1, irradiation of H-18 (0y 0.85) gave an
enhancement of the H-20 signal at &y 2.16, indicating that
the side chain at C-17 and the methyl 18 (o) are to the same
side of the major skeleton, and therefore C-20 must have the
(S) configuration. Furthermore, irradiation of the H-21
resonance at oy 4.78 gave an enhancement of the H-17 signal
at 8y 1.78, and did not give any enhancement of the H-23
signal at Oy 4.22, suggesting that the methoxyl group at C-21
is o oriented in 1. Moreover, the chemical shift values of the
C-17 (8¢ 50.45), C-21 (8¢ 109.14) and C-22 (¢ 34.48)
resembled those of the epimer of melianodiol with the
methoxyl group at C-21 o oriented [21], in accordance to our
observations. Finally, irradiation of the H-23 resonance at dy
4.22 gave an enhancement of the H-20 signal at 8y 2.16 and
the H-24 signal at &y 3.25, revealing that C-24 has the (S)
configuration. All in all, during this work we have isolated
for the first time from the fruits of M. azedarach the
limonoid 21o-methylmelianodiol (1).

Compound 2 had a [M + Na'] peak at m/z 539.3707 in
HRESIMS, corresponding to the molecular formula
C;,H5,0sNa. The NMR data of 1 and 2 showed broad
similarities (Tables 1 and 2), being the major differences the
presence of an ethoxyl group instead of a methoxyl on C-21,
as well as the chemical shift values of the C-17 (8¢ 45.1), C-
21 (8¢ 103.54) and C-22 (8¢ 31.8), which resembled those of
the epimer of melianodiol with the methoxyl group at C-21,
B oriented [20]. Thus, the structure of 2 was determined to be
21B-ethylmelianodiol (2). In view of the use of ethanol and

Fig. (1). Limonoids isolated from the fruits of M. azedarach from Uruguay.
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ethyl acetate during the extraction procedures of this
compounds, the difference in the configuration of C-21, and
the fact that the spatial configuration of 2 seems to be more
stable than 1; we cannot exclude the possibility that 2
might be an artifact of the ethoxylation of 1. Indeed, both
configurations at C21 were previously reported in natural
products, as in the case of 2lo-methylmelianodiol and
21B-methylmelianodiol from the fruits of Poncirus trifoliata
[20].

Compounds 3-5 were identified as 1-O-detigloyl-1-O-
cinnamoylohchinolal [23], 1-O-detigloyl-1-O-benzoyloh-
chinolal [23] and ohchinolal [24] respectively, by the
analysis of their spectroscopic data. Full 'H and *C NMR
data are provided in Tables 1 and 2. These three limonoids
have already been isolated from ripe fruits of M. azedarach
collected in Curitiba, Brazil [23]. The chemical shifts of C-4,
C-8, C-10 and C-16 for 3 are reported here for the first time
(Table 2).

The ethanolic crude extract of fruits of M. azedarach (EE
fruits) showed deterrent activity against both generalists (S.
littoralis and M. persicae) but were inactive against both
specialists (E. paenulata and R. padi; Table 3). Interestingly,
this pattern seems to be opposite to previous findings where
susceptibility of generalist was shown to be lower than for
specialists [9].

For the generalists tested here, previous studies reported
insecticide activity of the whole extracts from fruits on
S. littoralis larvae [11, 25]. For this insect, methanolic
extracts exhibited larvicidal effects when ingested at lower
concentrations than the ones used in this study [11]. Besides,
when larvae were kept on diets enriched in M. azedarach
methanolic extracts, sublethal effects were also reported.
These effects included neuroendocrinal unbalance (the
juvenile hormone titers, as well as the corpus allatum size
were affected) and physiological consequences (the hemolymph
protein content varied) [25]. Our findings complement these
studies since a strong antifeedant effect was detected -at
higher doses- on S. littoralis larvae (Table 3). In the case of
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M. persicae, contrary to our findings (Table 3), previous
works report on the inactivity of M. azedarach fruit extracts
against this generalist aphid [12, 13]. This apparent
dissimilarity might arise from the different methods of
extract obtaining, or from the differences in bioassays
design, as well as doses applied.

Concerning the chewing specialist tested here, in
previous works, ethanolic crude extracts of ripe fruits from
other geographic origins, have demonstrated to be deterrent
against adults and larvae of E. paenulata [10]. In such study
the extract was tested at higher dosages (400 and 2000
ng/em?® for adults and larvae respectively) than the ones
tested here (100 pg/cm’® for adults), which might be the
reason of the differences found (E. paenulata adults were not
deterred at the doses tested in the present work Table 3). We
choose to test the extracts at 100 pg/cm” because this amount
was the one found to have similar effects to other botanicals
(nicotine and rotenone) when this bioassay was standardized
[9]. In the case of R. padi, an organism that, to our
knowledge was not tested before for its susceptibility to M.
azedarach products, no activity was found for the crude
extract.

Contrary to the complete fruit extract from which it was
isolated, the limonoids extract demonstrated activity against
the four species tested (Table 3). Indeed for the specialists,
the fruit extract was not active, and in the case of E.
paenulata, this extract showed, at the tested dose, total
deterrence (Table 3). This improved activity after purification
can also be visualized in the case of the generalists, for
which there is a tendency of stronger activity, although
the differences were not significant (p = 0.07 for S. littoralis;
and p = 0.20 for M. persicae; Mann-Whitney test; Table 3).

During the purification of active compounds from the
limonoids extract, 14 subfractions were obtained. Among
them, F4-F7 revealed by TLC to contain compounds with
similar R to limonin. From the less polar fraction (F4), 3, 4
and 5 were isolated afterwards; and from the joint of F5
to F7, 1, 2 and 5. Besides, from this later joined fraction,

Table 3. Activity of Crude Extract, Limonoids Extract, and Isolated Compounds against the Four Insect Models Tested

Insect Species
Preference Index (PI £ ES)

Extract/Compound® M. Persicae R. Padi S. Littoralis E. Paenulata

EE fruits 0.26 = 0.12* 0.07+0.11 0.770.11% 0.33+031
Limonoids extract 0.47 £0.11% 0.19 £ 0.07* 1.00 £ 0.00* 0.98 +0.02*
F4 0.11£0.10 0.02+0.11 0.69 £ 0.14* 0.51 £0.24*

1 -0.22+0.13 0.09+0.10 0.33 £0.20 0.08 £0.42
3 0.21+£0.13 -0.06 +0.09 0.34+0.17 0.89 £0.11*
5 -0.21+ 0.16 0.13+£0.13 0.93 +£0.07* 0.73 +£0.18*

5+3 -0.07+ 0.14 0.14+£0.11 0.92 +0.04* 1.0 £ 0.0%

*EE fruits, limonoids extracts and F4 were tested at 100 pg/cm?; 1, 3, 5 and the mixture 5+3 at 50 pg/cm?” *Denotes significant difference between C and T (deterrent, p < 0.05,

Wilcoxon 2 tail rank test).
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an equimolar mixture of 5 and 3 was also obtained (“5+3”).
The activity of these products is shown in Table 3 (pure
compounds and the mixture of 5 and 3 were tested at 50
pg/cm?). While F4 showed deterrence against both chewing
insects, the two aphids were not susceptible to this fraction.
Bioassays with the pure compounds 1, 3 and 5, revealed the
lost of the activity (compared to the limonoids extract)
against aphids when these three compounds were tested on
their own. On the other hand, some of these products
retained their effect against the chewing insects, as in the
case of 5 and the equimolar mixture of 5§ and 3. In the case of
3, only the specialist was deterred in its feeding by this pure
compound. However, the effect on the generalist was
recovered when the mixture of 5 and 3 was tested. Such
mixture demonstrated total deterrence against the specialist,
suggesting that these compounds (3 and 5) might be synergic
on their effect against E. paenulata. Further, the limonoids
extract revealed a greater activity against the four insect
species tested, than the products isolated from it. Therefore,
the synergistic effect among 1-5 seems to be a general
pattern in regard to their antifeedant activity.

Other limonoids isolated from the fruits of this tree
(meliartenin and its interchangeable isomer, 12-hydro-
xyamoorastatin, and toosendanin) were tested on their
antifeedant capacity against 3™-instar larvae of E. paenulata
[26]. These limonoids deterred the larvae at similar doses
than azadirachtin. Our findings supplement the ones found in
this previous work, as structurally different limonoids were
tested against other instar (adults) of the same species.

On a side note, many isolated limonoids, containing the
rest tigloyl as side chain, have proved to be cytotoxic [27-29]
as well deterrent against some pests [30], in line with our
findings that 5 was the only compound that showed activity
against more than one of the insect species when tested on its
own. Additionally, there are also reports of active limonoids
against insects with the cinnamoyl side chain on their
structure [31, 32] which may be indicating that it is probably
the cinnamoyl rest of 3, which makes it active against E.
paenulata. 3-5 correspond to the C- seco limonoids class,
which is considered the most active group of limonoids [33]
and occurs only in the Meliaceae, belonging to the tribe
Melieae (restricted to the genus Azadirachta and Melia) [33].
However, 1-2 are protolimonoids, a class of limonoids to
which meliantriol and melianone belong (isolated from
Azadirachta indica), which revealed according to previous
studies, activity against a Lepidoptera [34] and a Coleoptera
[35] respectively.

The antifeedant activity of limonoids has been
extensively studied, in particular focusing on azadirachtin
[36, 37]. Although, this limonoid reached the market due
mainly to its insecticide properties as an insect growth
regulator [36], nowadays, it is the only commercially
available pesticide with antifeedant activity [37]. As it is
well known, azadirachtin-based products are obtained from
the Neem seeds from cultivated trees. In the same way, the
Chinaberry tree may be in the future a great source of anti-
insect products; particularly considering its great capacity of
biomass production [38]. Consequently, agronomic evaluation
studies at this point are of great importance as previously
suggested [39].

Diaz et al.

To sum up, the occurrence of 21o-methylmelianodiol
and 21f-ethylmelianodiol is reported here for the first time
in M. azedarach fruits. Further, three limonoids (1, 3 and 5)
have been tested for the first time against four different
insect species (used as models), exhibiting different patterns
of activity which may be depending on the substituents on
the major skeleton. More studies are still needed in order to
clarify this issue, as they have been done with other
limonoids [40-45]. As a general pattern, products tested here
were more active against S. litforalis, which as a lepidoptera
was expected to have greater susceptibility than the other
insect detectors chosen for this study [36]. Finally, when
active, mixtures showed better antifeedant activity than
isolated compounds, probably due to synergistic effects
among limonoids as shown in other studies [46].
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Bioactive Natural Products from Sapindaceae
Deterrent and Toxic Metabolites Against Insects
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Uruguay

1. Introduction

The Sapindaceae (soapberry family) is a family of flowering plants with about 2000 species
occurring from temperate to tropical regions throughout the world. Members of this family
have been widely studied for their pharmacological activities; being Paullinia and Dodonaea
good examples of genera containing species with these properties. Besides, the family
includes many species with economically valuable tropical fruits, and wood (Rodriguez
1958), as well as many genera with reported anti-insect activity.

Antioxidant, anti-inflammatory and anti-diabetic properties are the pharmacological
activities most commonly described for this family (Sofidiya et al. 2008; Simpson et al. 2010;
Veeramani et al. 2010; Muthukumran et al. 2011). These activities are in some cases
accounted for isolated phenolic compounds such as prenylated flavonoids (Niu et al. 2010),
but in many cases, it is still unknown which are the active principles. Indeed, there are many
studies of complex mixtures (crude aqueous or ethanolic extracts) from different species in
which several other pharmacological activities have been described without characterization
of the active compounds [e.q. antimigrane (Arulmozhi et al. 2005), anti-ulcerogenic
(Dharmani et al. 2005), antimalarial (Waako et al. 2005), anti-microbial (Getie et al. 2003)].
Phytochemical studies on Sapindaceae species are abundant and various kinds of natural
products have been isolated and elucidated. Examples of these are flavonoids from Dodonaea
spp. (Getie et al. 2002; Wollenweber & Roitman 2007) and Koelreuteria spp. (Mahmoud et al.
2001), linear triterpenes from Cupaniopsis spp. (Bousserouel et al. 2005) and caffeine,
xanthenes and cathequines from Paullinia spp. (Benlekehal et al. 2001; Sousa et al. 2009). All
these compounds are naturally occurring in almost every plant family, however, the
Sapindaceae do produce an unusual group of secondary metabolites: the cyanolipids (Avato
et al. 2005). Eventhough these compounds exhibit a potential health hazard for humans and
animals, for the plants, cyanolipids may have a protective physiological role. However, not
many investigations have been developed involving the study of the ecological interactions
among the plants producing them and other sympatric organisms. On the other hand, the
toxicity of these cyanocompounds might be a potential source of pesticides. Indeed, not only
cyanocompounds, but also a wide range of species of Sapindaceae have been tested on their
anti-insect activity. Several extracts, fractions or pure compounds of different phenological
stages, have been tested against diverse species of lepidopterans, dipterans and coleopterans
of major importance in agriculture as well as in veterinary and medical applications.
Examples of this include the larvicidal activity of Magonia pubescens against Aedes aegypti
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(Diptera: Culicidae) (Arruda et al. 2003a,b); the toxicity of Sapindus spp. against Sitophilus
oryzae (Coleoptera: Curculionidae) (Zidan et al. 1993; Rahman et al. 2007); and the toxicity of
Dodonaea spp. against Spodoptera spp. (Lepidoptera: Noctuidae) (Abdel et al. 1995; El-Din &
El-Gengaihi 2000; Deepa & Remadevi 2007; Malarvannan et al. 2008). The activity against
different pest models of extracts from various South American species within the
Sapindaceae was recently described. These species included Allophylus edulis, Dodonaea
viscosa and Serjania meridionalis, from which isolated metabolites with anti-insect capacities
have not yet been described (Castillo et al. 2009). This chapter will examine the available
information on extracts and secondary metabolites from Sapindaceae focused on their
defensive role for the plant against herbivory; and consequently this appraisal will also
present a compilation of potential anti-insect agents from Sapindaceae.

2. Sapindaceae: its anti-insect potential

Anti-insect activity has been described in at least 15 of the 202 genera (Anonymous 2011)
belonging to this family. Among these findings, the cases in which the bioactive compounds
were isolated represent the least. It has been in general tested the activity of aqueous or
ethanolic extracts from different organs and from plants of different phenological stages
against a variety of insect targets using different bioassay designs. As a consequence,
different modes of action have been described. Extracts have revealed to be potentially
deterrent agents, growth inhibitors and even toxic agents against different genera of insects.
The following appraisal comprises the main Sapindaceae genera from which extracts or
isolated compounds with anti-insect activity have been described.

2.1 Sapindus

A vast number of species showing great potential as anti-insect agents belong to this genus.
Sapindus saponaria, a tree widely distributed in Central and South America, is also frequently
used as ornamental (Lorenzi 2004). Brazilian people commonly prepare homemade soap
from this tree; and use its seeds to make handcrafts. Its wood is broadly used in
construction. Its fruits and roots are popularly used as painkillers, astringents, expectorants
and diuretics (Ferreira Barreto et al. 2006). Besides, its medicinal potential as healing and
anti thrombotic agents has been studied. Research on that area has revealed that flavonoids
in the leaf extracts are responsible for those activities (Meyer Albiero et al. 2002). On the
other hand, much research has been devoted to the anti-insect capacity of extracts from
different organs of this plant. Boica Junior et al (2005), on their search for activity against
larvae of the cabbage pest Plutella xylostella (Lepidoptera: Plutellidae) investigated eighteen
plant species from a variety of families, finding that aqueous leaf extract of S. saponaria was
one of the most active products. The extract produced 100 % of mortality in tests where the
larvae were offered cabbage foliage disks coated with the extracts to be evaluated as a sole
food (Boiga Junior et al. 2005). In another study, the aqueous fruit extract of this tree showed
deterrent properties against another cabbage pest, Ascia monuste orseis (Lepidoptera:
Pieridae). In this case the activity was comparable to that showed by aqueous extracts of the
neem tree, Azadirachta indica, the newest botanical pesticide in the market (Isman et al. 1996;
Medeiros et al. 2007). The aqueous seeds” extracts were evaluated against another
lepidopteran, Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae), showing strong effect on
larvae development and midgut trypsin activity (dos Santos et al. 2008). Not only against
lepidopterans has this tree revealed anti-insect potential, but also against other insect orders.



Bioactive Natural Products from Sapindaceae Deterrent and Toxic Metabolites Against Insects 289

For instance, a saponin extract from fruits from this species showed toxicity against adults of
the greenhouse whitefly Trialeurodes vaporariorum (Hemiptera: Aleyrodidae) (Porras &
Lopez-Avila 2009); and complete ethanolic extracts from fruits have shown larvicidal and
morphological alterations effects on the mosquito Aedes aegypti (Diptera: Culicidae) (Ferreira
Barreto et al. 2006). Some other saponins presenting other kinds of biological activity,
isolated from the fruits of this species, are shown in Figure 1 (Lemos et al. 1992; Ribeiro et al.
1995).

Sapindus emarginatus, another tree from this genus, widely distributed in India, has also
demonstrated larvicidal activity of its fruit extract against three important vector
mosquitoes: A. aegypti, Anopheles stephensi and Culex quimquefasciatus (Diptera: Culicidae)
(Koodalingam et al. 2009). Later, this group has also investigated the impact of the extracts
on the activity of mosquito phosphatases and esterases to gain an insight into the extent of
disturbance in metabolic homeostasis inflicted upon exposure to the extract (Koodalingam
et al. 2011). Previous reports on this species have shown that the pericarps contain triterpene
saponins (Figure 1), which are commonly used as antifertility, antipruritic and anti-
inflammatory agents in traditional Indian and Thai medicine (Jain 1976; Kanchanapoom et
al. 2001). Perhaps, anti insect activity may be due to saponins in this plant similarly to the
case of Sapindus saponaria (Porras et al. 2009).

Activity of members of this genus against other insect orders, further than dipterans and
lepidopterans, has also been evaluated, including coleoptera and lice. That is the case of the
extract from Sapindus trifoliatus fruit cortex which showed activity against the red flour
beetle Tribolium castaneum (Herbst) (Coleoptera: Tenebrionidae) (Mukherjee & Joseph 2000).
In this case, weight gain was significantly reduced when larvae were fed on diets including
the extract at different doses; and females topically treated -upon emergence- with the
extract laid fewer viable eggs. (Mukherjee & Joseph 2001). Another ethanolic fruit extracts,
in this case from Sapindus mukorossi, also showed anti coleopteran activity against another
pest of stored grains, Sitophilus oryzae (Coleoptera: Curculionidae) and also against Pediculus
humanus (Phthiraptera: Pediculidae) (Rahman et al. 2007). Finally, from the methanolic
extract of fruits of this species triterpenic saponins (Figure 1) have also been isolated and
these natural products demonstrated their potential as growth regulators and antifeedants
against Spodoptera littura (Lepidoptera: Noctuidae), both as glycosides and as free genines
(Saha et al. 2009). In this particular study, it was verified that upon hydrolysis of the
saponins, the growth regulatory activity was improved, whereas very little difference was
found in regard to the antifeedant activity.

All in all, the genus Sapindus contains a variety of species which have been studied on their
activity for some insects from different orders. In spite of the fact that not many reports do
exist on the action of isolated compounds, the previous ethnobotanical uses of Sapindus spp.
and the isolation of some active saponins from this genus, may suggest that this group of
secondary metabolites might be related to the anti-insect activity. Saponins -glycosides of
sapogenins containing a monosaccharide or a polysaccharide unit- reduce the surface
tension becoming biological detergents. They are widely distributed secondary plant
metabolites, found among almost 100 plant families (Bruneton 1995). Being effective
defences for some insects (Plasman et al. 2001; Prieto et al. 2007), saponins have been
implied in mechanisms of plant resistance against potential herbivores (Nielsen et al. 2010).
The genus Sapindus, rich in this kind of compounds, may therefore be promissory raw
material to develop plant pest control products. Further information can be found at recent
works reviewing saponins from Sapindus spp. and their activity (Pelegrini et al. 2008;
Sharma et al. 2011).
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2.2 Dodonaea

From this genus, there are two species to which almost all research has been devoted:
Dodonaea angustifolia and Dodonaea viscosa. These two species are considered by some
taxonomists to be synonymous, while others recognize D. angustifolia as a sub-species of D.
viscosa (cited in Omosa et al. 2010). D. angustifolia is widely distributed in Australia, Africa,
Asia and South America; and it has been employed until present days in traditional
medicine all over the world. It is traditionally used as analgesic, laxative, antipyretic, and to
treat rheumatism, eczema, and skin ailments (Malarvannan et al. 2009; Omosa et al. 2010).
Dodonaea viscosa is a shrub, rarely a small tree, widely distributed in tropical and subtropical
areas of both hemispheres. It is used in folk medicine as a febrifuge, a diaphoretic drug, and
also for the treatment of rheumatism, gout, inflammations, swelling and pain (Niu et al.
2010).

Anti-insect activity has been described for extracts from both plant species mostly against
lepidopterans (Malarvannan & Subashini 2007; Malarvannan et al. 2008; 2009; Sharaby et al.
2009). For instance, extracts of leaves of D. angustifolia (obtained with hexane, petroleum
ether, chloroform, acetone and water) were tested in field bioassays, showing to be effective
biocontrol agents for the larvae of Earias vitella (Lepidoptera: Noctuidae) (Malarvannan et al.
2007). Besides, those extracts also showed ovicidal activity against Helicoverpa armigera
(Lepidoptera: Noctuidae) (Malarvanan 2003). However, while in the case of extracts from
different organs (fruits, leaves and twigs) of D. viscosa coming from Uruguay, none of these
products proved to be active against the polyphagous Spodoptera littoralis (Lepidoptera:
Noctuidae) (Castillo et al. 2009), insects from other orders were deterred by D. viscosa
extracts. Interestingly, while extracts from leaves and twigs exhibited good activity against
aphids (Rhopalosiphum padi and Myzus persicae) and a coleopteran (Epilachna paenulata), they
were innocuous to beneficial insects (Apis mellifera) (Castillo et al. 2009). This selectivity
makes D. viscosa a good candidate from which to develop botanical pesticides. Another
independent study also showed a strong contact activity of the seed extracts against the
coleopteran, S. oryzae (Zhao et al. 2006).

D. angustifolia is known to contain essential oils, flavonoids, terpenoids, phenols, coumarins,
sterols and unidentified alcohols (Malarvannan et al. 2008). Meanwhile several flavonoids,
diterpenoid acids and saponins have been isolated from D. viscosa (Niu et al. 2010).
However, the chemical basis for the pesticide and antifeedant activities remains unclear as
tests on individual compounds have not been performed. Nevertheless, a series of clerodane
diterpenoids (Figure 2) and prenylated flavonoids (Figure 3) were isolated from the aerial
parts of D. viscosa from China, having them not shown larvicidal activity against two
mosquito species tested (Niu et al. 2010), however the authors stated that previous studies
showed activity of these clerodanes against two lepidopterans (Plutella xylostella and Pieris
rapae) and against the coleopteran Sitophilus oryzae.

At the same time, an investigation on this family of compounds from D. angustifolia from
Kenya showed that the extracts from the leaf surface of this plant is composed mainly by
clerodanes (Figure 2) and also by methylated flavones and flavonols (Figure 3) (Omosa et
al.). Clerodanes isolated from D. viscosa and D. angustifolia belong to the neo-clerodane
group. As it is well known, these secondary metabolites have a structure based on the
carbon skeleton and absolute stereochemistry of clerodin (Klein Gebbinck et al. 2002)
isolated first from Clerodendron infortunatum (Lamiaceae) (Banerjee 1936). This large group of
plant secondary metabolites have been described mainly from Lamiaceae and Asteraceae,
and they have exhibited a wide range of anti-insect properties as it has been reviewed
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Fig. 2. Clerodanes from Dodonaea spp. Structures shown were isolated from D. viscosa (Niu
et al. 2010) with the exception of the indicated ones.

previously (Klein Gebbinck et al. 2002; Sosa & Tonn 2008). Worth to be noticed, an earlier
work by Jefferies et al. (1973) reported the occurrence of various diterpenes in another
species, Dodonaea boroniaefolia, of the opposite configuration in the main skeleton (Figure 3),
that is ent-clerodanes.
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2.3 Magonia and Paullinia species

Paullinia spp. is one of the few purine alkaloid-containing genera used to prepare stimulant
drinks worldwide (Weckerle et al. 2003). Paullinia clavigera grows in primary forests and
shores of the South American Amazonic aquatic ecosystems, and it has been studied mostly
in Perd for the control of different insect pests (cited in Pérez et al. 2010). The toxicity of
aqueous extracts of lianas from this species against larvae of Anopheles benarrochi (Diptera:
Culicidae) (Pérez & Iannacone 2004) and afterwards the mortality and repellence of such
extracts against larvae of Rhynchophorus palmarum (Coleoptera: Curculionidae) (Pérez &
Iannacone 2006) were tested. Besides, the activity of aqueous extracts against Eupalamides
cyparissias (Lepidoptera: Castniidae), and the activity of hydroalcoholic extracts against
Tuthillia cognata (Hemiptera: Psyllidae) (Pérez et al. 2008) were also reported, showing the
potential of this vegetal species as a biocontrol agent against different insect orders.
However, it is still unclear which compounds are responsible for the anti-insect effects of P.
clavigera. Flavonoids, phenols, triterpenes and saponins were detected in a phytochemical
study in extracts from the stem cortex of P. clavigera. (Pérez et al. 2010); and other species
from the same genus (P. cururu) contain saponins, tannins and polyphenols (Wilbert &
Haiek 1991).
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Magonia pubescens, widely distributed in the Brazilian Cerrado, is commonly used in the
construction industry. It has been mostly studied for its larvicidal activity against A. aegypti
(Arruda et al. 2003; da Silva et al. 2003; Rodrigues et al. 2006). In this case, one of the most
active fractions from the ethanolic extract of stem barks was shown to be rich in tannins, and
specially in a proanthocyanidin (catequic tannin which structure is shown in Figure 4) (Silva
et al. 2004). Tannins are largely distributed in nature, usually being the active principles of
plants used in traditional medicine. Condensed tannins have a great ability to interact with
metallic ions and macromolecules and to form soluble complexes with electron-donor
groups such as the ones found in alkaloids and proteins. That may be one of the reasons
explaining their toxicity against different organisms, including insects, fungi and bacteria.
Morphological alterations caused by this active fraction on the epithelium of the midgut of
larvae of A. aegypti resembled the ones recorded for tannic acid (Rey et al. 1999). In a side
note, it is worth to notice that this vegetal species has also demonstrated potential on its
ethanolic extract of stem barks, as acaricide against the larvae of the common cattle tick,
Rhipicephalus (Boophilus) sanguineus (Acari: Ixodidae) (Fernandes et al. 2008).

Fig. 4. Catequic tannin with larvicidal activity against A. aegypti isolated from Magonia
pubescens (Silva et al. 2004).

2.4 Miscellaneous

Talisia esculenta, locally known as pitomba occurs in northern and northeastern Brazil. Its
fruits are edible to humans and birds which disperse the seeds. However, popular
information also mentions that chickens die after ingesting the fruit (cited in Macedo et al.
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2002). Koelreuteria paniculata is popularly grown as an ornamental tree in temperate regions
all across the world (Kamala-Kannan et al. 2009). From these two species of Sapindaceae,
lectins have been isolated from their seeds (Macedo et al. 2002; Macedo et al. 2003). Lectins
from T. esculenta inhibited larval growth of two bruchids (Callobroschus maculatus and
Zabrotes subfasciatus) (Macedo et al. 2002). And in the case of K. paniculata, lectins not only
showed insecticide activity against C. maculatus but also against Anagasta kuehniella
(Lepidoptera: Pyralidae) (Macedo et al. 2003). Plant lectins are a large group of proteins
defined as “plant proteins that possess at least one non-catalytic domain that binds
reversibly to a specific mono- or oligosaccharide” (Peumans & Van Damme 1995). Plant
lectines have been implied in many ecological roles, being their action as defences against
insects one of the latest described (Murdock & Shade 2002; Van Damme et al. 2008). Their
mechanisms of action as anti-insect agents are yet poorly understood, with many emerging
hypotheses proposed (Van Damme et al. 2008). According to Macedo et al. (2003), the action
of K. paniculata lectins on C. maculatus and A. kuehniella larvae may involve (1) binding to
glycoconjugates on the surface of epithelial cells along the digestive tract, (2) binding to glycosylated
digestive enzymes, thereby inhibiting their activity, and (3) binding to the chitin component of the
peritrophic membrane (or equivalent structures) in the insect midgut. Finally, regarding T.
esculenta, its aqueous seeds extracts were studied on its effect on S. frugiperda larvae which
development was negatively affected, but the activity of the midgut trypsin was not
inhibited (dos Santos et al. 2008).

The red maple, Acer rubrum, is another Sapindaceae from which bioactive compounds have
been isolated. This prominent maple occurs in hardwood forests, being avoided by several
potential sympatric consumers [for instance, larvae of Malacossoma disstria (Lepidoptera:
Lasiocampidae), and the North American beavers, Castor canadensis] (Abou-Zaid et al. 2001).
The main constituents of an aqueous leaf extract have been phytochemically characterized
as ellagic acid, gallate derivatives (structures 1-7 in Figure 5) and glycosides of flavonoids
(quercetin and structures 13-20 in Figure 3). When these compounds were tested by
themselves against M. disstria larvae, it was found that all gallate derivatives exhibited
deterrent activity, but not the flavonoids. Among gallate derivatives, compounds 2 and 4-7
in Figure 5 were the five most active compounds. Perhaps in this case, the feeding
deterrence effect of the extracts may be traced to the galloyl moiety in its secondary
metabolites.

Blighia sapida, commonly known as Ackee, is an evergreen tree, native from West African
wild forests. In the late 18th century, the plant was introduced in Jamaica, where
nowadays its fruit has been adopted as the national fruit (cited in Gaillard et al. 2011). Its
bark is used as fish poison and also in folk medicine in the treatment of malaria, ulcers,
back aches and headaches (Kayode 2006). The plant contains triterpenic and steroidal
saponins, alkaloids, polyphenols and aminoacidic secondary metabolites (Mazzola et al.
2011). By ingestion, the unripe fruits can cause vomiting and circulatory collapse in
humans due to the presence of hypoglycin-A (seeds and flesh) and hypoglycin-B (seeds)
(Figure 6) (Hassall et al. 1954; Hassall & Reyle 1955; Gaillard et al. 2011). Acetone and
ethanolic extracts of the fruits showed repellent properties against stored-product pests,
namely, C. maculatus, Cryptolestes ferrugineus (Coleoptera: Cucujidae), and Sitophilus
zeamais (Coleoptera: Curculionidae) (Khan & Gumbs 2003). Furthermore, ethanol, acetone,
hexane, methanol, chloroform, and water extracts from the seeds were evaluated on their
repellence against T. castaneum, demonstrating the aqueous extract to be the most active
(Khan et al. 2002).
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Serjania lethalis is another species that has been studied in its anti-insect activity. The ethanolic
stem bark extract showed larvicidal activity against A. aegypti (Rodrigues et al. 2006). In this
study the active compounds were not identified. However, the presence in this species of
tannins, flavonoids and of saponins (serjanosides) has been reported (Teixeira et al. 1984; de
Sousa Aratjo et al. 2008). S. meridionalis, a species phytochemically not described, exhibited
deterrent activity against E. paenulata and M. persicae (Hemiptera: Aphididae) when its
ethanolic leaf extracts were assayed. Disappointingly, this extract was also toxic against
beneficial insects (honey bees) (Castillo et al. 2009).

From the genus Nephelium, the species N. lappaceum is commonly known for its edible fruit
“rambutan”. It is native from Southeast Asia where the fruits are an important commercial
crop (Palanisamy et al. 2008). These fruits have shown potential on its ethanol seed extract,
against S. oryzae, revealing to reduce esterase and glutathione-S-transferase activities from
such insect (Bullangpoti et al. 2004). N. maingayi, native from Malasya and Indonesia, has
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also edible fruits and it has not been studied in its anti-insect activity. However, six
saponins, namely, nepheliosides 1-6 (Figure 1) were isolated from a chloroform extract of its
bark exhibiting cytotoxic activity when evaluated against a panel of human cancer cell lines
(Ito et al. 2004).

3. Cyanocompounds

As stated, Sapindaceae are rich -in their seeds- in toxic cyanolipids (Figure 8), e.g. fatty acid
esters of a- and y- hydroxynitriles (Mikolajczak 1977; Seigler 1991). Although, some works
report the occurrence of cyanolipids also in members of the Hippocastanaceae (Mikolajczak
1977; Bjarnholt & Mgller 2008) and the Boraginaceae (Mikolajczak et al. 1969; Seigler et al.
1970), it appears that later investigations have confirmed that these metabolites are
characteristic only of the Sapindaceae (Seigler 1976, Avato et al. 2005). The cyanolipids are
usually extracted in the seed oils where the amounts vary broadly within the species (Dinesh
& Hasan; Selmar et al. 1990; Hasan et al. 1994; Ucciani et al. 1994; Hasan & Roomi 1996; Sarita
et al. 2002; Avato et al. 2005; Avato et al. 2006), ranging from only 3% in Paullinia cupana var.
sorbilis (Guarana) (Avato et al. 2003), to 58% in Schleichera trijuga (Mikolajczak & Smith 1971).
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Fig. 8. Cyanolipids and glucosinolates from Sapindaceae.
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Cyanolipids present in Sapindaceae belong to four types (Figure 8) which do not occur in all
species. Although there is some controversy in the literature, it seems that each species has
only one or two types of cyanolipids, but not all of them. The fatty acid moieties in
cyanolipids vary within the species. In most of the studies, cyanolipids are esterified mostly
by only one or two fatty acids. Eicosanoic acid (20:0) and eicosenoic acid (20:1 n-9) are
present in high proportion in many species (Aichholz et al. 1997). In the genus Paullinia, the
rare fatty acids paullinic acid (Z-13-eicosenoic acid) and cis-vaccenic acid (Z-11-octadecenoic
acid) are ubiquitous constituents (Seigler 1974; Spitzer 1995; Spitzer 1996; Lago et al. 2000;
Avato et al. 2003). Other fatty acids found go from dodecanoic (12:0) to docosanoic acids
(22:0) (Mikolajczak et al. 1970a; 1970b; 1971; Aichholz et al. 1997; Avato et al. 2003).

Besides lipid derivatives, other cyanocompounds (the corresponding glycosides and salts)
have also been isolated from aerial parts (Seigler et al. 1974; Bjarnholt et al. 2008) or roots of
different species (Kumar et al. 2011). For example, cardiospermin (Figure 8) has been
isolated from some species -and has been shown to be the responsible of the anxiolytic
effects of ethanolic root extract from Cardiospermum halicacabum (Kumar et al. 2011); and in
the particular case of Cardiospermum grandiflorum the corresponding sulphate-containing
cyanogenic glucoside of cardiospermin was described (Hubel & Nahrstedt 1979).

Only cyanolipids of the type I and IV are cyanogenetic (Avato et al. 2005). Therefore
cyanolipids do not work for all species as defensive compounds producing HCN. When
HCN can be formed, its production works similarly to the one from glycosinolates, with a
previous step of hydrolysis of the ester moieties catalyzed by estearases (Figure 9) (Wink et
al. 1997). Cyanolipids can effectively work as plant defences, as it has been shown that their
enzymatic breakdown produces the o-hydroxynitriles, from which HCN is released in a
similar way than the one from glycosinolates (Wink et al. 1997). Moreover, it has been
shown that in vivo HCN is produced upon wounding by herbivores (Selmar et al. 1990).
Besides, as any plant defence, these defensive metabolites have been overcome in their
original function by herbivores. In that sense it is well known that some Heteroptera
(Leptocorus and Jadera spp.) not only are specialists on Sapindaceae, but are also able to
sequester cyanolipids as such from their food plants, and biotransform them to the
glycosylated derivatives (Braekman et al. 1982; Aldrich et al. 1990). Moreover, such
acquisition of cyanocompounds from their host renders these gregarious, aposematic insects
unpalatable to a variety of predators (Aldrich et al. 1990).
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Fig. 9. Hydrolysis of cyanolipids to produce HCN (Wink et al. 1997).

Cyanolipids have been investigated in their potential as control agents for insects. In that
sense, insect repellent and insecticidal properties of some of these products have been
described. For instance, when adults of the red flour beetles, Tribolium castaneum, were
exposed to seed oils from two species of Cardiospermum (C. canescens and C. belicacabum), the
beetles preferred the arena zones where no oil was applied (Khan et al. 1983). However this
repellency effect seems not to be a general pattern as in a pitfall trap bioassay, oils reach in
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cyanolipids stimulated aggregation in the cases of the saw toothed grain beetle, Oryzaephilus
surinamensis, and of the rice weevil, Sitophilus oryzae (Mikolajczak et al. 1984). In this later
work, when tested separately the four classes of cyanolipids (Figure 8) lost their repellent
activity, suggesting synergism among them for this action. When the effect of cyanolipids
was tested in a contact bioassay, only the ones belonging to classes I and IV showed a
paralyzing effect against the saw toothed grain beetle, Oryzaephilus surinamensis.
Eventhough one may be tempted to correlate this effect with the capacity of producing HCN
by the pure compound tested, the conclusion is not again a general one since these
cyanolipids did not have any effect on three other beetles (Mikolajczak et al. 1984). Finally,
the European corn borer, Ostrinia nubilalis, was affected in its metamorphosis when
cyanolipids of the classes II and IV were incorporated in its diet (Mikolajczak et al. 1984). On
the whole, even though non- glycoside cyanogens were described in Sapindaceae as early as
in the 1920" (cited by Mikolajczak et al. 1969), not many studies have been carried out in
regard of either their ecological role as plant defences, or their potential as biopesticides.
Although in the last case one can envisioned that cyanolipids of the classes I and IV will not
be selective ~because HCN is generated-, there is a chance that cyanolipids of the classes II
and Il may have some interest in this regard.

4. Conclusion

The family Sapindaceae includes many edible species, e.g. ackee, rambutan, longan and lychee
(fruits from Blighia sapida, Litchi chinensis, Nephelium lappaceum, Dimocarpus longan respectively),
which are widely consumed mainly in Asia and Australia (Diczbalis 2008; Vichitrananda &
Somsri 2008; Diczbalis et al. 2010). Nevertheless, some species in this family produce in
different phenological stages (including fruits in some cases) bioactive compounds with
medicinal or toxicological properties. With reference to insect toxicity, up to now most of the
studies carried out have found activity against species in the orders Lepidoptera and Diptera
(mosquitoes). However, these results may be an artefact of the biodetection itself, as much of
the research focuses on chewing armyworms and borers of economically significance, and on
mosquitoes as important vectors of human diseases. In addition, products from Sapindaceae
have revealed differential activity on insect targets from different orders, and even from the
same order (Mikolajczak et al. 1984; Khan et al. 2002; Castillo et al. 2009); and have
demonstrated selectivity when their activity was checked against beneficial insects while some
other products have not (Castillo et al. 2009). These findings emphasise the need for widening
the spectrum of biodetectors used in the tests.

The Sapindaceae are well characterized for the presence in their seeds of toxic cyanolipids,
and the occurrence of this group of secondary metabolites seems to be restricted to this
family. However, it is difficult to foresee that the Sapindaceae will find their way into the
development of botanicals based on their unique cyanogens due to the intrinsic general
toxicity of these compounds.

This family takes its name from the soapberry tree Sapindus saponaria (Emanuel & Benkeblia
2011), mostly known for being rich in saponins. Those chemical constituents provide its
extracts with tensoactive properties, having been widely used not only as a source of soap
but also for the application of its biological effects in medicine as well as in pest control.
Indeed, the tensoactivity has been a property that has found application in pest control as
shown by the fact that soaps are probably among the oldest insecticides in use (Silva et al.
2007).
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Many other bioactive compounds belonging to different chemical groups have also been
isolated from members of this family. For instance, from species studied for their anti insect
activity, it has been reported the occurrence of clerodane diterpenoids and prenylated
flavonoids (Dodonaea spp.); flavonols, phenols and triterpenes (Paullinia spp.); tannins (M.
pubescens); lectins (Talisia esculenta); gallic acid, gallates and derivatives (Acer rubrum). Being
confirmed in some cases that those compounds are the responsible for the activities found.
Among these secondary metabolites, probably the ones with the strongest potential as anti-
insect agents are the clerodanes. Eventhough the main sources of these diterpenes are
species from Asteraceae and Lamiaceae, the Sapindaceae are showing to be also a good
resource of them. So far, different studies have shown the antifeedant capability of
clerodanes against many insects, including species from Lepidoptera, Coleoptera, and
Orthoptera (Klein Gebbinck et al. 2002; Sosa et al. 2008).

All in all, the family Sapindaceae, which members are widely distributed in every continent
and have been used since early days for different purposes -taking advantage of their
medicinal and toxicological properties-, seems to be a promissory source of bioactive
compounds to be used as biological control agents. However more extensive studies, not
only on more species not yet prospected, but also concerning more diverse targets are still
needed.

5. Acknowledgments

We acknowledge financial support from the following agencies: OPCW (research grant
L/ICA/ICB/111817/06); TWAS (research grant N° 05-318); and LATU (Laboratorio
Tecnolégico de Uruguay), Facultad de Quimica (Universidad de la Republica) and Agencia
Nacional de Investigacion e Innovacién (ANII, Uruguay) for doctoral fellowships to MD.
Finally, we would like to thank the editors of this book for their kind invitation to
participate in this endeavour.

6. References

Abdel, A., Shadia & Omer, E. A. (1995). Bio-evaluation of Dodonaea viscosa L. Jacq. extracts
on the cotton leafworm, Spodoptera littoralis (Boisd.) as indicated by life table
parameters. Annals of Agricultural Science (Cairo) Vol. 40, 2, pp. 891-900

Abou-Zaid, M. M., Helson, B. V., Nozzolillo, C. & Arnason, J. T. (2001). Ethyl m-digallate
from red maple, Acer rubrum L., as the major resistance factor to forest tent
caterpillar, Malacosoma disstria Hbn. Journal of Chemical Ecology Vol. 27,12, pp. 2517-
2527

Aichholz, R., Spitzer, V. & Lorbeer, E. (1997). Analysis of cyanolipids and triacylglycerols
from sapindaceae seed oils with high-temperature gas chromatography and high-
temperature gas chromatography chemical ionization mass spectrometry. Journal of
Chromatography A Vol. 787, 1-2, pp. 181-194

Aldrich, J. R., Carroll, S. P., Lusby, W. R.,, Thompson, M. J., Kochansky, J. P. & Waters, R. M.
(1990). Sapindaceae, cyanolipids, and bugs. Journal of Chemical Ecology Vol. 16, 1,
pp- 199-210

Anonymous (2011). Germplasm Resources Information Network - (GRIN) National
Germplasm Resources Laboratory, Beltsville, Maryland. In: USDA, ARS, National



Bioactive Natural Products from Sapindaceae Deterrent and Toxic Metabolites Against Insects 301

Genetic Resources Program, 11 July 2011, Available from: http://www.ars-
grin.gov/cgi-bin/npgs/html/ gnlist.pl?999

Arruda, W., Cavasin Oliveira, G. M. & Garcia da Silva, I. (2003a). Morphological alterations
of Aedes aegypti larvae exposed to Magonia pubescens extract. Entomologia y Vectores
Vol. 10, 1, pp. 47-60

Arruda, W., Oliveira, G. M. C. & da Silva, I. G. (2003b). Toxicity of the ethanol extract of
Magonia pubescens on larvae Aedes aegypti. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina
Tropical Vol. 36, 1, pp. 17-25

Arulmozhi, D. K. Veeranjaneyulu, A. Bodhankar, S. L. & Arora, S. K. (2005).
Pharmacological studies of the aqueous extract of Sapindus trifoliatus on central
nervous system: possible antimigraine mechanisms. Journal of Ethnopharmacology
Vol. 97, 3, pp. 491-496

Avato, P., Pesante, M. A,, Fanizzi, F. P. & Santos, C. A. D. (2003). Seed oil composition of
Paullinia cupana var. sorbilis (Mart.) Ducke. Lipids Vol. 38, 7, pp. 773-780

Avato, P., Rosito, I, Papadia, P. & Fanizzi, F. P. (2005). Cyanolipid-rich seed oils from
Allophylus natalensis and A. dregeanus. Lipids Vol. 40, 10, pp. 1051-1056

Avato, P., Rosito, 1., Papadia, P. & Fanizzi, F. P. (2006). Characterization of seed oil
components from Nephelium lappaceum L. Natural Product Communications Vol. 1, 9,
pp. 751-755

Banerjee, H. N. (1936). Clerodin from Clerodendron infortunatum. Science and Culture Vol. 2,
pp. 163

Benlekehal, H., Clotteau, M., Dornier, M. & Reynes, M. (2001). An Amazonian product
particularly rich in caffeine: the seed of guarana [Paullinia cupana H.B.K. var. sorbilis
(Mart.) Ducke]. Fruits (Paris) Vol. 56, 6, pp. 423-435

Bjarnholt, N. & Meller, B. L. (2008). Hydroxynitrile glucosides. Phytochemistry Vol. 69, 10,
pp. 1947-1961

Boica Junior, A. L., Medeiros, C. A. M., Torres, A. L. & Chagas Filho, N. R. (2005). Effect of
plant aqueous extracts on the development of Plutella xylostella (L.) (Lepidoptera:
Plutellidae), on collard greens. Arquivos do Instituto Biologico Sao Paulo Vol. 72, 1, pp.
45-50

Bousserouel, H., Litaudon, M., Morleo, B., Martin, M. T., Thoison, O., Nosjean, O., Boutin, J.
A., Renard, P. & Sevenet, T. (2005). New biologically active linear triterpenes from
the bark of three Newcaledonian Cupaniopsis species. Tetrahedron Vol. 61, 4, pp. 845-
851

Braekman, J. C., Daloze, D. & Pasteels, ]. M. (1982). Cyanogenic and other glucosides in a
neo-guinean bug Leptocoris isolata: Possible precursors in its host-plant. Biochemical
Systematics and Ecology Vol. 10, 4, pp. 355-364

Bruneton, J. (1995). Pharmacognosy, phytochemistry, medicinal plants. Paris, Lavoisier
Publishing: 538-544

Bullangpoti, V., Visetson, S., Milne, J. & Pornbanlualap, S. (2004). Effects of Mangosteen's
peels and rambutan's seeds on toxicity, esterase and glutathione-S-transferase in
rice weevil (Sitophilus oryzae L.). Kasetsart Journal, Natural Sciences Vol. 38, 5,
Supplement, pp. 84-89

Castillo, L., Gonzalez-Coloma, A., Gonzalez, A., Diaz, M., Alonso-Paz, E., Bassagoda, M. ]. &
Rossini, C. (2009). Screening of Uruguayan plants for deterrent activity against
insects. Industrial Crops and Products Vol. 29, 1, pp. 235-240



302 Insecticides — Pest Engineering

da Silva, I. G., Guimaraes, V. P., Lima, C. G, da Silva, H. H. G,, Elias, C. N., Mady, C. M., da
Mota e Silva, V. V., de Paiva Nery, A., da Rocha, K. R., Rocha, C. & Isac, E. (2003).
Larvicide and toxic effect of the ethanol crude extract of the stem coat of Magonia
pubescens towards Aedes aegypt in laboratory. Revista de Patologia Tropical Vol. 32, 1,
pp- 73-86

de Sousa Aradjo, T. A., Alencar, N. L., de Amorim, E. L. C. & de Albuquerque, U. P. (2008).
A new approach to study medicinal plants with tannins and flavonoids contents
from the local knowledge. Journal of Ethnopharmacology Vol. 120, 1, pp. 72-80

Deepa, B. & Remadevi, O. K. (2007). Contact toxicity of the leaf extracts of Dodonaea viscosa
(Sapindaceae) to Spodoptera litura (Fab.). Hexapoda Vol. 14, 1, pp. 66-67

Dharmani, P., Mishra, P. K, Maurya, R., Chauhan, V. S. & Palit, G. (2005). Allophylus
serratus: A plant with potential anti-ulcerogenic activity. Journal of
Ethnopharmacology Vol. 99, 3, pp. 361-366

Diczbalis, Y., Nicholls, B., Groves, 1. & Lake, K. (2010). Sapindaceae production and research
in Australia. Acta Horticulturae Vol. 863, pp. 49-58

Diczbalis, Y. A. (2008). Nutrition management of tropical fruits grown in north Queensland,
Australia. Acta Horticulturae Vol. 772, pp. 375-379

Dinesh, K. & Hasan, S. Q. Cyanolipids in sapindaceous seed oils. Asian Journal of Chemistry
Vol. 23, 6, pp. 2589-2591

dos Santos, W. L., Freire, M. D. M., Bogorni, P. C., Vendramim, J. D. & Macedo, M. L. R.
(2008). Effect of the aqueous extracts of the seeds of Talisia esculenta and Sapindus
saponaria on fall armyworm. Brazilian Archives of Biology and Technology Vol. 51, 2,
pp. 373-383

El-Din, M. M. & El-Gengaihi, S. E. (2000). Joint action of some botanical extracts against the
Egyptian cotton leafworm Spodoptera littoralis (Boisd.) (Lepidoptera: Noctuidae).
Egyptian Journal of Biological Pest Control Vol. 10, 1/2, pp. 51-56

Emanuel, M. A. & Benkeblia, N. (2011). Processing of ackee fruit (Blighia sapida L.): present
and future perspectives. Acta Horticulturae Vol. 894, pp. 211-213

Fernandes, F. F., D'Alessandro, W. B. & Freitas, E. P. S. (2008). Toxicity of extract of Magonia
pubescens (Sapindales : Sapindaceae) St. Hil. to control the Brown Dog tick,
Rhipicephalus sanguineus (Latreille) (Acari : Ixodidae). Neotropical Entomology Vol. 37,
2, pp. 205-208

Ferreira Barreto, C., Cavasin, G. M., Garcia da Silva, H. H. & Garcia da Silva, 1. (2006). Study
of the morphohistological modifications in larvae of Aedes aegypti (Diptera,
Culicidae) submitted to the pure ethanolic extract of Sapindus saponaria Lin.
(Sapindaceae). Revista de Patologia Tropical Vol. 35, 1, pp. 37-57

Gaillard, Y., Carlier, J., Berscht, M., Mazoyer, C., Bevalot, F., Guitton, J. & Fanton, L. (2011).
Fatal intoxication due to ackee (Blighia sapida) in Suriname and French Guyana. GC-
MS detection and quantification of hypoglycin-A. Forensic Science International Vol.
206, 1-3, pp. €103-e107

Getie, M., Gebre-Mariam, T., Rietz, R., Hohne, C., Huschka, C., Schmidtke, M., Abate, A. &
Neubert, R. H. H. (2003). Evaluation of the anti-microbial and anti-inflammatory
activities of the medicinal plants Dodonaea viscosa, Rumex nervosus and Rumex
abyssinicus. Fitoterapia Vol. 74, 1-2, pp. 139-143



Bioactive Natural Products from Sapindaceae Deterrent and Toxic Metabolites Against Insects 303

Getie, M., Gebre-Mariam, T., Rietz, R. & Neubert, R. H. H. (2002). Evaluation of the release
profiles of flavonoids from topical formulations of the crude extract of the leaves of
Dodonaea viscosa (Sapindaceae). Pharmazie Vol. 57, 5, pp. 320-322

Hasan, S. Q. & Roomi, Y. A. (1996). Cyanolipids in Sapindus trifoliatus seed oil. Journal of the
Oil Technologists' Association of India Vol. 28, 1, pp. 23, 25

Hasan, S. Q., Roomi, Y. A. & Chitra, N. (1994). Reinvestigation of seed oil of Sapindus
saponaria for its cyanolipid content. Journal of the Oil Technologists' Association of
India Vol. 26, 3, pp. 77-79

Hassall, C. H. & Reyle, K. (1955). Hypoglycin-A and Hypoglycin-B, two biologically active
polypeptides from Blighia sapida. Biochemical Journal Vol. 60, 1-4, pp. 334-339

Hassall, C. H., Reyle, K. & Feng, P. (1954). Hypoglycin A,B: Biologically active polypeptides
from Blighia sapida. Nature Vol. 173, 4399, pp. 356-357

Hubel, W. & Nabhrstedt, A. (1979). Cardiosperminsulfate - sulfur-containing cyanogenic
glucoside from Cardiospermum grandiflorum. Tetrahedron Letters Vol. 20, 45, pp. 4395-
4396

Isman, M., Matsuura, H.,, MacKinnon, S., Durst, T., Towers, G. & Arnason, J. (1996).
Phytochemistry of the Meliaceae. Recent Advances on Phytochemistry Vol. 30, pp.
155-178

Tto, A., Chai, H. B., Kardono, L. B. S., Setowati, F. M., Afriastini, J. J., Riswan, S., Farnsworth,
N. R,, Cordell, G. A., Pezzuto, J. M., Swanson, S. M. & Kinghorn, A. D. (2004).
Saponins from the bark of Nephelium maingayi. Journal of Natural Products Vol. 67, 2,
pp. 201-205

Jain, S. C. (1976). Isolation of flavonoids from soapnut, Sapindus emarginatus Vahl. Indian
Journal of Pharmacy Vol. 38, 6, pp. 141-142

Jefferie, P. R., Knox, J. R. & Scaf, B. (1973). Structure elucidation of some ent-clerodane
diterpenes from Dodonaea boroniaefolia and Cyanostegia angustifolia. Australian Journal
of Chemistry Vol. 26, 10, pp. 2199-2211

Kamala-Kannan, S., Park, S. M., Oh, B. T., Kim, H. M. & Lee, K. J. (2009). First report of aster
yellows phytoplasma in Goldenrain tree (Koelreuteria paniculata) in Korea. Journal of
Phytopathology Vol. 158, 3, pp. 197-199

Kanchanapoom, T., Kasai, R. & Yamasaki, K. (2001). Acetylated triterpene saponins from the
Thai medicinal plant, Sapindus emarginatus. Chemical & Pharmaceutical Bulletin Vol.
49,9, pp. 1195-1197

Kayode, J. (2006). Conservation of indigenous medicinal botanicals in Ekiti State, Nigeria.
Journal of Zhejiang University SCIENCE B Vol. 7, 9, pp. 713-718

Khan, A. & Gumbs, F. A. (2003). Repellent effect of ackee (Blighia sapida Koenig) component
fruit parts against stored-product insect pests. Tropical Agriculture Vol. 80,1, pp. 19-
27

Khan, A., Gumbs, F. A. & Persad, A. (2002). Pesticidal bioactivity of ackee (Blighia sapida
Koenig) against three stored-product insect pests. Tropical Agriculture Vol. 79, 4, pp.
217-223

Khan, M. W. Y., Ahmad, F., Ahmad, I. & Osman, S. M. (1983). Nonedible Seed Oils as Insect
Repellent. Journal of the American Oil Chemists Society Vol. 60, 5, pp. 949-950

Klein Gebbinck, E. A., Jansen, B. J. M. & de Groot, A. (2002). Insect antifeedant activity of
clerodane diterpenes and related model compounds. Phytochemistry Vol. 61, 7, pp.
737-770



304 Insecticides — Pest Engineering

Koodalingam, A., Mullainadhan, P. & Arumugam, M. (2009). Antimosquito activity of
aqueous kernel extract of soapnut Sapindus emarginatus: impact on various
developmental stages of three vector mosquito species and nontarget aquatic
insects. Parasitology Research Vol. 105, 5, pp. 1425-1434

Koodalingam, A., Mullainadhan, P. & Arumugam, M. (2011). Effects of extract of soapnut
Sapindus emarginatus on esterases and phosphatases of the vector mosquito, Aedes
aegypti (Diptera: Culicidae). Acta Tropica Vol. 118, 1, pp. 27-36

Kumar, R., Murugananthan, G., Nandakumar, K. & Talwar, S. (2011). Isolation of anxiolytic
principle from ethanolic root extract of Cardiospermum halicacabum. Phytomedicine
Vol. 18, 2-3, pp. 219-223

Lago, R. C. A, Simoni, M. d. L. P. S. C. & Pinto, A. d. C. (2000). On the occurrence of
cyanolipids in Paullinia carpopodea Cambess and P. cupana Kunth seed oils. Acta
Amazonica Vol. 30, 1, pp. 101-105

Lemos, T. L. G., Mendes, A. L., Sousa, M. P. & Braz-Filho, R. (1992). New saponin from
Sapindus saponaria. Fitoterapia Vol. 63, 6, pp. 515-517

Lorenzi, H. (2004). Arvores brasileiras. Manual de identificagao e cultivo de plantas arvoreas
nativas do Brasil. Piracicaba: Plantarum

Macedo, M. L. R., Damico, D. C. S., Freire, M. D., Toyama, M. H., Marangoni, S. & Novello,
J. C. (2003). Purification and characterization of an N-acetylglucosamine-binding
lectin from Koelreuteria paniculata seeds and its effect on the larval development of
Callosobruchus maculatus (Coleoptera: Bruchidae) and Anagasta kuehniella
(Lepidoptera: Pyralidae). Journal of Agricultural and Food Chemistry Vol. 51, 10, pp.
2980-2986

Macedo, M. L. R,, Freire, M. D. M., Novello, J. C. & Marangoni, S. (2002). Talisia esculenta
lectin and larval development of Callosobruchus maculatus and Zabrotes subfasciatus
(Coleoptera : Bruchidae). Biochimica et Biophysica Acta Vol. 1571, 2, pp. 83-88

Mahmoud, I, Moharram, F. A., Marzouk, M. S., Soliman, H. S. M. & El-Dib, R. A. (2001).
Two new flavonol glycosides from leaves of Koelreuteria paniculata. Pharmazie Vol.
%6, 7, pp- 550-332

Malarvannan, S., Giridharan, R., Sekar, S., Prabavathy, V. R. & Nair, S. (2009). Ovicidal
activity of crude extracts of few traditional plants against Helicoverpa armigera
(Hubner) (Noctuidae: Lepidoptera). Journal of Biopesticides Vol. 2, 1, pp. 64-71

Malarvannan, S., Kumar, S. S., Prabavathy, V. R. & Sudha, N. (2008). Individual and
synergistic effects of leaf powder of few medicinal plants against American
bollworm, Helicoverpa armigera (Hubner) (Noctuidae: Lepidoptera). Asian Journal of
Experimental Sciences Vol. 22,1, pp. 79-88

Malarvannan, S., Sekar, S., Prabavathy, V. R. & Sudha, N. (2008). Individual and synergistic
efficacy of leaf powder of Argemone mexicana against tobacco caterpillar, Spodoptera
litura Fab, (Noctuidae: Lepidoptera). Emerging trends of researches in insect pest
management and environmental safety, Volume I Vol., pp. 155-164

Malarvannan, S. & Subashini, H. D. (2007). Efficacy of Dodonaea angustifolia crude extracts
against spotted bollworm, Earias vitella (Fab.) (Lepidoptera: Noctuidae). Journal of
Entomology Vol. 4, 3, pp. 243-247

Mazzola, E. P., Parkinson, A., Kennelly, E. J., Coxon, B., Einbond, L. S. & Freedberg, D. L
(2011). Utility of coupled-HSQC experiments in the intact structural elucidation of



Bioactive Natural Products from Sapindaceae Deterrent and Toxic Metabolites Against Insects 305

three complex saponins from Blighia sapida. Carbohydrate Research Vol. 346, 6, pp.
759-768

Medeiros, C. A. M., Boica Junior, A. L. & Angelini, M. R. (2007). Sub-lethal effect of aqueous
vegetals extracts of Azadirachta indica A. Juss. and Sapindus saponaria L. against the
biology of Ascia monuste orseis at kale. Boletin de Sanidad Vegetal, Plagas Vol. 33, 1,
pp- 27-34

Meyer Albiero, A. L., Aboin Sertié, J. A. & Bacchi, E. M. (2002). Antiulcer activity of Sapindus
saponaria L. in the rat. Journal of Ethnopharmacology Vol. 82, 1, pp. 41-44

Mikolajczak, K. L. (1977). Cyanolipids. Progress in the chemistry of fats and other lipids Vol. 15,
2, pp- 97-130

Mikolajczak, K. L., Madrigal, R. V., Smith, C. R. & Reed, D. K. (1984). Insecticidal effects of
cyanolipids on three species of stored product insects, European Corn Borer
(Lepidoptera: Pyralidae) Larvae, and Striped Cucumber Beetle (Coleoptera:
Chrysomelidae) Journal of Economic Entomology Vol. 77, 5, pp. 1144-1148

Mikolajczak, K. L., Seigler, D. S., Smith Jr, C. R., Wolff, I. A. & Bates, R. B. (1969). A
cyanogenetic lipid from Cordia verbenacea DC. Seed oil. 4 Vol. 6, 617-619,

Mikolajczak, K. L. & Smith, C. R. (1971). Cyanolipids of kusum (Schleichera trijuga) seed oil.
Lipids Vol. 6, 5, pp. 349-&
Mikolajczak, K. L., Smith, C. R. & Tjarks, L. W. (1970). Cyanolipids of Cardiospermum
halicacabum L and other sapindaceous seed oils. Lipids Vol. 5, 10, pp. 812-&
Mikolajczak, K. L., Smith, C. R. & Tjarks, L. W. (1970). Cyanolipids of Koelreuteria paniculata
Laxm. seed oil. Lipids Vol. 5, 8, pp. 672-&

Mukherjee, S. N. & Joseph, M. (2000). Medicinal plant extracts influence insect growth and
reproduction: A case study. Journal of Medicinal and Aromatic Plant Sciences Vol. 22-
23, 4A-1A, pp. 154-158

Mukherjee, S. N. & Joseph, M. (2001). Medicinal plant extracts influence insect growth and
reproduction: a case study. Journal of Medicinal and Aromatic Plant Sciences Vol.
22/23,4A/1A, pp. 154-158

Murdock, L. L. & Shade, R. E. (2002). Lectins and protease inhibitors as plant defenses
against insects. Journal of Agriculture and Food Chemistry Vol. 50, pp. 6605-6611

Muthukumran, P., Begumand, V. H. & Kalaiarasan, P. (2011). Antidiabetic activity of
Dodonaea viscosa (L) leaf extracts. International Journal of PharmTech Research Vol. 3,1,
pp- 136-139

Nielsen, N. J., Nielsen, J. & Staerk, D. (2010). New resistance-correlated saponins from the
insect-resistant crucifer Barbarea vulgaris. Journal of AQrulture and Food Chemistry Vol.
58, pp. 5509-5514

Niu, H. M., Zeng, D. Q., Long, C. L., Peng, Y. H,, Wang, Y. H,, Luo, J. F., Wang, H. S, Shi, Y.
N., Tang, G. H. & Zhao, F. W. (2010). Clerodane diterpenoids and prenylated
flavonoids from Dodonaea viscosa. Journal of Asian Natural Products Research Vol. 12,
1, pp. 7-14

Omosa, L. K., Midiwo, J. O., Derese, S., Yenesew, A., Peter, M. G. & Heydenreich, M. (2010).
neo-Clerodane diterpenoids from the leaf exudate of Dodonaea angustifolia.
Phytochemistry Letters Vol. 3, 4, pp. 217-220

Palanisamy, U., Cheng, H. M., Masilamani, T., Subramaniam, T., Ling, L. T. &
Radhakrishnan, A. K. (2008). Rind of the rambutan, Nephelium lappaceum, a
potential source of natural antioxidants. Food Chemistry Vol. 109, 1, pp. 54-63



306 Insecticides — Pest Engineering

Pelegrini, D. D., Tsuzuki, J. K., Amado, C. A. B, Cortez, D. A. G. & Ferreira, I. C. P. (2008).
Biological activity and isolated compounds in Sapindus saponaria L. and other plants
of the genus Sapindus. Latin American Journal of Pharmacy Vol. 27, 6, pp. 922-927

Pérez, D. & lannacone, ]. (2004). Insecticidal effect of Paullinia clavigera var. bullata simpson
(Sapindaceae) and Tradescantia zebrina Hort. ex Bosse (Commelinaceae) in the
control of Anopheles benarrochi Gabaldon, main vector of malaria in ucayali, Peru
Ecologia Aplicada Vol. 3, pp. 64-72

Pérez, D., lannacone, J. & Pinedo, H. (2010). Toxicological effect from the stem cortex of the
amazonic plant soapberry Paullinia clavigera (Sapindaceae) upon three arthropods.
Ciencia E Investigacion Agraria Vol. 37, 3, pp. 133-143

Pérez, D., lannacone, J. & Tueros, A. (2008). Toxicity of Paullinia clavigera schltdl.
(Sapindaceae) and Chondrodendron tomentosum ruiz et pav. (Menispermaceae) on
jumping lice of camu camu Tuthillia cognata (Hemiptera: Psyllidae). Gayana Botanica
Vol. 65, 2, pp. 145-152

Pérez, D. D. & Iannacone, O. J. (2006). Effectiveness of botanical extracts from ten plants on
mortality and larval repellency of Rhynchophorus palmarum L., an insect pest of the
Peach palm Bactris gasipaes Kunth in Amazonian Peru. Agricultura Tecnica Vol. 66, 1,
pp- 21-30

Peumans, W. J. & Van Damme, E. J. M. (1995). Lectins as plant defense proteins. Plant
Physiology Vol. 109, pp. 347-352

Plasman, V., Plehiers, M., Braekman, J., Daloze, D., De Biseau, J. & Pasteels, J. (2001).
Chemical defense in Platyphora kollari Baly and Leptinotarsa behrensi Harold
(Coleoptera: Chrysomelidae). Hypotheses on the origin and evolution of leaf
beetles toxins. Chemoecology Vol. 11, pp. 107-112

Porras, M. F. & Lopez-Avila, A. (2009). Effect of extracts from Sapindus saponaria on the
glasshouse whitefly Trialeurodes vaporariorum (Hemiptera: Aleyrodidae). Revista
Colombiana De Entomologia Vol. 35, 1, pp. 7-11

Prieto, J. M., Schaffner, U., Barker, A., Braca, A., Siciliano, T. & Boevé, J. L. (2007).
Sequestration of furostanol saponins by Monophadnus sawfly larvae. Journal of
Chemical Ecology Vol. 33, 513-524,

Rahman, S. S, Rahman, M. M., Begum, S. A., Khan, M. M. R. & Bhuiyan, M. M. H. (2007).
Investigation of Sapindus mukorossi extracts for repellency, insecticidal activity and
plant growth regulatory effect. Journal of Applied Sciences Research Vol., February,
pp- 95-101

Rey, D., Pautou, M.-P. & Meyran, J.-C. (1999). Histopathological effects of tannic acid on the
midgut epithelium of some aquatic Diptera larvae. Journal of Invertebrate Pathology
Vol. 73, 2, pp. 173-181

Ribeiro, A., Zani, C. L., Alves, T. M. D., Mendes, N. M., Hamburger, M. & Hostettmann, K.
(1995). Molluscicidal saponins from the pericarp of Sapindus saponaria. International
Journal of Pharmacognosy Vol. 33, 3, pp. 177-180

Rodrigues, A. M. S,, De Paula, J. E., Degallier, N., Molez, J. F. & Espindola, L. S. (2006).
Larvicidal activity of some Cerrado plant extracts against Aedes aegypti. Journal of
the American Mosquito Control Association Vol. 22, 2, pp. 314-317

Rodriguez, E. M. (1958). The wood of Argentine Sapindaceae. Structure, characteristics, and
applications. Rev Fac Agron Y Vet [Buenos Aires] Vol. 14, (2), pp. 271-305



Bioactive Natural Products from Sapindaceae Deterrent and Toxic Metabolites Against Insects 307

Saha, S., Walia, S., Kumar, J., Dhingra, S. & Parmar, B. S. (2009). Screening for feeding
deterrent and insect growth regulatory activity of triterpenic saponins from
Diploknema butyracea and Sapindus mukorossi. Journal of Agricultural and Food
Chemistry Vol. 58, 1, pp. 434-440

Sarita, R., Geeta, N., Srivastava, V. K., Hasan, S. N. & Hasan, S. Q. (2002). Cyanolipids in
Sapindus obovatus seed oil and reinvestigation of the seed oil of Heliotropium
indicum, H. eichwaldi and D. viscosa. Journal of the Oil Technologists' Association of
India Vol. 34, 2, pp. 69-71

Seigler, D. (1974). Determination of cyanolipids in seed oils of the Sapindaceae by means of
their NMR spectra. Phytochemistry Vol. 13, 5, pp. 841-843

Seigler, D. S. (1976). Cyanolipids in Cordia verbenacea: A correction. Biochemical Systematics
and Ecology Vol. 4, 4, pp. 235-236

Seigler, D. S. (1991). Cyanide and cyanogentic glycosides. In: Herbivores: Their Interactions
with Secondary Plant Metabolites, Rosenthal, G. A. & Berembaum, M. R., pp.
Academic Press San Diego, California

Seigler, D. S., Eggerding, C. & Butterfield, C. (1974). A new cyanogenic glycoside from
Cardiospermum hirsutum. Phytochemistry Vol. 13, 10, pp. 2330-2332

Seigler, D. S., Mikolajczak, K. L., Smith Jr, C. R. & Wollff, I. A. (1970). Structure and reactions
of a cyanogenetic lipid from Cordia verbenacea DC. seed oil. Chemistry and Physics of
Lipids Vol. 4, pp. 147-161

Selmar, D., Grocholewski, S. & Seigler, D. S. (1990). Cyanogenic lipids: Utilization during
seedling development of Ungnadia speciosa. Plant Physiology Vol. 93, 2, pp. 631-636

Sharaby, A., Abdel-Rahman, H. & Moawad, S. (2009). Biological effects of some natural and
chemical compounds on the potato tuber moth, Phthorimaea operculella Zell.
(Lepidoptera: Gelechiidae). Saudi Journal of Biological Sciences Vol. 16, 1, pp. 1-9

Sharma, A, Sati, S. C., Sati, O. P., Sati, D. M. & Kothiyal, S. K. (2011). Chemical constituents
and Bioactivities of genus Sapindus. International Journal of Research in Ayurveda &
Pharmacy Vol. 2, 2, pp. 403-409

Silva, H. H. G. d,, Silva, I. G. d., dos Santos, R. M. G., Rodrigues Filho, E. & Elias, C. N.
(2004). Larvicidal activity of tannins isolated of Magonia pubescens St. Hil.
(Sapindaceae) against Aedes aegypti (Diptera, Culicidae). Revista da Sociedade
Brasileira de Medicina Tropical Vol. 37, 5, pp. 396-9

Silva, T. M. S,, Da Silva, T. G., Martins, R. M., Maia, G. L. A., Cabral, A. G. S., Camara, C. A.,
Agra, M. F. & Barbosa, J. M. (2007). Molluscicidal activities of six species of
Bignoniaceae from north-eastern Brazil, as measured against Biomphalaria glabrata
under laboratory conditions. Annals of Tropical Medicine and Parasitology Vol. 101, 4,
pp. 359-365

Simpson, B., Claudie, D., Smith, N.,, Wang, J. P., McKinnon, R. & Semple, S. (2010).
Evaluation of the anti-inflammatory properties of Dodonaea polyandra, a Kaanju
traditional medicine. Journal of Ethnopharmacology Vol. 132, 1, pp. 340-343

Sofidiya, M. O., Jimoh, F. O., Aliero, A. A., Afolayan, A. J., Odukoya, O. A. & Familoni, O. B.
(2008). Antioxidant and antibacterial properties of Lecaniodiscus cupanioides.
Research Journal of Microbiology Vol. 3, 2, pp. 91-98

Sosa, M. E. & Tonn, C. E. (2008). Plant secondary metabolites from Argentinean semiarid
lands: bioactivity against insects. Phytchemical reviews Vol. 7, 1, pp. 3-24



308 Insecticides — Pest Engineering

Sousa, S. A., Alves, S. F., de Paula, J. A. M., Fiuza, T. S., Paula, J. R. & Bara, M. T. F. (2009).
Determination of tannins and methylxanthines in powdered guarana (Paullinia
cupana Kunth, Sapindaceae) by high performance liquid chromatography. Brazilian
Journal of Pharmacognosy Vol. 20, 6, pp. 866-870

Spitzer, V. (1995). GLC-MS analysis of the fatty-acids of the seed oil, triglycerides, and
cyanolipid of Paullinia elegans (Sapindaceae): A rich source of cis-13-eicosenoic acid
(paullinic acid). Journal of High Resolution Chromatography Vol. 18, 7, pp. 413-416

Spitzer, V. (1996). Fatty acid composition of some seed oils of the Sapindaceae.
Phytochemistry Vol. 42, 5, pp. 1357-1360

Teffo, L. S., Aderogba, M. A. & Eloff, J. N. (2010). Antibacterial and antioxidant activities of
four kaempferol methyl ethers isolated from Dodonaea viscosa Jacq. var. angustifolia
leaf extracts. South African Journal of Botany Vol. 76, 1, pp. 25-29

Teixeira, J. R. M., Lapa, A. J., Souccar, C. & Valle, J. R. (1984). Timbés: ichthyotoxic plants
used by brazilian indians. Journal of Ethnopharmacology Vol. 10, 3, pp. 311-318

Ucciani, E., Mallet, ]J. F. & Zahra, ]J. P. (1994). Cyanolipids and fattyacids of Sapindus
trifoliatus (Sapindaceae) seed oil. Fat Science Technology Vol. 96, 2, pp. 69-71

Van Damme, E. ]J. M., Lannoo, N., Peumans, W. J. & Jean-Claude Kader and Michel, D.
(2008). Plant Lectins. In: Advances in Botanical Research, pp. 107-209 Academic Press

Veeramani, C., Pushpavalli, G. & Pugalendi, K. V. (2010). In vivo antioxidant and
hypolipidemic effect of Cardiospermum halicacabum leaf extract in streptozotocin-
induced diabetic rats. Journal of Basic and Clinical Physiology and Pharmacology Vol.
21, 2, pp. 107-125

Vichitrananda, S. & Somsri, S. (2008). Tropical fruit production in Thailand. Acta
Horticulturae Vol. 787, pp. 33-46

Waako, P. J., Gumede, B., Smith, P. & Folb, P. I. (2005). The in vitro and in vivo antimalarial
activity of Cardiospermum halicacabum L. and Momordica foetida Schumch. et Thonn.
Journal of Ethnopharmacology Vol. 99, 1, pp. 137-143

Weckerle, C. S., Stutz, M. A. & Baumann, T. W. (2003). Purine alkaloids in Paullinia.
Phytochemistry Vol. 64, 3, pp. 735-742

Wilbert, W. & Haiek, G. (1991). Phytochemical screening of a Warao pharmacopoeia
employed to treat gastrointestinal disorders. Journal of Ethnopharmacology Vol. 34,1,
pp. 7-11

Wink, M., Dey, P. M. & Harborne, J. B. (1997). Special nitrogen metabolism. In: Plant
Biochemistry, pp. 439-486 Academic Press London

Wollenweber, E. & Roitman, J. N. (2007). New reports on surface flavonoids from
Chamaebatiaria (Rosaceae), Dodonaea (Sapindaceae), Elsholtzia (Lamiaceae), and
Silphium (Asteraceae). Natural Product Communications Vol. 2, 4, pp. 385-389

Zhao, H., Qin, X. & Yang, M. (2006). Preliminary study contact toxicity of extracts from
Dodonaea viscosa seed aganist Sitophilus oryzae. Journal of Yunnan Agricultural
University Vol. 22, 6, pp. 942-944

Zidan, Z. H., Gomaa, A. A., Afifi, F. A., Fam, E. Z. & Ahmed, S. M. S. (1993). Bioresidual
activity of certain plant extracts on some stored grain insects, in relation to seed
viability. Arab Universities Journal of Agricultural Sciences Vol. 1, 1, pp. 113-123



