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Resumen

Actualmente el estudio de la interaccién entre metabolitos secundarios de plan-
tas e insectos es un importante aspecto de la ecologia quimica. Es conocido que las plantas
han desarrollado elaborados mecanismos de defensa contra los ataques de insectos. Esta
situacién da lugar al interés creciente por conocer nuevos productos biolégicamente acti-
vos procedentes del reino vegetal.

Como parte de nuestras investigaciones sobre productos naturales de plantas, se
ha realizado un estudio sistemético de las interacciones aleloquimicas entre compuestos
provenientes de las familias Asteraceae y Labiatae frente a larvas de Tenebrio molitor L.

Se han determinado relaciones entre la estructura y la actividad antialimentaria
de furanoditerpenos de nicleo clerodano, encontrdndose que sistemas y-lactona-o,p-
insaturados o sistemas oxiranos sobre C-4-C-18, aciloxi en C-19, C-6 y C-12, son necesa-
rios para elicitar la actividad antialimentaria y repelente.

Se ha evaluado la actividad téxica de lactonas sesquiterpénicas y la incidencia de
fenilpropancides y alilfenoles sobre el desarrollo de 7. molitor. Finalmente, hemos estudia-
do el efecto aleloquimico de un grupo de flavonocides, estableciéndose una relacién entre la
bioactividad y la presencia de sistemas tipo catecol en el anitlo B.

Podemos concluir que T. molitor L. esun insecto sensible a productos naturales
de plantas.

Palabras clave: Aleloquimicos; lactonas sesquiterpénicas; diterpenos;
fenilpropanoides; flavonoides; Tenebrio molitor.

Abstract

Nowadays the study about allelochemical interactions between insects and plant-
secondary metabolites is an important subject in chemical ecology. It has been demon-
strated that plants have developed highly elaborate chemical defense against insect at-
tacks. This fact provides a rich source of plant biclogically active compounds,

As part of our research on plant natural products, we started a systematic inves-
tigation about the bioactivities of secondary metabelites and chemical derivatives from
Asteraceae and Labiatae families toward Tenebrio molitor L. larvae.

Trabajo presentado con motivo de la entrega del premio "Venancio Deulofen” en Quimica de
Productos Naturales, al Dr. Oscar S. Giordano, el 12 de noviembre de 1999,
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A structure-antifeedant activity relationship sfudy on several clerodane type
diterpenes has been carried out. Results suggested that among the furanditerpenes tested,
the possesion of an ¢,f-unsaturated-y-lactone moiety or a C-4-C-18 epoxy with C-19
acetyloxy or C-12 acyloxy substitution are essential for imparting both, antifeedant and
repellent activities.

The toxicity of seaquiterpene lactones was determined. The comparison showed
that both, conjugated o-methylen-y-butirolactone system and o, B-cyclopentenone ring were
impaortant for the allelochemical activity.

On the other hand bieactivities of phenylpropanoids, allylphenols and chemical
derivatives on the larvae-pupae metamorphosis of the mealworm aforementioned have
been examined. Finally the allelochemical effect of a flavonoid series was studied; the
observed results showed that the more active compounds exhibited a cathecol system on

B-ring.

We can conclude that 7 molitor L. is a plant-natural products sensitive insect at

the larvae stage.

Key words: Allelochemicals; sesquiterpene lactones; diterpenes; phenylpropanoids;

flavonoids; Tenebrio molitor.

Introduccidén

La produecion de metabolitos secun-
darios por parte de plantas superiores ha
merecido distintas interpretaciones y en el
pasado fueron considerados como productos
de deshecho del metabolismo primarie y sin
importancia vital para las mismas. Sin em-
bargo, hacia finales de la década del cincuen-
ta se suglirid que este tipo de compuestos es-
taria relacionado con el comportamiento
alimentario de los insectos [Fraenkel, 1959].

En la actualidad es aceptado el varia-
do rol que estos productos desemperian en la
interaccién planta-insecto, actuando como
toxicos, repelentes, inhibidores del desarrollo
o agentes antialimentarios [Harborne, 1988,
1991, 1993; Ley, 1990; Nahrstedt, 1988]. Asi
es posible suponer que la coevolucién de in-
sectos y plantas ha dado origen a una serie
de estrategias defensivas por parte de éstas
que han afectado la evolucion de los prime-
ros.

La necesidad de proteger fuentes ali-
mentarias del ataque de insectos perjudicia-
les mediante el uso de medios ecolégicamente
aceptables, ha orientado las investigaciones
a la busqueda de productos naturales modifi-
cadores del comportamiento de insectos pla-
ga. En este camino, las investigaciones inter-
disciplinarias ya han aportado a los produc-
tores sistemas para la proteccién de cultivos

basados en el control de la alimentacién de
los insectos (antifeedants) tales como el tetra-
nortriterpeno azadiractina (extractos de
Neem), warburganal y amidas del acido cri-
santémico (Frazier & Chyb, 1995].

La evaluacion de una determinada
actividad bioldgica propia de una familia de
compuestos estructuralmente relacionados,
permite profundizar en el conocimiento de la
relacién estructura-actividad. Esta mforma-
cidn puede ser utilizada en la programacién
de sintesis orgdnicas de productos de selecti-
vidad comprobada, de bajo impacto ambien-
tal v accesibles desde un punto de vista eco-
ndmico.

Actividad antialimentaria de
neo-clerodanos

Entre las diversas bioactividades eli-
citadas por los metabolitos secundarios de
plantas frente a larvas de insectos (alelogui-
micos) se encuentra su influencia en el com-
portamiento alimentario de los mismos. Pro-
ductos que afectan a esta variable fisicldgica
son clasificados en dos grandes grupos: fagoes-
timulantes e inhibidores de la alimentacion.
En relacién a los segundos, se utilizan, a ve-
ces en forma confusa, los términos deterren-
te, antialimentario, repelente gustatorio e in-
hibidores de la alimentacion. En la practica
las expresiones fagoestimulante vy antialimen-
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tario son los términos mds comunmente utili-
zados. 5in embargo, estas expresiones no pue-
den ser aplicadas en forma categérica a un
producto quimico va que su comportamiento
dependerd, entre otras variables, de la con-
centracién, las condiciones del ensayo, del es-
tado fisioldégico del insecto y especie utilizada
en la evaluacion, Tan es asi que un producto,
dependiendo de las condiciones sefialadas,
puede actuar como deterrente, fagoestimulan-
te 0 no poseer bioactividad detectable alguna
[Lewis & van Emden, 1986]. Si bien los diter-
penoides ocurren asiduamente en la familia
Asteraceae son también frecuentes en la fa-
milia Labiatae. En el primer caso, el género
Baccharis y en el segundo log géneros Ajuga,
Teucrium, Scutellnpria v Salvia, resultan ser
especialmente ricos en diterpenos de tipo cle-
rodano, 1 (Figura 1) y varios son conocidos
por sus propiedades frente a insectos [Merrit
& Ley, 1992]. Interesantes resultados en el
estudio de la actividad antialimentaria de este
tipo de diterpenos han sido alcanzados cuan-
do se ha evaluado esta propiedad frente a lar-
vas de algunos Noctuidos tales como Spodop-
tera littoralis, S. exempta y Heliothis armige-
ra. En este sentido Ajugarina I, 2, resultd ser
uno de los primeros casos informados de esta
actividad [Kubo & Nakanishi, 1979].
Estudios sobre diterpenos de nucleo
clerodano procedentes de los géneros Ajuga
(Belles et al., 1985] y Teucrium [Simmonds et
al., 1989; Urones ef al., 1995] permitieron es-

20 13 15

17

19
18

tablecer relaciones estructura-actividad iden-
tificando los grupos funcionales y rasgos es-
tructurales fundamentales parala elicitacion
del mecanismo antialimentario. En este con-
texto se ha sefalado que la actividad antiali-
mentaria en neo-clerodanos se relaciona con
un biciclo frans-decalina que presente un sis-
tema spiro-epoxi en C-4 y dos grupos acetato
en C-6y C-19. En algunos casos la presencia
de un anillo furcfurano en la cadena lateral
de C-9 coadyuva a la bicactividad mediante
fenémenos sinérgicos; sin embargo, analogos
sintéticos tales como 3, incluidos en la Figura
1, no han presentado resultados similares a
los alcanzados con los productos naturales.
En nuestro laboratorio estamos abo-
cados desde hace alrededor de veinte afios al
aislamiento y dilucidacién estructural de di-
terpenos del tipo neo-clerodano y ent-neo-cle-
rodano obtenidos en estudios fitoquimicos de
especies de los géneros Baccharts, Teucrium
vy Salvia. Los neo-clerodanos 4-6, que se pre-
sentan en Figura 2 fueron aislados de Bae-
charis crispa Sprengel, una Compuesta am-
pliamente difundida en la region centro-oes-
te del pais [Tonn et al., 1979; Tonn y Giorda-
na, 1980; Cenal et al., 1997], el diterpeno 7
fue aislado de Baccharis articulata H. et A,
[Gianello y Giordano, 1982] y este mismo pro-
ducto conjuntamente con su 6o-hidroxideri-
vado, a partir de Bacccharis spicata (Lam.)
Beill. [Gallardo V. et «l., 1996]. El diterpeno
19, con un sistema butandlido en cadena la-

OH

3

R = t-butil
=fenil
=2-metilfenil-
=2,6-dimetilfenil-

Fig, 1.
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0

4 Ry=Ry=HI
5 Ry=Ry=0H
6 Ry=H R3=OH

13 R1=0Ac,R>=H
14 R1=0OH, R>=H
1§ Ry, Ry= =0

Fig. 2.
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teral, fue aislado de partes aéreas de Bac-
charis grisebachii H. A. {Gianello y Giorda-
no,1989].

Entre los ent-neo-clerodanos presen-
tes en extractos de Sclvia reflexa Hornem.,
estudiada en nuestro laboratorio, se han ais-
lado salviarina, 11, y sus 7o~ y 8p-hidroxide-
rivado, ademaés de 7,8-didehidrorhyacofilina,
un nuevo 5,6-seco-clerodano de esqueleto rh-
yacofano [Nieto ef al., 1996]. Los furancditer-
penos 13 y 16 fueron obtenidos en un estudio

fitoquimico realizado sobre la dUnica especie

del género Teucrium presente en la Regién de
Cuyo, T’ grisebachii H. et A. [Tonn et al., 1990],
mientras que el producto 17 (12 epi-teupiri-
nina), conjuntamente con 13 y 16, fueron ais-
lados como principales componentes diterpé-
nicos de T nudicaule H. proveniente de la re-
gion de Antofagasta, Chile [Gallardo V. et
al.,1996]. Finalmente, los ent-neo-clerodanos
21 y 22, con un sistema spiro-lactona en C-9,
fueron obtenidos a partir de hojas y tallos tier-
nos de Baccharis artemisioides H. et A. [Tonn
et al., 1988, 1989],

En funcién de la actividad antialimen-
taria frente a larvas de Tenebrio molitor L.,
detectada para cada uno de estos productos
naturales, se planificaron diversas reacciones
de transformacion selectiva de grupos funcio-
nales con el objetivo de evaluar su incidencia
en la misma. Asf, Ia hidrogenacion catalitica
(C-Pd, EtOAc, 2.5 atm.) de 5 y 7 permitié dis-
poner de los productos 8 v 9, respectivamen-
te. La reduccién con LiAlH,-THY a tempera-
tura ambiente condujo al derivado 12 (kingi-
diol) idéntico al obtenido previamente en nues-
tro laboratorio por hidrélisis del correspon-
diente diéster malénico (C-18) y acetato (C-
19) [Gianello y Giordano, 1982].

El tratamiento del triacetato 13 con
NaH en MeOH durante unos pocos minutos a
0" C, permitid la hidrélisis selectiva del éster
en C-12 recuperandose con buen rendimiento
el alcohol 14 y la oxidacién de éste con reactivo
de Jones condujo al 12-ceto derivado 15.

Sobre el anillo oxirano en C-4-C-18 del
furanoditerpeno 16 se practicaron reacciones
de apertura: la primera, inducida por BFs-
eterato, dic lugar al diol 18, mientras que el
tratamiento con Et,0 saturado con HCl,
condujo al aldehido 19 siguiendo la via del enol

correspondiente. Finalmente la bromacién de
16 en metanol a -20°C, seguida de la solvélisis
a 25°C del derivado dibromado, permitié ob-
tener una mezcla de metoxicetales epimeros
en C-15 y C-16 [Gallardo V. et al., 1996;
Browner Floyd, 1978].

Bioensayos

1. Cdlculo del Porcentaje de Inhibicién
Alimentaria (PIA)

El efecto antialimentario de algunos
de los productos presentados en la Figura 2
fue determinado utilizando un método pues-
to a punto en nuestro laboratorio [Sosa et al.,
1994). El compuesto a ensayar {a una concen-
tracion de 100 ppm) se emulsiona en una
mezcla de Hy,O-MeOH-Me,CO 90:5:5 conte-
niendo 0,1 % de Tritén CS-7 con ayuda de ul-
trasonido [Lidert et al., 1985] y con 100 pul de
esta suspensién se topican rodajas de zana-
horia (Daucus carota L. var. sativa DC) de 2,5
cm de diametro y 0,5 ¢cm de espesor. Las roda-
Jas control sélo se topican con el solvente. Una
vez evaporado el solvente, seis rodajas con-
trol y seis experimentales son pesadas y se-
paradamente colocadas en cajas pldsticas con
veinte larvas del tercer estadio de Tenebrio
molitor L. (Coleoptera: Tenebrionidae). Las ro-
dajas son pesadas y renovadas cada 24 hs
durante diez dias. La actividad es expresada
como Porcentaje de Inhibicién Alimentaria
(PIA) [Reed & Jacobson, 1983} segun la fér-
mula:

PIA = (% consumido en rodajas tratadas)} x
100 / (% consumido en rodajas tratadas + %
consumido en rodajas no tratadas)

Iistos experimentos fueron repetidos
ocho veces, por duplicado, para cada compues-
to ensayado. Los niveles de significancia es-
tadistica se determinaron por ANOVA. Un
valor de PIA entre 0 y 35 se considera signifi-
cativo. A mayor valor de PIA corresponde
menor actividad y resultados del orden de 50
sefialan carencia de actividad.

2. Ensayo de eleccion (deterrencia)
Este procedimiento se realiza usando
tres rodajas tratadas y tres no tratadas las
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que se colocan en cajas pldsticas v, en el cen-
tro, se ubican veinte larvas. Luego de 24 hs
se cuenta el nimero de larvas ubicadas deba-
Jjo de cada tipo de rodajas. Los resultados se
expresan como Porcentaje de larvas bajo los
discos tratedos, Cada valor es obtenido sobre
un promedio de cinco experimentos con dos

repeticiones por compuesto. Los datos obser-
vados se tratan por el estadistico .

3. Resultados

En la Tabla 1 se presentan los resul-
tados obtenidos en el bioensayo realizado para
evaluar propiedades antialimentarias de los

Tabla 1
Compuesto PIA (+DS) (%)

4 30.9 (4.8)*
5 31.2 (4.2)*
7 22.6 (4.6)*
8 48.3 (6.6)
9. 49.4 (2.80)
10

62.6 (3.8)
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Tabla 1 (continuacién)

11 473 (47
12 48.7 (5.8)
13 31.4 3.2)*
14 ‘62.5 (.3)
15 57.9 (5.0)
16 25.0 (3.7)*
17 30,73 (5.2)*
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Tabla 1 (continuacién)

distintos clerodanos, tanto naturales como
derivados.

Como puede observarse, los diterpe-
nos mas activos pertenecen a la serie neo-cle-
rodanos y en general podemos dividir a estos
compuestos en dos grandes grupos de acuer-

18 45.0 (4.8)

19 41.0 (4.6)

20 47.3 (3.9)

21 57.0 (3.8)

22 62.7(6.4)
" Compuestos considerados activos

do al tipo de funcionalizacién presente; en la
Figura 3 se presentan los mismos. En una
primera aproximacién, el primer grupo bio-
activo estd constituido por aquellos diterpe-
nos que presentan un sistema y-lactona-o,3-
msaturado en el anillo A de la porcién decali-
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Fig. 3.

na y un sistema -furilo en la cadena lateral,
presentando C-12 como grupo metileno o bien
oxidado formando parte de una lactona. El
segundo tipo est4 representado por diterpe-
nos en los que el sistema lactona o,B-insatu-
rada ha sido reemplazado por un anillo oxira-
no comprometiendo a C-40-C-18 en el anillo
Ay adicionalmente presentan grupos acetato
en C-6a y C-19 (I1) y funciones oxigenadas en
C-12.

Trabajando con los diterpenos del tipo
I, en particular con 5 (bacrispina), se ohserva
que la hidrogenacion catalitica que conduce a
8, esté asociada a una pérdida de la bioactivi-
dad. Otro tanto ocurre con la hidrogenacién
de bacchotricuneatina A, 7, el perhidroderi-
vado obtenido también resulta inactivo. La
necesidad de coexistencia de las funcionali-
dades y-butirolactona-o,B-insaturada y del
anillo furano como probables requisitos es-
tructurales, comienza a ser evidenciada al
observar los resultados obtenidos con el buta-
nélido 10, puesto que éste en lugar de activi-
dad antialimentaria pareciera evidenciar pro-
piedades de fagoestimulante. Pruebas adicio-
nales han sido obtenidas al analizar el com-
portamiento de salviarina 11 va si bien la fun-
cionalizacién &-lactona entre C-17-C-12 es si-
milar tanto en conectividad como en este-
reoquimica con el compuesto 7, su inactivi-
dad obedeceria a que el doble enlace en el ani-
llo A no esta conjugado con la lactona C-18-C-
19. Esta observacién estaria de acuerdo con

la pérdida de actividad observada en el com-
puesto 12, obtenido por reduccién de 4 con
LiAIH,.

En diterpenos del tipo 11, aislados de
especies del género Teucrium, los resultados
obtenidos son acordes a los informados por
otros autores sobre larvas de Noctuidos
[Simmonds et af., 1989; Malakov, 1994]. En
todos los casos en que los valores de PIA re-
sultan estadisticamente significativos estd
presente el anillo oxirano comprometiendo a
C-40-C-18 conjuntamente con el anillo furano
B-sustituido, tal como en los diterpenocs 13,
16 v 17.

Sin embargo, cuando el anillo oxirano
de 13 sufre apertura inducida por BF;-eterato
al diol 18 o bien la transformacion del metileno
de C-18 en un grupo formilo por tratamiento
con HCl, en Et,0 originando 19, se observa
para ambos productos una manifiesta pérdi-
da de la bioactividad, pese a que el resto p-
furilo permanece inalterado. Finalmente el
derivado 20, obtenido mediante un tratamien-
to con Bry, en MeOH [Brawner Floyd, 1978],
no evidencia actividad alguna pese a mante-
ner inalterado el anillo oxirano. Estas obser-
vaciones llevan a postular que serian necesa-
rias dos funcionalizaciones, el anillo oxiranoe
v el grupo B-furilo, para el reconocimiento
molecular con el receptor.

Una situacion especial la constituyen
los diterpenos 14 y 15, el primero obtenido a
partir de 13 por hidrélisis selectiva del aceta-
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to en C-12 y el segundo por oxidacién de 14
con reactivo de Jones. Tanto el alcohol como
el 12-ceto-derivado resultan no activos. Esto
ge ha intentado explicar mediante estudios del
comportamiento electrénico y conformacional
de diferentes neo-clerodanos [Enrizef al. 1994,
2000] que sugieren la necesidad de dos sitios
activos separados por 10 A v la incidencia de
factores tales como la flexibilidad conforma-
cional para el dngulo de torsion del sistema
B-furilo. No se ha observado una clara corre-
lacién entre la actividad antialimentaria so-
bre el modelo biolégico por nosotros utiliza-
dos v los coeficientes de hidrofobicidad medi-
dos experimentalmente [Luco et al., 1994].

Actividad insecticida de lactonas
sesquiterpénicas

Uno de los grupos de metabolitos se-
cundarios que ha despertado mayor interés,
tanto por el niimero de estructuras aisladas
como por las actividades bioldogicas detecta-
das, es el de las lactonas sesquiterpénicas [Pi-
cman, 1986]. Estos productos naturales son
tipicos de especies de Astereaceae y a la fecha
se conocen mas de dos mil estructuras . Entre
los diversos nucleos de lactonas aistadas se
destacan los denominados germacrandélidos,
eudesmandslidos, gnalanélhidos y pseudoguaia-
nolidos,

Como parte del estudio sistematico
sobre el comportamiento de larvas de T
molitor frente a distintos metabolitos secun-
darios de plantas que estamos presentando,
a continuacion se resumen los resultados ob-
tenidos por tratamiento crénico con seis
sesquiterpencides de tipo guaianélido y
pseudoguaiandlido [Sosa et af., 1995].

Compuestos ensayados:

En Figura 4 se consignan Mexicani-
na I, 1 y helenalina 2 que fueron obtenidas a
partir de Gaillardia megapoiamica (Spreng.)
Baker var. radiata (Del Vitto & Petenatti N°
2841 UNSL). Hymenina, 8, se aislo de Par-
thenium hysterophorus L. (Del Vitto N° 1672
UNSL). Ludartina, 4, se obtuvo de Artemisia
douglasiana (Besser) (Del Vitto N° 55 UNSL).
De Artemisia mendozana D.C. var. parami-
HNoensis (Ambrosetti, Roig & Del Vitto N° 1442

MERL) se aislaron los sesquiterpenos desace-
toximatricarina, 5, y desacetilmatricarina, 6.

Bioensavo:

La incorporacién de los productos na-
turales en el alimento se realizé suspendien-
do 50 g del mismo en 150 ml de acetona des-
tilada que contenian 5,0 mg de la lactona co-
rrespondiente. La eliminacion del solvente en
evaporador rotatorio al vacio, permitié obte-
ner una mezcla homogénea y libre de acetona
con una concentraciéon de 100 ppm del pro-
ducta bajo estudio. Los controles se prepara-
ron de igual forma sin el agregado de las sus-
tancias a ensayar.

Las larvas sometidas a un ayuno pre-
vio de 24 hs fueron ubicadas en ntimero de
veinte en cajas plasticas tapadas con gasa, en
las que previamente se habia colocado el ali-
mento correspondiente a cada ensavo. Las
observaciones se realizaron cada cinco dias
determinandose el porcentaje de mortalidad
hasta el dia veinticinco. Los resultados se pre-
sentan en la Tabla 2 y representan el prome-
dio de diez experimentos por duplicado para
cada uno de los productos ensayados. En to-
dos los casos las comparaciones fueron reali-
zadas mediante el estadistico ¥” consideran-
do no significativas las diferencias para p >
0,05.

Las lactonas sesquiterpénicas utiliza-
das corresponden a los grupos pseudoguaia-
nélido 1-3, y gualandlido, 4-6. Con excepcién
de 5 v 6, en todas ellas esta presente un gru-
po funcional y-lactona que posee en C-o un
grupo metileno exoeciclico. La bioactividad de
lactonas sesquiterpénicas es atribuida a este
tipo de funcionalizacion, la que puede com-
portarse como aceptor de grupos tioles de en-
zimas que poseen grupos sulthidrilos libres.
Esto ha sido demostrado por la disminucion
de la actividad enzimatica de fosfofructoqui-
nasa y glucdégenosintetasa en presencia de
lactonas sesquiterpénicas [Pieman, 1986]. Sin
embargo otros grupos funcionales conjugados,
como el anillo ciclopentenona, pueden actuar
como sustratos. Tal es el caso de tenulina 8
que si bien no presenta un sistema y-lactona-
o, B-insaturado es activa frente a larvas de Pe-
ridroma saucia y Ostrinia orbicularis [Ar-
nason ef al., 1987].
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Fig. 4. (1) mexicanina I; (2) helenania, (3) hymenina; (4) ludartin; (5} desacetoximatricarina;
(6) desacetilmatricarina; (8) tenulina.

Se observa que el producto natural
mas activo es 1, presentando diferencias sig-
nificativas con 2 y 3. Es importante destacar
que si bien 1 y 2 presentan la misma funcio-
nalizacién, resultan tener distinta configura-
cién en C-6 y C-8. En 1 el cierre de la lactona
es C-8x y el hidroxilo en C-6 ocupa una posi-
cién P mientras que en 2 dichos centros qui-
rales poseen la configuracién opuesta.

En relacién a hymenina, 3, el cierre
de la lactona ocurre en posicion C-6p y sin
embargo presenta una actividad biolégica
comparable a helenalina, 2, con clerre en C-
8p. Aparentemente el cierre de la y-lactonano
tendria mayor incidencia en la actividad
larvicida; esto ha sido observado también en
compuestos andlogos frente a larvas de
Heliothis zea (Boddie) [Isman, 1983].

Cuando el bicensayo se realiza utili-
zando el producto comercial 7, en concentra-
cién de 100 ppm, no se observan diferencias
significativas respecto de mexicanina I, la mas
téoxica de las lactonas aqui ensayadas. Esto

confirma la importancia que ha sido asigna-
da al anillo lacténico insaturado en la
bioactividad.

El segundo grupo de compuestos na-
turales, ludartina, 4, desacetoximatricarina,
5, v desacetilmatricarina, 6, pertenecen a la
serie de los guaiandlidos y los bioensayos no
muestran diferencias significativas entre
ellos. De estos tres compuestos sélo 4 posee
un sistema a-metilen-y-butirolactona y no
presenta el anillo ciclopentenona mientras
que los otros dos tienen esta ultima funciona-
lizacién y carecen de sistema lacténico insa-
turado. Estos resultados no pueden ser expli-
cados satisfactoriamente en base al caracter
aceptor de grupos nucleofilicos, en particular
tioles, de estos productos. El sistema ciclopen-
tenona en 5 y 6 tiene un grupo metilo en posi-
cién B que dificultaria o impediria estérica-
mente el ataque del nucleéfilo. El conocimien-
to de los mecanismos a través de los cuales
estas lactonas sesquiterpénicas ejercen su
toxicidad requiere de estudios adicionales.
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Tabla 2
Porcentaje de mortalidad+DS
Dias
Compuesto 5 10 15 20 25
; 155455 25,0457 33.545.8 46.044.6 57.015.9°
9.0+3.9 17.543.5 26.0:+3.9 32.545.8 44.0+6.1°
) "
OH
10.543.7 21.5+4.7 27.04:4.8 35.0453 45.048.5%
o [0
[4]
3
7.547.2 14.046.1 20.0+6.2 26.0+9.1 32.549.2°
9.5+1.6 17.5+4.2 22.546.8 300474 36.0£8.4°
9.542.8 17.5+4.2 24,5489 30.026.6 35.5£8.6°
6
Cﬁo 12.544.2 25.544 5 33.3493 458497 558474 °
7
Control o 0.5+15 1.5+2.4 2.044.2 3.0442
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En base a los datos presentados no es
posible determinar si el incremento en ia mor-
talidad en los lotes experimentales se debe a
un efecto antialimentario, a una disminucién
en la transformacion de la ingesta en bioma-
sa, a un efecto téxico post ingesta o a alguna
combinacién de ellos.

Bioactividad de benzofuranos,
derivados de cromenos y
compuestos relacionados

Benzopiranos, benzofuranos y fenil-
propanoides estdn presentes en un numero
importante de especies de plantas superiores,
en particular Astereaceae. Han sido informa-
das diversas bioastividades tales como accién
antitumoral, inhibidores del crecimiento bac-
teriano y agentes fototéxicos frente a hongos
y bacterias [Hegnauer, 1977; Proksch & Ro-
driguez, 1983]. En este sentido, precoceno I,

1 y precoceno II, 2, Figura 5, un tipo especial
de cromenos carentes del grupo metilcetona,
han sido descriptos como inductores de la dia-
pausa e implicados en los fenémenos de me-
tamorfosis cuando son aplicados por topica-
cion o incorporados en la dieta [Harborne,
1988]. Encecalina, 8, ha sido presentada comao
la principal defensa quimica de especies del
género Encelic [Proksch & Rodriguez, 1984;
Isman & Proksch, 1985; Proksch ef al., 1987].

Investigaciones intensivas sobre el
destino metabdlico de encecalina cuando es
administrada por topicacién a larvas de in-
sectos han sido llevadas a cabo utilizando téc-
nicas de GLC-EM [Kunze et al., 1996].

En nuestro laboratorio hemos evalua-
do, frente a T' molitor L., el efecto de los pro-
ductos 4-18, aislados de diversas especies de
Compuestas u obtenidos por transformacién
quimica [Carrizo ef al., 1997].

5 By=H, PFy=p-comzroyloxy
6 Ry=H, Rp=aceiyloxy

7 Ry=H, Ry=OH

8 Byj=OH, Rp=acetyloxy

9 R=R;=0H

COH

Fig. 5.

- 175 -



Anales Acad. Nac. de Cs. Ex., Fis. y Nat., fomo 52 (2000): 163-181.

Compuestos ensayados:

Euparina 4, fue obtenida a partir de
Flourensia oolepis [Guerreiro et al., 1979], en
tanto que las tremetonas 5-7 se obtuvieron
de distintas especies del género Parastrephia
INieto et al., 1994]. Los productos 8, 9, 16-18
aislados de partes aéreas de Ophryosporus
axtlliflorus [Favieret al., 1998]. La tremetona
10 fue obtenida de Baccharis grisebachii
Hyeronimus [Gianello y Giordano, 1987] y su
derivado 11 se obtuvo por hidrogenacién
catalitica. El cromeno 14 se preparé a partir
de 10 mediante reaccién con DDQ en mezcla
de benceno-1,4-dioxano 1:1 a temperatura
ambiente durante un dia mientras que el
benzopirano 15 se obtuvo via halociclacién con
2,4,4,6-tetrabromo-2,5-ciclohexadienona
[Tonn et af., 1988], seguido de eliminacién en
medio basico para conducir a 14 o de reduc-
cién con n-BuySnH /AIBN en benceno por 3
horas para la preparacidn de 15 (Esquema 1).
Los compuestos 12-13 fueron obtenidos comer-
cialmente.

Bioensayo:

Se disefié un bicensayo que permitie-
ra, simultaneamente, determinar ¢l porcen-
taje de larvas que cumplen el proceso de me-
tamorfosis de larva-pupa y el tiempo de dura-
cién de este dltimo estadio. Los productos se
aplicaron mediante topicacién de 2 ul de una
solucién acetdnica con una concentracién de
60 mg/ml. Los controles sélo se topicaron con
acetona. Los tiempos de duracién del estadio

FCHNy

#TBCD

de pupa se registraron en dias y se determing
el porcentaje de larvas que cumplieron satis-
factoriamente la metamorfosis; asimismo se
documentaron aquellos casos en que se pro-
dujeron anomalias morfolégicas macroseépi-
cas durante este proceso. Los resultados se
analizaron estadisticamente mediante las
pruebas de xz y de Dunnet; los resultados se
presentan en Tabla 3.

Tenebrio molitor tiene un nimero va-
riable de estadios larvales durante su desa-
rrollo postembrionario. En este sentido se re-
quiere una cuidadosa seleceidén en base al peso
de las larvas con el objeto de minimizar la
proporcion de estadios larvarios inciertos. Se
ha informado que larvas entre 120-140 mg de
peso pertenencen al dltimo estadio larval
[Quennedey & Quennedey, 1993]. En nuestras
experiencias se utilizaron larvas cuyo peso
quedaba incluido en el intervale 136.7123.7
mg.

En un desarrollo normal, esta esta-
blecido que el periodo de pupa tiene una du-
racién de nueve dias [{Quennedey & Quennedy,
1993] v en nuestros experimentos control se
obtuvo un valor de 8.6£1.6 dias.

Con el objeto de analizar la relacién
estructura-actividad los compuestos fueron
agrupados en tres grupos principales; deriva-
dos de benzofurano (4-9), derivados del 4cido
trans-cindmico (10-13) y derivados de
benzopiranoe (14-17),

De una evaluacién previa de la rela-
cidon dosis-respuesta para el compuesto 5,

st

Esquema 1.

- 176 -



0.5. GIORDANO et al. Actividad biolégica de metabolitos secundarios de plantas frente a Tenebrioc molitor L.

Tabla 3

Compuesto *

def

Porcentaje de larvas
que pupan °

4 83.0 (3.1)°
5 26.0(0.8)"
6 75.0(6.5)"
7 75.0(7.8)
8 733 2.1)!
9 73.08.1)"
10 63.0(3.4)"
11 50.0(82)"
12 87.0 (3.4) 8
13 92.0(5.6)¢
14 770 (64"
15 87.0(7.1) ¢
16 66.6 (1.7)"
17 87.0(1.3) ¢
18 75.0(3.8)°
Control 93.0 (0.1)

* Dosis: 120 pg/larva; aplicacién tépica.
® Los valores son promedios (SE); n=60. Datos tratados por el test de x°.

“ Los valores, en dfas, son promedios (SE); n=60. Datos tratados por el test de Dunnet.
Diferencias significativas (p<0.05, p<0.01 y 0.001), respectivamente) respecto del

control mediante el test de xz 0 de Dunnet.
£ Diferencias no significativas.

Duracién del estadio
de pupa °

10.5(2.)°
10.5(1.0) €
9.8 (2.2)®
8.6 (0.5) 8
112231
1en’
13.0(1.3)°
102 (1.3)°
100 (2.1)°¢
8.7 (1.9)%
10.2 (0.9)°
7.0(1.4)8
T8 @™
1210247
11.42.0°
8.6 (1.6)

mediante un andlisis de probit fue determi-
nada la DE;;= 63.5 pg/larva. Con el objeto de
asegurar se alcance la dosis toxica de cada uno
de los productos ensayados se utilizé una do-
sis de 120 ug/larva considerando que 5 resul-
taba el compuesto de mayor peso molecular,

En el grupo de los derivados de ben-
zofurano (4-9), todos los compuestos mostra-
ron un efecto significativo sobre ¢l porcentaje
de larvas que pupan en el punto final del ex-
perimento (30 dias); pero la mds importante
bioactividad la presenté el compuesto 5. En
este caso sélo el 26.0% de las larvas tratadas
lograron alcanzar el estado de pupa; el resto
tipicamente murié en el curso de los diez pri-
meros dias.

El cambio en la bioactividad al pasar
de § a los derivados 6-9 puede ser adjudicado
a presencia de un grupo funcional volumine-

so en C-2 (p-cumaroiloxy derivado). Ha sido
observado que benzofuranos con funcionali-
zacién 2-(17-0xo0-5"-metil-4 -hexenil) sobre C-
2 resultan insecticidas frente a larvas de
Christoneura fumiferata Clem. [Findlay ef al.,
1997]. '

En el segundo grupo de compuestos
analizados (derivados del 4acido trans-
cindmico, 10-13) los Acidos 12 y 13, de distri-
bucién amplia en la naturaleza, resultaron
esencialmente inactivos. El compuesto 10
mostré ambas actividades, t6xico en el dlti-
mo periodo larval v activo sobre la duracién
del estadio pupal. Sin embargo, cuando el pro-
ducto 10 fue hidrogenado cataliticamente, el
derivado 11 minimamente afecté la duracién
del estado pupal pero aumenta la toxicidad.

Teniendo en cuenta la bioactividad de
10, se prepararon los derivados 14 y 15. El
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primero via una reaccidn de ciclacién con DDQ
[Schmitt, A. et al., 1991] y el segundo via una
halociclacién para dar la mezela de enantié-
meros del 3-bromo derivado de 15 seguido de
una reduceion con nBu,SnH [Tonn, C.E. efal.,
1988] (Esquema 1). Estos nuevos productos
pueden ser agrupados en la serie de deriva-
dos de benzopirano (14-17).

En este grupo de compuestos, el més
activo resulté el cromeno 16 (demetilenceca-
lina). Es conocido que el doble enlace C-3-C-4
en el anillo pirano es esencial para la activi-
dad téxica o anti-hormonal [Isman, M.B.,
1989]. Este es el sifio de ataque de oxidasas
de funcién multiple las que producen epoxi-
dacién del doble enlace y a partir de este deri-
vado oxigenado la apertura hidrolitica bus-
cando el diol mas sclubte.

Sin embargo, la funcién oxirano en su
posicidén bencilica puede ser centro de ataque
de nucledfilos tales como grupos tiol de enzi-
mas bloqueando la actividad enzimatica
[Kunze, A. et al., 1996]. La ausencia de
insaturacién en el heterociclo del compuesto
15 podria ser la razén de la diferente activi-
dad respecto de demetilencecalina.

Finalmente, un 3.0 % de las larvas
tratadas con los compuestos 16-18 presenta-
ron diferentes anormalidades morfolégicas.
Estas fueron adultoides mostrando tarsos y
antenas parcialmente insegmentadas (16),
severa deficiencia en el proceso de disposicién
de nueva cuticula (17} y adultoides encapsu-
lados en la exuvia pupal pero mostrando apén-
dices méviles. Ninguna de las larvas control
presenté alguna de estas anormalidades.

Bioactividad de flavonoides

Este grupo de compuestos ha sido in-
formado como responsable de bioactividades
frente a insectos tales como insecticidas e
inhibitoria del crecimiento. Heliothis virescens
(Fabricius) [Hedin et al., 1992], Spodoptera
exigua (Huebner), Heliothis zea (Boddie)
{Tsman et al., 1983], Manduca sexta (L.)
[Snook et al., 1992] v Dione juno Cramer
IEcheverri ef al., 1991], han sido utilizados
como modelos para bioensayos frente a este
tipo de metabolitos secundarios de plantas.
En nuestro caso utilizamos larvas de Tenebrio

molitor L., recientemente mudadas al cuarto
estadio, para evaluar la bioactividad de vein-
te compuestos flavonoides, la mayoria de ellos
aislados en el curso de estudios fitoquimicos
realizados sobre especies de la region de Cuyo
[Sosa et al., 2000]. En la Figura 6 se presen-
tan sus estructuras y se aclara sobre su pro-
cedencia. Utilizando una concentracién para
cada flavonoide de 6.0 mmoles/g de alimento
se evalué su incidencia en el desarrollo
larvario. Para ello se determiné la variacién
del peso v longitud de las larvas hasta los se-
senta dias del bioensayo.

El tinico compuesto de los veinte eva-
luados que mostré una actividad significati-
va en cuanto a una disminucién del peso fue
quercetina (1), en tanto que sobre el crecimien-
to longitudinal de las larvas tuvieron una dis-
minucién significativa aquellos lotes tratados
con los compuestos 1, 4, 5, 10 y 13.

La relacion o-dioxigenada, que ha sido
atribuida como la responsable de la bioactivi-
dad en flavonas, estaria asociada a la posibi-
lidad de participar en reacciones de tipo 6xi-
do-reduccién, probablemente que involucran
a radicales libres. Es conocido que el proceso
de barrido radicalario (“radical scavenging”)
de especies oxigenadas activas, estd relacio-
nado con el niimero y posicion de grupos hi-
droxilo en el anillo B (Yoshiki ef al., 1995),
resultando més efectivo en los casos de o-di-
hidroxilacién que permite el paso a la estruc-
tura o-quinoide correspondiente a través de
un mecanismo de 6xido-reduccién.

Podemos concluir que a partir de es-
tos estudios se ha podido comprobar que
Tenebrio molitor L. es un insecto sensitivo a
los productos naturales, tanto a nivel de
fagorepelencia, toxicidad aguda y alteraciones
del desarrollo. En todos los casos las dosis
utilizadas resultaron comparables a las pre-
sentadas por otros autores frente a diferen-
tes modelos de insectos. Sin embargo, se ob-
serva que moléculas francamente activas fren-
te a otras especies de insectos resultan inac-
tivas frente a este coleéptero, y reciprocamen-
te.

Son necesarios mayores estudios para
obtener informaciéon mas completa que per-
mita disenar productos sintéticos que puedan
mimetizar las bioactividades aqui informadas.
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1 R= OH Quercetina

3 FErodictiol 4 R=Rut. Hesperidina
(Grindelia puichela) (Gochnaiia ghitinasa ) (Comercial}
2 R =0OCH3 3-Msillquercetina 5 R =¥ Hesperitina
(Grindelia pulchela )} (hidrolisis de 4)
HO OH
ao. ! O O
OH
o o
6 Rhamnazima 7 Ayanina § Morina .
(Baccharis spartioides) (Baccharis retamoides) (comercial)

9 R1= OH; R2~ OH Circilio} c
X i N » © i2 Pectolinaringenina 13 Penduletina
(Teucrium grisebachii ) el - i .
10 R1= OH, R2=0CH3 Nepetina (Baccharis grisebackii} {Tessaria ambigua)
{Gaillardia megapolandca )
11 R] = OCH3; B2 = 0OCH; Jaceocidina
{(Boccharis myritlioides)

OO

cH [4]
14 Rutina 15 7-O-Metileriodictiol 16 R=0OCH3 Sakurancting
{comercial) {Baccharis crispa) {Baccharis salicifolia)
17 R = Rhamgin Naringina
(Citrus paradisi)

OCHs
o
H:CO l o O \\4\’ ‘
OoH

oH 0
18 7-O-Metil-apigenina 19 Dimetilapigenina 20 7-Q-isopentenilkacmferol
(Baccharis articulata) (Baceharts erispay (Pterocanion alopecuroides}
Fig. 6
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