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RESUMEN 

Swietenia humilis Zuccarini (Meliaceae) y Malmea depressa (Baill.) R. E. 
Fries (Annonaceae) COMO FUENTES POTENCIALES DE AGENTES 
PESTICIDAS. 

El presente proyecto de investigación doctoral tuvo como objetivo 
principal la determinación del potencial insecticida y herbicida de los 
metabolitos secundarios mayoritarios de Swietenia humilis Zuccarini (Meliaceae) 
y Malmea depressa (Baill.) RE. Fries (Annonaceae) respectivamente con la 
finalidad de contribuir al desarrollo de nuevos agentes pesticidas. 

La selección de las especies vegetales objeto de este proyecto de 
investigación se realizó tomando en cuenta los resultados obtenidos en una 
serie de ensayos biológicos preliminares. En el caso de la especie Swietenia 
humilis, se utilizó como prueba de selección la determinación de la actividad 
insecticida sobre el gusano barrenador del maíz, Ostrinia nubilalis Hübner (Lep. 
Pyralifae). Para el inicio de la investigación química de Malmea depressa, las 
evaluaciones biológicas de selección incluyeron: (1) la determinación del efecto 
sobre la germinación y el crecimiento radicular de Amaranthus hypochondriacus 
L. y Echinochloa crusgalli (L.) Beauv.; (2) la evaluación de la actividad fungicida 
sobre tres especies de hongos fitopatógenos (Phytium spp., Helminthosporium 
spp. y Fusarium oxysporum) y tres especies de hongos patógenos para el 
hombre (Aspergillus niger, Trychophyton mentagrophytes y Candida albicans). 

El desarrollo de este proyecto comprendió dos etapas. En la primera, se 
realizó el estudio biodirigido del extracto activo de M. depressa. El 
fraccionamiento biodirigido del extracto activo de la corteza, empleando como 
bioensayo la determinación del crecimiento radicular y la germinación de las 
semillas de A. hypochondriacus y E. crusgalli, permitió el aislamiento de cinco 
metabolitos secundarios, los cuales se caracterizaron con base en sus datos 
espectroscópicos y espectrométricos como el 1,2,3,4-tetrametoxi-5-(2-
propenil)benceno, el tetrametoxibenzaldehido, la trans-iso-miristicina, el alcohol 
tetrametoxicinámico y el aldehído tetrametoxicinámico. Cabe destacar que el 
tetrametoxibenzaldehido representa un nuevo producto natural. 

La determinación de la actividad fitoinhibidora de estos metabolitos 
secundarios sobre la germinación y el crecimiento vegetal permitió comprobar 
que el 1,2,3,4-tetrametoxi-5-(2-propenil)benceno es el responsable de la 
actividad biológica demostrada por el extracto original. Este compuesto inhibió 
de manera significativa el crecimiento radicular de A. hypochondriacus (ICso = 43 
µg/ml). Sin embargo, este producto fue poco activo contra E. crusgalli (ICso = 
810 µg/ml). 

Con la finalidad de explorar en forma más detallada el potencial herbicida 
del 1,2,3,4-tetrametoxi-5-(2-propenil)benceno se evaluó su efecto sobre varios 
procesos fotosintéticos empleando cloroplastos aislados de espinacas 
(Spinacea oleraceae). Las actividades fotosintéticas evaluadas incluyeron: la 
síntesis de ATP, la captación de protones y los transportes de electrones basal, 
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fosforilante y desacoplado. Los resultados obtenidos, indicaron que el 
compuesto inhibe de manera significativa (DEso = 1.4-5.0 µM) las actividades 
antes mencionadas. En todos los casos, el efecto observado fue dependiente de 
la concentración. Con base en los resultados obtenidos mediante el empleo de 
estos ensayos biológicos se concluyó que el 1,2,3,4-tetrametoxi-5-(2-
propenil)benceno actúa como un inhibidor de la reacción de Hill. Con la 
finalidad de determinar específicamente el sitio de acción en la cadena 
transportadora de electrones, se evaluó el efecto del mismo sobre las 
reacciones parciales de los fotosistemas I y 11. Mediante estos estudios se 
determinó que el 1,2,3,4-tetrametoxi-5-(2-propenil)benceno inhibe el transporte 
de electrones entre los sitios P680 y QA del fotosistema 11. 

Con respecto a la actividad fungicida, se determinó el efecto del 1,2,3,4-
tetrametoxi-5-(2-propenil)benceno sobre las especies de hongos patógenos y 
fitopatógenos de prueba. Los resultados indicaron que este producto presenta 
una moderada actividad fungicida contra Fusarium oxysporum (CIM = 400 
µg/ml) y Trychophyton mentagrophytes (CIM = 300 µg/ml). La actividad 
fungicida del compuesto fue similar a la desarrollada por el extracto orgánico 
total. Por último, la actividad citotóxica sobre tres líneas celulares derivadas de 
tumores humanos [A-549 (carcinoma de pulmón), MCF-7 (carcinoma mamario) y 
HT-29 (adenocarcinoma de colon)] indicó que el compuesto es inactivo (DEso > 
20 µg/ml). Por lo tanto, el conjunto de estos resultados permite concluir que el 
compuesto 1,2,3,4-tetrametoxi-5-(2-propenil)benceno representa un prototipo 
estructural novedoso para su desarrollo como un posible agente herbicida. 

Durante la segunda etapa del presente proyecto de investigación, se 
realizó el aislamiento, la caracterización estructural y la evaluación del potencial 
insecticida de los limonoides de las semillas de S. humilis. El fraccionamiento 
del extracto clorofórmico activo de S. humilis permitió el aislamiento de once 
compuestos de tipo tetranortriterpenoide. 

En todos los casos, las estructuras de los once compuestos aislados se 
establecieron mediante el empleo de las técnicas espectroscópicas (RMN) y 
espectrométricas (EM) contemporáneas. Los compuestos se identificaron como 
las humilinólidas A-F, la humilina B, la swietenina C, la swietemahonina C, el 
metil-2,3-dihidroxi-meliac-8(30)-enato-3-isobutirato y el metil-2,3-dihidroxi­
meliac-8(30)-enato-3-tiglato. De los once compuestos aislados, nueve 
correspondieron a estructuras descritas en la literatura y dos de ellas 
constituyeron nuevos productos naturales y se les designó con los nombres 
triviales de humilinólida E y F. Cabe aclarar, que las estructuras de la 
humilinólida D y de la swietemahonina C se determinaron de manera inequívoca 
mediante un análisis de rayos X. 

Los limonoides aislados se evaluaron como posibles agentes 
insecticidas. Esta actividad biológica se determinó empleando las larvas en 
tercer estadio de crecimiento del gusano barrenador del maíz. Estas 
evaluaciones biológicas indicaron que las humilinólidas C y D, limonoides que 
desarrollaron la mayor actividad insecticida, constituyen candidatos idóneos 
para su posible comercialización como nuevos agentes insecticidas. Estos dos 
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compuestos afectaron de manera significativa el peso promedio de las larvas, 
los porcentajes de pupación y sobrevivencia del adulto a una concentración de 
50 ppm. Al mismo tiempo, esta actividad biológica fue superior a la observada 
para el que el control positivo; la toosendanina, un limonoide de origen natural 
con una aplicación comercial como agente agroquímico de uso insecticida. 

Respecto a la actividad citotóxica estos compuestos no mostraron 
actividad sobre las líneas celulares de prueba [A-549 (carcinoma de pulmón), 
MCF-7 (carcinoma mamario) y HT-29 (adenocarcinoma de colon)]. En todos los 
casos la DEso fue mayor a 20 µg/ml. 
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ABSTRACT 

The present investigation comprises two parts. The first one is an attempt 
to establish the herbicide potential of Malmea depressa. The second part deals 
with the investigation of the insecticide potential of Swietenia humilis. 

Malmea depressa (Baill) R. E.Fries (Annonaceae} is commonly known by 
the Maya people as "elemuy", "sufricaya" and "nazareno prieto". This species is 
distributed in Central America and Mexico, from Veracruz to the Peninsula of 
Yucatan. In the tropical forest it is a dominant species and it is used in traditional 
medicine as an analgesic agent and for the treatment of diseases such as 
pellagra and liver and kidney stones. No previous studies on the phytochemistry 
and biological properties of this species have been reportad. 
The phytotoxic potential of this species was demonstrated by measuring the 
inhibitory activity of CHCb extract of the stem bark of M. depressa on seedling 
growth of Amaranthus hypochondriacus (ICso = 134 µg/ml} and Echinochloa 
crusgalli (ICso = 457 µg/ml}. The active extract was fractionated by column 
chromatography over Si gel using the BPIP (bioautographic phytogrowth 
inhibitory bioassay} at each step for activity-directed fractionation. These 
procedures led to the isolation of four known phenylpropanoids: 1,2,3,4-
tetramethoxy-5-(2-propenyl}benzene, 2, 3,4, 5-tetramethoxycinnamaldehyde, 
trans-isomyristicin and 2,3,4,5-tetramethoxycinnamyl alcohol, and one new 
natural product which was identified as 2,3,4,5-tetramethoxybenzaldehide. The 
isolated compounds were identified by spectroscopic and spectrometric means. 
1,2,3,4-tetramethoxy-5-(2-propenyl}benzene exhibited significant phytogrowth­
inhibitory activity on seedlings of A. hypochondriacus (ICso = 43 µg/ml} and E. 
crusgalli (ICso = 81 O µg/ml} and moderate antifungal activity against Trichophyton 
mentagrophytes (MIC = 500 µg/ml} and Fusarium oxysporum {MIC = 250 µg/ml}. 
Analysis of the essential oil preparad from the leaves stem bark and the wood of 
the plant revealed that 1,2,3,4-tetramethoxy-5-{2-propenyl)benzene was the 
major constituent of the different vegetal parts of the species. 

In order to further explore the herbicida! potential of the major phytotoxic 
compound from M. depressa, its effect on several photosynthetic activities was 
investigated using freshly lysed spinach chloroplasts. The results indicate that 
this compound inhibits proton-uptake, ATP-synthesis and electron flow (basal, 
phosphorylating and uncoupled} in a concentration dependent manner, therefore 
acting as a Hill reaction inhibitor. Uncoupled electron transport through 
photosystem I is unaffected by this compound. On the other hand, uncoupled 
electron transport through photosystem II from water to dichlorophenol­
indophenol, from water to silicomolibdate and from diphenilcarbazide to 
dichlorophenol-indophenol are inhibited by this phenylpropanoid, suggesting 
that the site of inhibition is located in the span from P680 to QA. In addition the 
cytotoxic activity of 1,2,3,4-tetramethoxy-5-(2-propenyl}benzene was determinad 
against three human solid tumor cell line [lung carcinoma (A-549), breast 
carcinoma (MCF-7} and colon adenocarcinoma (HT-29}. lt was inactiva in these 
cell lines. 
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Swietenia humilis Zucarini (Meliaceae) is locally known as "zopilote", 
"cobano" and "cabilla". The plant is a tree up to 20 m high that grows in the 
tropical areas of Mexico, in Guerrero, Michoacan Colima, Sinaloa and Chiapas. 
The seeds of this plant are used in traditional medicine as an antihelmintic agent 
and for the cure of amibiasis. In this investigation we describe the isolation and 
structure determination of two new tetranortriterpenoids (humilinolide E and 
humilinolide F) together with nine known compounds (humilinolides A-D, humilin 
B, swietenin C, swietemahonin C, methyl-2,3-dihydroxy-meliac-8(30)-enate-3-
isobutyrate and methyl-2,3-dihydroxy-meliac-8(30)-enate-3-tiglate) from the 
seeds of Swietenia humilis Zucarini (Meliaceae). The structures of humilinolide D 
and swietemahonin C were unequivocally confirmad by single crystal X-ray 
difraction studies. The structures of the humilinolides E and F were elucidated 
on one basis of spectroscopic and spectrometric analyses including 1 H-1 H 
COSY, HETCOR, NOESY, HMBC and HMQC experiments. The insecticida! 
activity against the European corn borer, Ostrinia nubilalis Hübner of 
humilinolides A-E, humilin B, swietenin C, methyl-2,3-dihydroxy-meliac-8(30)­
enate-3-isobutyrate and methyl-2,3-dihydroxy-meliac-8(30)-enate-3-tiglate was 
also investigated. When incorporated into artifitial diets of neonate larvaes at 50 
ppm all compounds caused larval mortality as well as growth reduction and 
increased the development time of survivors in a concentration-dependent 
manner. Only humilinolide C reduced growth and survivorship at 5 ppm. 
Additional effects observad in many of the treated groups included a significant 
delay in time to pupation and adult emergence. Humilinolides A-D showed 
comparable activity to toosendanin, a comercial insecticida. 
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CAPITULO 1 

ANTECEDENTES GENERALES. 

1.1. PRODUCTOS NATURALES DE ORIGEN VEGETAL COMO UNA 

FUENTE POTENCIAL DE AGENTES PESTICIDAS. 

Los pesticidas son agentes capaces de controlar o eliminar aquellas 

plantas, animales o microorganismos perjudiciales a la salud y economía 

humanas. Estos agentes indudablemente han jugado un papel importante en la 

protección de los cultivos de importancia hortícola, agrícola y forestales (Cremlyn, 

1991; Worsham, 1989; Terry, 1991; Klocke, 1989a). 

En la actualidad los pesticidas de mayor uso comercial son de origen 

sintético y muchos de ellos se han diseñado mediante la aplicación de estrategias 

bioracionales. Se calcula que existen aproximadamente 1200 ingredientes activos 

con propiedades pesticidas a partir de los cuales se producen cerca de 30,000 

productos comerciales. De estas 1200 sustancias, 250 sirven para la elaboración 

de agentes herbicidas y 450 se emplean para la producción de insecticidas 

(Cremlyn, 1991 ). Por otro lado, las estadísticas indican también que anualmente 

se producen cerca de 800,000 toneladas de pesticidas a nivel mundial; de esta 

producción, el 52% corresponde a herbicidas, el 22% a insecticidas, el 20% a 

fungicidas y el 6% restante, a reguladores del crecimiento vegetal (Cremlyn, 

1991 ). La mayoría de estos agentes pesticidas son de amplio espectro y por lo 

tanto son eficaces contra una amplia variedad de insectos y plantas nocivas. 

Desafortunadamente, estos productos ocasionan severos daños ecológicos 

debido a sus altos índices de persistencia. También debido a su poca selectividad 

resultan tóxicos para los organismos blanco, el hombre y otros animales. Así, por 

ejemplo, en la literatura se ha descrito que algunos pesticidas como el DDT 

(insecticida), el aldrin (insecticida), el DNOC, el DMCU y el dinoceb (herbicidas) 

son altamente tóxicos para algunas aves de rapiña y para los mamíferos. En el 

primer caso, es bien conocido que el águila blanca esta desapareciendo a nivel 

mundial como una consecuencia de los efectos tóxicos del DDT (Sharon, 1981; 



Margan, 1985; Cremlyn, 1991; Schmutterer, 1995; Arnason et al., 1993; Perkins, 

1985; Klocke et al., 1989b; Duke y Abbas, 1995; ínter alía). 

Por último, el uso recurrente de los pesticidas contemporáneos ha 

ocasionado la aparición de numerosas especies de plagas resistentes a los 

tratamientos. Por ejemplo, se ha descrito que algunas especies de plantas 

nocivas { Senecio vulgaris, S. nugurm, S. tuberosum, Lolium rigidum, Alopecurus 

myosuroides, Brassica campestris, B. napusresi y varias especies de Amaranthus) 

que dañan los cultivos de maíz, caña de azúcar, trigo, y sorgo han desarrollado 

resistencia a las triazinas, específicamente a la atrazina y azimacina. Por otro 

lado, la especie Echinochloa crusgalli, la cual ocasiona pérdidas hasta de un 59% 

de los cultivos de arroz, es resistente al propanil y al metil-diclofob {Cremlyn, 

1991, Collins, 1991 y Terry, 1991 ). El desarrollo de resistencia a los agentes 

herbicidas se ha atribuido a que algunas de estas sustancias son mutagénicas 

ocasionando alteraciones en los blancos de acción a nivel molecular en las 

plantas nocivas, por ejemplo, modificando la conformación estructural de una 

enzima blanco, induciendo la activación de sistemas enzimáticos o bien 

provocando una sobre-producción del sitio de acción {Baker, 1991; Moreland, 

1980; Cremlyn, 1991, Collins, 1991 y Terry, 1991 ). 

En el caso de los insecticidas, también la literatura describe la aparición de 

numerosas especies de artrópodos e insectos resistentes a los piretroides 

sintéticos y al DDT. El desarrollo de la resistencia a los insecticidas sintéticos se 

debe principalmente a que la mayoría presenta un mecanismo de acción 

neurotóxico {Klocke, 1998a, 1989b; Arnason et al., 1993; Schmutterer, 1995). 

Considerando los severos y diversos problemas toxicológicos, ambientales 

y de salud ocasionados por el uso de los pesticidas sintéticos, recientemente se 

han propuesto estrategias alternas con la finalidad de proteger los cultivos de 

importancia económica. Estas estrategias implican la rotación y sincronización de 

cultivos, el uso de cultivos de cobertura, el desarrollo de especies resistentes al 

ataque de plantas e insectos mediante la aplicación de procedimientos genéticos, 

el empleo de herbicidas biológicos y el uso de pesticidas de origen natural. Estos 
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últimos, son generalmente menos tóxicos para el hombre y otros animales, sus 

índices de bioacumulación son menores y los mecanismos mediante los cuales 

ejercen su efecto pesticida son específicos. Esta última característica es de gran 

importancia para el diseño de pesticidas mediante un método bioracional. 

Con la finalidad de encontrar estos pesticidas naturales con las 

características antes señaladas, en los últimos años se ha intensificado la 

investigación de los productos naturales tanto de origen vegetal como microbiano. 

En este contexto, cabe recordar que las plantas biosintetizan y acumulan una 

gran cantidad de metabolitos secundarios (semioquímicos) que les sirven como 

mecanismo de defensa contra el ataque de insectos, microorganismos y plantas 

nocivas. Así, muchas de estas sustancias juegan un papel importante en las 

interacciones alelopáticas de tipo planta-planta y planta-microorganismo, y en las 

interacciones planta-insecto en los distintos ecosistemas. Estas interacciones 

regulan la densidad y distribución de plantas, insectos y microorganismos y se 

establecen en todo tipo de ecosistemas, tanto naturales como en los 

agroecosistemas (Holm, 1977; Terry, 1991; Klocke, 1989a). En consecuencia, no 

resulta sorprendente que el reino vegetal constituya una fuente valiosa de 

agentes pesticidas. De tal forma que en la literatura contemporánea se describe 

que aproximadamente 200 especies de plantas (Klocke, 1989a, 1989b) y cerca de 

2500 metabolitos secundarios vegetales, con una gran diversidad estructural, 

presentan propiedades insecticidas y/o herbicidas (Macías et al., 1986; Rodríguez 

et al., 1976; Shetell et al., 1993; Harbone, 1988; Klocke, 1989a, 1989b; Duke y 

Lyda, 1993; Duke y Abbas, 1995; Fisher, 1986, 1991; Fisher et al., 1994; 

Einhellig, 1986, 1995; Pereda-Miranda et al., 1993; Mata, 1993; Arnason et al., 

1993; inter alia). Los procedimientos utilizados para el descubrimiento de este tipo 

de principios activos han sido objeto de numerosas revisiones en la literatura 

científica (Ghisalberti, 1993; Macias, 1995; Benner, 1993; inter alia). 

Los primeros insecticidas empleados por el hombre para erradicar las 

pestes ocasionadas por insectos en los cultivos de importancia económica fueron 

de origen natural (Boutler, 1993; Klocke, 1989a, 1989b; Plapp, 1981, Cremlym, 
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1991 ). Dioscorides (40-90 AC) mencionaba, que el opio, el colchico y el aconito 

se empleaban tanto en la medicina como en la agricultura para erradicar a los 

insectos. Además, cita que las especies Veratrum a/bum y V. nigrum {Liliaceae) 

eran empleados como agentes insecticidas por los Romanos. Otras plantas 

empleadas para tal fin en el siglo V DC, fueron el ajenjo, el laurel, el cedro, el ajo, 

el higo, el roble, la cebolla, la casia y el pepino, por tan solo mencionar algunos. 

Posteriormente, en el siglo XVII, la nicotina, principal alcaloide del tabaco, la 

sebadilla, el pyretrum derivado de Crysanthemun cinerariaefoluim (Asteraceae) y 

los extractos de especies de Derris y Lonchocarpus (Leguminosae) se emplearon 

como potentes agentes insecticidas. En esa época, el tabaco y su principio activo 

fueron muy comercializados en América; en tanto que el pyretrum se comercializó 

en Europa {Klocke, 1989a, Cremlyn, 1991 ). A principios del presente siglo, los 

extractos derivados de plantas de los géneros Derris y Lonchocarpus se 

empleaban como agentes insecticidas en China. En 1911 se patentó el uso de los 

mismos en Inglaterra (Klocke, 1989a, Morgan et al., 1985). Posteriormente, se 

demostró que el principio activo de las especies de Derris y Lonchocarpus era la 

rotenona, un potente inhibidor del proceso metabólico de la respiración. A 

principios de los años 40's, la compañía Merck introdujó en el mercado un 

producto derivado de la madera de varias especies de Ryania {Flacourtiaceae). El 

principio activo fue caracterizado como un alcaloide de naturaleza compleja 

denominado ryanodina {Klocke, 1989a). 

Hoy en día, se conocen un mayor número de insecticidas verdes muchos 

de los cuales se usan comercialmente, algunos de ellos inclusive se han 

empleado como moléculas prototipo para el desarrollo sintético y semisintético de 

nuevos agentes insecticidas. En este último contexto, merecen una mención 

especial los piretroides derivados del pyretrum, en particular la piretrina 1, que ha 

permitido el desarrollo de una gran variedad de insecticidas comerciales como los 

~-metoxiacrilatos {Pillmor et al., 1993; Benner, 1993). 

Otros ejemplos de insecticidas vegetales importantes pertenecen a las 

categorías de metabolitos secundarios de los limonoides y las iso-butilamidas 
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insaturadas. Los primeros son particularmente abundantes en las familias de las 

meliáceas y rutáceas y han atraído recientemente la atención de numerosos 

grupos de investigación, tanto a nivel académico como industrial, por su potente 

actividad insecticida. A la fecha se han aislado 300 compuestos de este tipo, de 

los cuales la azadiractina (8) y la tusendanina (3) se han desarrollado como 

insecticidas de uso comercial. 

Las iso-butilamidas son principios pungentes que se biosintetizan en 

grandes cantidades en especies de las familias piperáceas y rutáceas. Estos 

productos ejercen su efecto insecticida mediante el bloqueo de los canales de 

sodio voltaje-dependientes. La pipercida y la afinina son ejemplo de este grupo de 

insecticidas, que desafortunadamente no se han comercializado debido a su alta 

inestabilidad química. Cabe mencionar, sin embargo, que la investigación 

conducente al desarrollo de derivados semisintéticos más estables se encuentra 

aún en pleno desarrollo. 

Además de los productos antes mencionados, que sin duda alguna 

constituyen los insecticidas verdes más importantes, se han caracterizado otros 

metabolitos con propiedades repelentes de insectos tales como el geranio!, el p­

cimeno, el eugenol, el aldehido cinámico, la nepelactona y el 1,8-cineol, por tan 

solo mencionar algunos. Por último, otros como la juvabiona y la echinolona 

poseen propiedades reguladoras del crecimiento (Holyoke et al., 1987; Klocke, 

1989a, lsman et al., 1993; Jermy, 1990; Govindachari et al., 1996; inter afia). 

En comparación con los insecticidas verdes, el número de metabolitos 

secundarios de origen vegetal con actividad herbicida que ha alcanzado un 

desarrollo de tipo comercial es mínimo. Esto debido a que pocos productos 

naturales de origen vegetal per se reúnen las características necesarias para 

competir con los mejores herbicidas sintéticos de uso comercial. Hay muchas 

razones que podrían explicar el porque las plantas constituyen fuentes más 

pobres de agentes herbicidas que de insecticidas. En primer lugar, la presión de 

selección ejercida por otras plantas en un mismo ecosistema es a menudo mucho 

menor que la presión ocasionada por microorganismos e insectos, los cuales 
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provocan a menudo daños muy severos; por lo tanto, la biosíntesis de 

compuestos herbicidas no confiere tanto beneficio a las plantas de ese mismo 

ecosistema como la producción de metabolitos insecticidas. En segundo lugar, 

cualquier planta productora de un herbicida potencial debe ser inmune a los 

efectos del mismo, de otra manera su biosíntesis no le conferiría ninguna ventaja 

durante su proceso evolutivo. 

Sin embargo, y a pesar de las consideraciones anteriores, muchos autores 

han postulado que las interacciones alelopáticas en un ecosistema particular 

pueden constituir la base para el descubrimiento de aleloquímicos de utilidad para 

el desarrollo de herbicidas (Benner, 1993; Macías, 1995; Enhellig, 1995; Duke y 

Abbas, 1995). Más importante aún, estos aleloquímicos pueden servir como 

prototipos estructurales para la síntesis de compuestos herbicidas más eficaces y 

potentes que el producto natural toxóforo (Benner, 1993; Duke y Abbas, 1995; 

Macias, 1993; ínter afia). De ahí, que la búsqueda de agentes herbicidas a partir 

del reino vegetal se encuentre también justificada. Entre los aleloquímicos que 

han demostrado una mayor actividad fitotóxica figuran los terpenoides (Macias, 

1995; Fischer, 1991; Duke, 1991; Duke y Abbas, 1995). En 1964 Muller y Muller, 

descubren que el monoterpenoide 1,8-cineol es uno de los terpenoides fitotóxicos 

producido por una series de arbustos altamente alelopáticos en comunidades 

desérticas. Posteriormente la compañía Dupont sintetizó el cinmetilinio, tomando 

como molécula base el 1,8-cineol; este herbicida es poco tóxico y no se acumula 

en el medio ambiente, además es altamente efectivo para combatir pastos 

nocivos. Tanto el 1,8-cineol como su derivado semisintético inhiben el proceso de 

la respiración. Otros monoterpenoides con actividad herbicida son el camfeno y la 

pulegona. El primero, sirvió de materia prima para la síntesis del toxafeno, mezcla 

de derivados clorados del camfeno. Por razones toxicológicas y a pesar de su 

eficacia, el uso de este producto fue descontinuado (Duke y Abbas, 1995). 

Otros terpenoides que han demostrado una notable actividad herbicida son 

los sesquiterpenoides artemisinina y estrigol. Sin embargo, la imposibilidad de 
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obtener estos productos en buenos rendimientos por la vía de síntesis, ha 

impedido la comercialización de los mismos. 

Los compuestos aromáticos también constituyen aleloquímicos útiles para 

el desarrollo de agentes herbicidas y quizás el más importante a la fecha es el 

ácido benzoico, el cual permitió el desarrollo comercial del cloramben, el dicamba 

y el picloram, por tan solo mencionar algunos. Otros productos aromáticos con 

una buena actividad inhibidora del crecimiento vegetal incluyen la hypericina, la 

juglona, el DIBOA, algunos derivados de los ácidos cinámico y salicílico y 

compuestos de naturaleza cumarínica (Duke y Abbas, 1995). La hypericina al 

igual que el a-tertienilo, potente fitotoxina producida por varias especies del 

género Tagetes (Asteraceae), ejercen su efecto fitotóxico por un mecanismo 

mediado por la luz ultravioleta, es decir son productos fotodinámicos; está última 

característica ha impedido la comercialización de ambos productos ya que 

resultan tóxicos no solo par~ las plantas sino también para el hombre y otros 

animales (Benner, 1993). Varias quinonas fenólicas como la sorgoleona, la 

juglona y la lawsona destacan también por sus propiedades fitotóxicas 

significativas. 

Recientemente, el fraccionamiento biodirigido del extracto fitotóxico de 

lpomoea tricolor permitió el aislamiento del principio fitotóxico, el cual 

correspondió a la mezcla de resinas glicosídicas características del metabolismo 

secundario de las especies de convolvuláceas. En esa oportunidad, se aisló y 

caracterizó el glicolípido mayoritario el cual se denominó con el nombre trivial de 

tricolorina A. Este glicolípido demostró un potente efecto inhibidor del crecimiento 

radicular de Amaranthus leucocarpus y Echinochloa crusgalli (Anaya et al., 1990; 

Pereda-Miranda et al., 1993). Posteriormente, los otros glicolípidos presentes en 

la mezcla de resinas glicosídicas se aislaron y caracterizaron (Bah y Pereda­

Miranda, 1996 y 1997). Las especies lpomoea tricolor y Sorghum vulgare (fuente 

de la sorgoleona) son muy empleados como cultivos de cobertura para el control 

de plantas nocivas en distintos agroecosistemas. 
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Las sustancias con actividad herbicida tanto naturales como sintéticas 

presentan diversos mecanismos de acción. Por ejemplo, pueden inhibir la síntesis 

de aminoácidos, proteínas, lípidos, clorofila y/o carotenoides, o bien, pueden 

interferir con la división celular o el metabolismo energético (fotosíntesis y 

respiración). La alteración de estos procesos metabólicos esenciales para las 

plantas trae como consecuencia alteraciones en los procesos de germinación, y/o 

desarrollo vegetal. En la literatura se han publicado numerosas revisiones acerca 

del mecanismo de acción de los agentes herbicidas y/o alelopáticos (Einhelling, 

1995; Worsham, 1989; Agrio, 1991; Fisher, 1991; Fisher et al., 1994; Duke y 

Lydon, 1993; Duke y Abbas, 1995; Holyoke et al., 1987; inter afia). 

Esta breve revisión acerca de los productos naturales de origen vegetal 

con propiedades herbicidas e insecticidas, deja claro, no solo la potencialidad del 

reino vegetal como una fuente útil para el desarrollo de nuevos pesticidas, si no 

también la necesidad de encontrar nuevos agentes efectivos y menos dañinos 

que permitan el control de las plagas que afectan los cultivos de mayor 

importancia económica. En este contexto, la presente disertación pretende 

obtener agentes pesticidas biodegradables menos tóxicos para el hombre y otros 

animales a partir de Swietenia humilis Zuccarini y Malmea depressa (Baill.) R. E. 

Fries. 
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1.2.- LIMONOIDES DE MELIACEAS COMO UNA FUENTE POTENCIAL DE 

AGENTES INSECTICIDAS. 

Los limonoides son metabolitos secundarios, altamente oxidados, que 

derivan biogenéticamente de los triterpenoides tetracíclicos t/-eufol (20-~H) o t/­
tirucalol (20-aH). Estos precursores sufren dos modificaciones importantes. En 

primer término, se oxidan en C-7 y en C-8 y el metilo en C-14 migra a C-8 para 

formar el apotirucalol o el apoeufol (Figura 1 ) . 

Tirucal-7 ,24-dien-3-ol (20a.H) 
Eufal- 7,24-dien-3-ol (20~H) 

-~ 1 1 
1 

rearreglo .. 
apotirucalol 
oapoeufol 

HO 

. ~ 

Apo-tirucal 
Apo-eufol 

1 

Figura 1. Formación del núcleo apotirucalol. 

La segunda modificación, es la pérdida de cuatro átomos de carbono de· la 

cadena lateral para formar un anillo furano en C-17 (Figura 2). 

f~HO 
' 

R 

o 
i 

Núcleo Tetranortriterpenoide 
ó 4,4,8,10-tetrametil-17-
furano-esteroide 

Figura 2. Formación del núcleo tetranortriterpenoide. 
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Mediante esta modificaciones se forma el núcleo base de los limonoides de 

primer paso biogénetico, que se caracteriza por conservar el núcleo tetracíclico 

del triterpenoide precursor (Bevan et al., 1965; Taylor y Taylor, 1983a, Taylor, 

1983b; Connolly, 1983; Da Silva et al., 1984; Banerji et al., 1984). 

Los limonoides de primer paso biogenético pueden sufrir subsecuentes 

oxidaciones, especialmente de tipo Baeyer-Villiger, rompimientos y rearreglos de 

los anillos A, B, C y/o D para dar origen a los diversos esqueletos de limonoides. 

Considerando las distintas modificaciones de los anillos de los limonoides del 

primer paso biogenético se han propuesto once grupos mayoritarios de 

limonoides, {Connolly, 1983, Taylor, 1983b y 1984; Da Silva et al., 1984). En la 

Tabla 1 se indican los once grupos, el tipo de modificación principal que 

experimenta el esqueleto base del limonoide de primer paso biogenético y un 

ejemplo de cada grupo. En la Figura 3 se ilustran las estructuras de los ejemplos 

seleccionados. Por último, en el Esquema 1 se ilustra la relación biogenética 

entre los distintos grupos de limonoides. 

Es importante mencionar, que los limonoides se acumulan en todas las 

partes vegetales de las plantas que los biosintetizan pero principalmente se 

localizan en las semillas (Taylor, 1983b; Champagne et al., 1992). 

El aislamiento y purificación de los limonoides se ha realizado mediante el 

empleo de técnicas cromatográficas {capa fina, columna abierta y HPLC) [Taylor, 

1983b, 1984; Nakatani y Nakatashi, 1981; Nakatani et al., 1985; 1994; Kadota et 

a/.; 1989a, 1990a, 1990b; Segura-Correa et al., 1993; Zhou et al., 1996 ínter afia). 
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Tabla 1. Clasificación química de limonoides. 

Grupo Tipo Ejemplo 

1 Limonoides con el núcleo Tusendanina (1) 

base intacto 

11 Limonoides con el anillo D Gedunina (2) 

abierto 

llla Limonoides con los anillos Metil angolensato (3) 

By D abierto 

lllb Limonoides con los anillos Mexicanólida (4) 

By D abierto 

lllc Limonoides con los anillos Pragmalina (5) 

By D abierto 

IV Limonoides con los anillos Metil ivorensato (6) 

A, B y D abiertos 

V Limonoides con los anillos Obacunol (7) 

A y D abiertos 

VI Limonoides con los anillos Azadiractina (8) 

e abierto 

VII Limonoides con el anillo B Tunafilina (9) 

abierto 

VIII Limonoides con el anillo A Evodulona (10) 

abierto 

IX Limonoides con los anillos Prieuranina ( 11) 

A y B abiertos 
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tusendanina ( 1) gedunina (2) 

ó = 5 
ó 

i = 

o 

o OH 

mexicanólida ( 4) pragmalina (5) 

o 

Óº 
= = : 

metil-angolensato (3) 

o 
¡ 

o 

o 

metil-ivorensato (6) 

Figura 3. Ejemplos representativos de los diferentes grupos de limonoides. 
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obacunol (7) azadiractina (8) tunafilina (9) 
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: 
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evodulona (10) prieuranina ( 11) 

Figura 3. Ejemplos representativos de los diferentes grupos de limonoides. 
(Continuación). 
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Grupo II f- Grupo 1 ~ Grupo VIII ~ Grupo X 
t t t 

Grupo VII Grupo VI Grupo IV ~ Grupo V 
t 

Grupo llla 
t 

Grupo lllb 
t 

Grupo lllc 

Esquema 1. Relación biogenética entre los diferentes grupos de limonoides. 

Los limonoides aislados a la fecha se han identificado por métodos 

espectroscópicos principalmente de RMN, espectrométricos y qu1m1cos 

(acetilación, saponificación, oxidación y degradaciones) (Banerji, 1984; Taylor, 

1984; Khalid et al., 1989; Macleod et al., 1990; Kadota et al., 1989a, 1990a, 

1990b, Segura-Correa et al., 1993 y 1994, ínter alía). Es importante mencionar, 

que también se han publicado varios estudios de cristalografía de rayos X para 

este tipo de compuestos (Mikolajczak et al., 1988; Baldwim et al., 1992; Segura­

Correa et al., 1993 y 1994; Soriano-García et al., 1996; Toscano et al., 1996; ínter 

alía). 

Desde el punto de vista biológico los limonoides de las meliáceas y 

rutáceas han demostrado diversas propiedades biológicas destacándose su 

potente actividad insecticida (Klocke, 1989a; Macleod et al., 1990; Arnason et al., 

1987, 1993; Champagne et al., 1989, 1992; Nakatani et al., 1985, 1994; 

Mikolajczak et al., 1987, 1988; Kubo et al., 1991, 1993; Schmutterer, 1995; Zhou 

et al., 1996; lsman et al., 1996; ínter alía). Otras actividades biológicas importantes 

incluyen las siguientes: la antimalárica (Khalid et al.; 1989; Bray et al., 1990; 

Champagne et al., 1992 MacKinnon et al., 1997;), la anticancerígena (Polonski et 

a/., 1979; Petit et al., 1983; Fujiwara et al., 1982, 1984; Mikolajczak et al., 1987; 

Champagne et al., 1992), la inmunoestimulante (Van der Nat et al., 1991 ), la 

antihelmíntica, la antifúngica, la antibacteriana, la antiviral, la antiprotozoaria (Ara 
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et al., 1989; Champagne et al., 1992; Waterman, 1993) y la fitotóxica (Segura­

Correa et al., 1993; Villarreal, 1996). 

En relación a la actividad insecticida, en fechas recientes se ha descrito 

que estos compuestos afectan el desarrollo y/o crecimiento de aproximadamente 

200 especies de insectos y aradores, que atacan principalmente a los cultivos de 

importancia económica (agrícola y forestal) [Mikolajczak et al., 1987; Amasen et 

al., 1985, 1987; Champagne et al., 1992, lsman et al., 1991, 1995; 1996; 

Schmutterer, 1987, 1995; Govindachari et al., 1996]. Estos compuestos actúan 

como repelentes, inhibidores de la reproducción, inhibidores de la ovipación, 

fagoinhibidores y como inhibidores o retardadores del crecimiento del insecto. 

Todos estos efectos traen como consecuencia el desequilibrio de algunos 

procesos fisiológicos vitales para el insecto tales como la habilidad para caminar, 

volar, brincar, comer, ovipar y copular (Champagne et al., 1992; Rembold y 

Puhlmann, 1993; Schmutterer, 1995). 

Las investigaciones realizadas a la fecha sobre el potencial insecticida de 

los limonoides, no han permitido establecer claramente una relación estructura­

actividad entre los diferentes grupos de limonoides evaluados, debido a que estos 

trabajos han sido desarrollados por diversos grupos de investigadores, los cuales 

han empleado diferentes especies de insectos y diferentes métodos para realizar 

las evaluaciones biológicas (Champagne et al., 1992). 

En este contexto, los limonoides constituyen un grupo de metabolitos 

secundarios promisorios para el control y la erradicación de insectos. En los 

últimos 20 años, la búsqueda de metabolitos secundarios en la familia de las 

meliáceas, como posibles agentes insecticidas, ha permitido el desarrollo 

comercial de insecticidas verdes, los cuales constituyen una nueva generación de 

pesticidas. Los limonoides que hoy en día se comercializan como insecticidas son 

la azadiractina (8), obtenida de Azadarichta indica y Melia azedarach y la 

tusendanina (1), obtenida de Melia toosendan y de Melia azedarach. Este último 

compuesto fue recien identificado y es ampliamente comercializado como 

insecticida verde en China. De manera adicional, el extracto de esta planta es 
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muy empleado en China y Cuba para eliminar diferentes especies de insectos 

(Schmutterer, 1995; lsman et al., 1996}. En otros países, como Canadá· y 

Alemania, los extractos de varias especies de meliáceas se emplean en los 

programas de control integral de pestes con la finalidad de mejorar el potencial 

insecticida de otras sustancias y disminuir los problemas de contaminación. 

La actividad insecticida y el mecanismo de acción de la azadiractina (8) 

han sido ampliamente investigados, ya que hoy por hoy es el insecticida verde de 

mayor uso en los países desarrollados. La azadiractina (8) inhibe principalmente 

la ingesta de alimento debido a que ocasiona perturbaciones en el sistema 

endocrino e interfiere con los quimioreceptores del insecto. También produce 

inhibición de la fecundidad, de la copulación, de la ovipación y provoca 

esterilidad. Estos últimos efectos se deben a que el compuesto induce una 

alteración de los sistemas hormonales y neuroendocrinos; así por ejemplo, se ha 

demostrado que la azadiractina reduce los niveles de las hormonas ~-ecdisano y 

protoracicotropica a nivel cerebral en el insecto. Así mismo, interfiere con la 

transmisión de ciertas señales dentro del sistema neurotransmisor del complejo 

retrocerebral del insecto (Rembold, 1989; Rembold y Puhlman, 1993; 

Schmutterrer, 1995}. 

La tusendanina (1), actúa como un inhibidor del crecimiento y el 

mecanismo de acción aun no esta bien establecido. Sin embargo, es necesario 

aclarar que este compuesto al igual que la mayoría de limonoides evaluados a la 

fecha no presenta un mecanismo de acción neurótoxico (lsman et al., 1996}. 

Otros limonoides que se están investigando ampliamente como posibles 

insecticidas comerciales son la salanina (12}, la nimbina (13}, la 6-

desacetilnimbina (14}, la nomilina (15}, las tunacilinas (16}, las tunacilidas (17} y 

las toonafilinas (9) (Yamasaki, 1988; Klocke, 1989a, 1989b; Rembold y Pulhman, 

1993; Klocke, 1993; lsman et al., 1996; Govindachari et al., 1996). 

Por último, cabe aclarar, que a la fecha se han aislado mas de 300 

limonoides en la familia de las meliáceas, de los cuales solo algunos han sido 
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evaluados como posibles agentes insecticidas (Champagne et al., 1992; Xie, 

1994). 
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1.3. GENERALIDADES SOBRE LA ESPECIE Swietenia humilis. 

1.3.1. CONSIDERACIONES BOTANICAS Y ETNOBOTANICAS. 

El género Swietenia (Meliaceae) esta constituido por tres especies: 

Swietenia humilis, S. mahogani y S. macrophylla. La distribución de las tres 

especies esta restringida al Continente Americano, desde México hasta el Norte 

de Sur América, incluyendo las Antillas Mayores. (Pennington, 1981 ). La especie 

S. mahogani se distribuye exclusivamente en las Islas del Caribe. Las especies S. 

humilis y S. macrophylla se cultivan hoy en día en diferentes regiones del mundo. 

En las Figuras 4, 5 y 6 se muestra la distribución de las tres especies de este 

género. 
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Figura 4. Distribución del género Swietenia ( S. humilis) 
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Figura 5 Distribución del género Swietenia (S. macrophy/la) 
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Figura 6. Distribución del género Swietenia (S. mahogani). 
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S. humilis se distribuye principalmente en México, específicamente se 

localiza en la vertiente del Pacífico, desde Sinaloa y Durango hasta Chiapas 

(Rzendowski, 1978; Pennington, 1981) y se conoce comúnmente como mahogani 

del Pacífico, caoba (América latina), cobano, caobilla, gateado, venadillo y 

zopilote. 

La especie es un árbol de hasta 20 m de altura que crece desde nivel del 

mar hasta 1200 m sobre nivel del mar. El tronco llega a medir hasta 50 cm de 

diámetro, es de color gris oscuro o castaño oscuro. Estos arboles crecen de 

manera dispersa y aislados (Standley 1968; Styles, 1981 ). Florean en Abril y 

Mayo y sus frutos tardan hasta un año en madurar; las flores son de color blancas 

o cremas y de olor dulce. La forma del fruto (ovoide) permite reconocer fácilmente 

a la especie. Los troncos y las ramas desprenden una goma incolora cuando son 

dañadas. La madera de S. humilis se emplea para la fabricación de casas 

muebles y otros objetos. Recientemente, se ha descrito que esta especie esta en 

peligro de extinción, por lo que es necesario tomar medidas para la conservación 

de la misma. Cabe mencionar que el género Swietenia, al igual que los géneros 

Khaya, Cedrela, Melia, Entandrophragma y Guarea, son géneros 

económicamente importantes por la calidad de su madera (Banerji, 1984, lsman et 

al., 1996). 

Las especies S. humilis y S. macrophylla son empleadas en la medicina 

tradicional de las distintas regiones donde se distribuye. Así, las semillas de S. 

macrophylla se emplean para el tratamiento de la hipertensión, la diabetes y la 

malaria en Indonesia (Kadota et al., 1990b). Las semillas de S. humilis se 

emplean para el tratamiento de la amibiasis y la helmintiasis en México (Martínez, 

1989, Soto-Nuñez, 1987). También se les considera útil para el tratamiento del 

cáncer, la tos y de los dolores de pecho (Díaz, 1976). 

1.3.2. METABOLITOS SECUNDARIOS DEL GENERO SWIETENIA. 

Las tres especies del género Swietenia han sido objeto de numerosas 

investigaciones químicas. Estos estudios han permitido el aislamiento y 
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caracterización de numerosos limonoides, principalmente del tipo de la 

mexicanólida (grupo lllb). 

Cabe mencionar que los limonoides con núcleo del tipo mexicanólida están 

ampliamente distribuidos en la familia Meliaceae y a la fecha se conocen 

aproximadamente 150 limonoides con este núcleo, los cuales han sido aislados 

de las especies Swietenia mahogani (Kadota et al., 1989a, 1989b, 1990a, 1990b, 

1990c, 1990d), S. humilis (Okorie, 1971, Segura-Correa et al., 1993), S. 

macrophy/la (McPhail et al., 1964, Connolly et al., 1965, 1968, Chan et al., 1976), 

Entandrophragma candollei (Adesida et al., 1967), E. utile (Daniewski et al., 1994), 

E. angolense (Akisanya et al., 1960), Carapa procera (Mikolajczak et al., 1988; 

Sondegan et al., 1980; Taylor et al., 1974), Khaya niasica (Taylor, 1969), K. 

madagascariensis (Taylor, 1970; Adesogan et al., 1968), K. senegalensis 

(Adesogan, 1967, 1996) K. ivorensis ( Olmo et al., 1996, Adesogan, 1970), Rugea 

glabra (Mootoo et al., 1996), K. grandifolia (Adesogan et al., 1968, 1967), 

Xilocarpus granatum (Alvi et al., 1991; Okorie y Taylor, 1970), X. moluccensis 

(Connolly, 1970, 1976, 1983), Capuronianthus mahafalensis (Mulholland et al., 

1988), Pseudocedrela kotschyii (Ekong et al., 1967), Cedrela angustifolia (Lavie et 

al., 1970), C. odorata (Chang et al., 1967; Adeoye et al., 1965; Okorie et al., 

1968), C. mexicana (Connolly et al., 1965a, 1965b, 1968; Okorie et al., 1968; 

Sanni, 1987) y e: glaziovii (Connolly et al., 1969). 

Del género Swietenia, se han aislado aproximadamente 40 limonoides con 

núcleo mexicanólida (Taylor, 1969; Okorie y Taylor, 1971; Chan et al., 1976; 

Taylor et al., 1983a, 1983b; Kadota et al., 1989a, 1989b, 1990a, 1990b , 1·99oc, 

1990d; Segura-Correa et al., 1993). La biogénesis de este núcleo fue propuesto 

por Halsall (1975). En la Figura 7 se ilustra la secuencia biogenética propuesta 

por este autor y de la misma se desprende que la formación del núcleo implica 

una ruptura y rearreglo del anillo B, así como la oxidación del anillo O del 

limonoide de primer paso biogenético. 
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Figura 7. Biosíntesis del núcleo mexicanólida. 

22 

ó 
ª 

ó 
! 

o 



Otros limonoides presentes en el género Swietenia incluyen compuestos 

del grupo I como la mahonina (32) (Kadota et al., 1990c y 1989b); del grupo llla 

como la secomahonina (33), el metil-angolensato (3) y el metil 6-

hidroxiangolensato (53) (Okorie y Taylor, 1971; Kadota et al., 1989b, 1990c y 

1990a); y del grupo II como la gedunina (2), la acetoxigedunina (54) y la 

desacetoxigedunina (42) (Kadota et al., 1990a). 

Por último, cabe mencionar que de este género se han obtenido otros 

metabolitos secundarios que incluyen triterpenoides como el cicloeugenol, la a.­

amirina, la ~-amirina, el benzoato de lupeol, la hederagenina, el ciclomahogonol, 

el cicloswietenol, el cicloeucanenol y la melianona (Amorós-Marin et al., 1959, 

Basak et al., 1970; Okorie y Taylor, 1971; Chakraborty et al., 1971; Anjaneyulu, 

1978; Banerji, 1984); ácidos grasos (palmítico, estéarico, oleico, linóleico, 

linolénico y araquidónico) y una cumarina identificada como la escopoletina. 

Tanto los ácidos grasos, así como la cumarina se obtuvieron de las hojas y 

corteza de S. mahogani y S. macrophylla (Basak et al., 1970;Chan et al., 1976). 

En la Tabla 2 y Figura 8 se resumen los limonoides con núcleo 

mexicanólida obtenidos a la fecha de las distintas especies del género Swietenia. 

Tabla 2. Limonoides aislados en el género Swietenia. 

Nombre Fuente Clasificación Referencia. 
· Taylor et al., 1883 

Swietenina (19)1 S. macrophylla Grupo lllb Sigar et al., 1951, 
S. mahogani Kadota et al., 

1989a 
Taylor et al., 1983, 

Swietenólida (20) 1 S. macrophylla Grupo lllb Sigar et al., 1951, 
S. mahogani Kadota et al., 

1989a 
3-Acetil-

swietenólida (21) S. macrophylla Grupo lllb Taylor et al., 1983. 
Chang et al., 1967, 

3,6-diacetil- S. macrophylla Grupo lllb 1976, 

swietenólida (22) S. mahogani Kadota et al., 

1990a, 1989a 
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Tabla 2. Limonoides aislados en el género Swietenia (Continuación). 

3-tigloil- S. macrophylla Grupo lllb 

swietenólida (23) Taylor et al., 1983 

Acetato de 8(30} 

epoxi-swietenina S. macrophylla Grupo lllb Taylor et al., 1983 

(24) 

2,3-dihidroximeliac-

8(30}-enato-3- S. humilis Grupo lllb Okorie et al. 1971. 

isobutirato (25a} * 

2,3-dihidroximeliac-

8(30)-enato-3- S. humilis Grupo lllb Okorie et al. 1971. 

tiglato (25b}* 

Humilinólidas A-D3 S. humilis Grupo lllb Segura-Correa et 

(26-29} al., 1993 

Humilina B (30} S. humilis Grupo lllb Okorie et al. 1971. 

Mahoganina (31) S. mahogani Grupo lllb Kadota et al., 

1990d. 

Kadota et al., 

Mahonina (32} S. mahogani Grupo 1 1990c, 1989b. 

Kadota et al., 

Secomahonina (33} S. mahogani Grupo lllc 1990c, 1989b 

Swietemahoninas Kadota et al., 

A1-G (34-40} S. mahogani Grupo lllb 1990b, 1989a. 

24 



Tabla 2. Limonoides aislados en el género Swietenia (Continuación). 

Swietamahonólida Kadota et al., 

(41) S. mahogani Grupo lllb 1990b 

Kadota et al., 

7 -desacetoxi-7 - S. mahogani Grupo 11 1990b, Champag-

oxogedunina ( 42) ne, et al 1992. 

Swieteninas 8-F S. mahogani Grupo lllb Kadota et al., 

(43-47) 1990a. 

6-acetil- S. mahogani Grupo lllb Kadota et al., 

swietenólida (48) 1989a. 

3-tigloil-6-acetil- S. mahogani Grupo lllb Kadota et al., 

swietenólida (49) 1990a. 

6-acetil- S. mahogani Grupo lllb Kadota et al., 

swietenina (50) 1989a. 

S. mahogani Grupo lllb Kadota et al., 

Kayasina T (51) 1989a 

Proceranólida (52) S. mahogani Grupo lllb Kadota et al., 

1989a 

Metilango - S. mahogani Grupo llla Kadota et al., 

lensato2 (3) 1990a 

6-hidroxi -metil- S. mahogani Grupo llla Taylor, 1969. 

angolensato ( 53) 

6-desacetoxi- S. mahogani Grupo 11 Kadota et al., 

gedunina (54) 1990a 
1 . . ,t., .. .. 
presenta act1v1dad ant1plaquetana (Kadota et al., 1989a), Presenta act1v1dad ant1ahmentana 

(Champagne et al., 1992), 3inhibe el crecimiento vegetal (Segura-Correa et al., 1993), * se aislaron 

como la mezcla binaria (Okorie y Taylor, 1971). 
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25a R1 = H R 2 = 0-isobutiril 
25b R1 = H R 2 = 0-tigloil 
28 R1 = H R 2= 0-tigloi 
29 R1 = R 2 = OAc R 3= OH 

R3=0H 
R3=0H 
R3= OAc 

Figura 8. Estructura de los limonoides de tipo mexicanólida aislados del género 
Swietenia.-
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o 
~~9 

26 R1= OH 

27 R1= OAc 
30 R1= H 

. . 

o 

~º . : 

24 R= OH 
41 R=H 

o 

Figura 8. Estrudura de los limonoides de tipo mexicanólida aislados del género 
Swietenia. (Continuación) 
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OH 

31 

ó . . -
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. ···ococH3 . 
OCOCH3 

32 

ó 

OH 

ó . . . 

o 

OCOCH3 

33 

Figura 8. Estructura de los limonoides de tipo mexicanólida aislados del género 
Swietenia. (Continuación) 
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o 

.. O 
: : 

o 

34 R1 = COCH2CH3 R2=H 

35 R1 = COCH2CH3 R2=COCH3 

36 R1 = COCH(CH3)CH3 R2 = COCH3 

37 R1 = COCH3 R2= H 
38 R1 = COC(CH3)=CH(CH3) R2=H 

39 R1 = COC(CH3)=CH(CH3) R2 = COCH3 

o 

~º - : 

40 R1 = COC(CH3)=CH(CH3) R2 = OH 

Figura 8. Estrudura de los limonoides de tipo mexicanólida aislados del género 
Swietenia. (Continuación) 
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o 

~'1 
: -

43 R1 = COCH2CH3 R2 = H 

44 R1= COCH(CH3)CH3 R2 = H 

45 R1= COC(CH3)=CH2 R2 = H 

46 R1= COCH(CH3)CH2CH3 R2 = H 
47 R1= COCaHs R2 = H 
50 R1= COC(CH3)=CHCH3 R2 = COCH3 

o 
~~v 
- -- -

o 

51 R = H R1= COC(CH3)=CHCH3 

52 R = R1 =H 

Figura 8. Estructura de los limonoides de tipo mexicanólida aislados del género 
Swietenia. (Continuación) 
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42 Rt =H2 R2 =O 
54 Rt = R2=0COCH3 

o 

~o 

COOCH3 

3 R=H 
53 R= OH 

Figura 8. Estructura de los limonoides de tipo mexicanólida aislados del género 
Swietenia. (Continuación) 
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1.3.3. PROPIEDADES BIOLÓGICAS DE EXTRACTOS Y LIMONOIDES 

AISLADOS DEL GÉNERO SWIETENIA. 

En lo que respecta a la actividad biológica del género Swietenia, en la 

literatura se ha descrito el potencial insecticida de los extractos orgánicos de las 

tres especies del género. De tal forma que los extractos metanólicos de las partes 

aéreas de S. humilis y S. mahogani demostraron actividad contra el insecto 

Peridroma saucia (Champagne et al., 1989). Por otro lado, Mikolajczak y 

colaboradores ( 1987) evaluaron el efecto de los extractos etanólicos y hexánicos 

de las semillas de S. mahogani y S. macrophylla sobre Spodoptera frugiperda y 

encontraron que el extracto etanólico de S. macrophyl/a inhibe la ingesta de 

alimentos y provoca el 20% de mortalidad del insecto. El extracto etanólico de S. 

mahogani inhibió la ingesta de alimento y provocó un 90% de mortalidad. Sin 

embargo, los extractos hexánicos de las dos especies no demostraron efecto 

alguno contra el insecto de prueba. 

Arnason y colaboradores (1993) determinaron el potencial insecticida del 

extracto etanólico de S. macrophylla y S. mahogani, empleando como insecto de 

prueba Ostrinia nubilalis y Peridroma saucia. Esta investigación permitió 

determinar que el extracto de la madera de S. mahogani es muy activo contra las 

dos especies de prueba y que el extracto etanólico de la madera de S. 

macrophylla es activo solo contra Ostrinia nubilalis. Con esta investigación se 

pudo determinar que los extractos de la madera fueron más activos que los 

extractos de las hojas. 

Recientemente, se demostró la actividad fitotóxica del extracto metanólico 

de las semillas de S. humilis sobre dos especies de malezas (Amaranthus 

hyphochondriacus y Echinochloa crusga/11). La concentración inhibidora media 

(Clso) fue de 275.95 µg/ml para A. hyphochondriacus y de 171.54 µg/ml para E. 

crusgalli (Segura-Correa et al., 1993). 

Los estudios sobre la actividad biológica de los limonoides aislados del 

género Swietenia, son muy escasos y a la fecha solo se ha explorado la actividad 

fagoinhibidora de los limonoides metil-angolensato (3) y de la 7-
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desacetoxigedunina (42). El metil-angolensato (3) inhibe en un 50% el crecimiento 

de Pectinophora gossypiella (CEso =15 ppm} y es menos efectivo contra 

Spodoptera frugiperda (CEso = 40 ppm} y Heliothis zea (CE50 = 60 ppm) 

(Mikolajczak et al., 1988; Champagne et al., 1992). La 7-desacetoxigedunina {42) 

ha sido evaluada contra Spodoptera frugiperda (CE50 =60 ppm), Pectinophora 

gossypiella (CEso =22 ppm) y contra Heliothis zea (CEso =165 ppm) (Champagne et 

al., 1992). De la información anterior se desprende que la potencialidad 

insecticida de las mexicanólidas aisladas del género Swietenia, no ha sido objeto 

de investigación alguna. 

Otra evaluación biológica que se ha explorado en los limonoides de este 

género es la actividad fitotóxica. Así, las humilinólidas A y C (26, 28} obtenidas de 

S. humilis, inhiben el crecimiento radicular de Echinochloa crusgalli {ICso = 99.06 y 

163 µg/ml) y Amaranthus hypochondriacus (ICso = 199.0 y 215 µg/ml} [Segura­

Correa et al., 1993]. 

Por último, también se exploró el efecto antagonista sobre el factor 

activador de las plaquetas (Anti-PAF) de los compuestos 3-acetil-swietenólida 

(21}, swietemahonina A (34}, swietemahonina E (38}, swietenina (19} y 

swietenólido (20}. En esta investigación se determinó que la swietamahonina A 

{34} fue el compuesto mas potente ya que demostró una actividad inhibidora del 

97.4 % (Kadota et al., 1989a}. 

1.4.- GENERALIDADES SOBRE EL GUSANO BARRENADOR DEL MAIZ 

( Ostrinia nubilalis Hübner}. 

Ostrinia nubilalis Hübner pertenece a la familia Lepidoptera, la cual esta 

formada por mas de 1230 especies de insectos. La mayoría de estos insectos 

infestan a diferentes especies de cultivos de importancia agrícola, hortícola y 

forestal, ocasionando severos problemas en la producción. La familia se 

caracteriza porque las larvas se alimentan de hojas, frutos y tallos tiernos y en 

muchas ocasiones, también se alimentan de las raíces. 

33 



El gusano barrenador del maíz es una clase de insecto que ataca 

principalmente a los cultivos de maíz, ocasionando grandes pérdidas económicas. 

También se ha descrito que ataca aproximadamente a 200 especies de plantas 

cultivables de importancia agrícola como el sorgo, el trigo, el mijo, el frijol, la soya, 

la papa, el camote, la avena, la caña de azúcar, la cebada, el haba, la remolacha, 

el apio, el chícharo, el cáñamo, el pimiento, las acelgas, la zanahoria, la cebolla, 

el tabaco, el jitomate, el tomate, la alfalfa, entre otros (Davidson et al., 1979; 

Daviero et al., 1988). 

Este insecto es nativo de Europa Central y en la actualidad se distribuye 

por todo el mundo. El insecto fue introducido en 1917 en los Estados Unidos, 

específicamente a través de los estados de Massachusetts y Pennsylvania. Hoy 

en día se distribuye en la mayor parte de .los Estados Unidos y Canadá. En 1973, 

se reportó que en el territorio de Quebec hubo perdidas hasta de un 50% en la 

producción del maíz por la presencia de este insecto. En 1962, en los Estados 

Unidos de América del Norte se invirtieron 1 O millones de dólares para la 

erradicación de este insecto. Sin embargo, los resultados fueron poco 

satisfactorios y las pérdidas alcanzaron niveles sin precedentes, evaluándose en 

unos 21 O millones de dólares. Hoy en día se estima que del 25 al 35% de los 

cultivos de cereales son infestados por el gusano barrenador del maíz (Davidson 

et al., 1979; Borror, 1981; Daviero et al, 1988). 

Durante su periodo de expansión en el Continente Americano, este insecto 

se reproducía una vez por año. Sin embargo, en 1930 se descubrió que en 

algunas zonas, aparecían dos generaciones por año y conforme el insecto se fue 

adaptando a las condiciones ambientales, este desarrolló la capacidad de 

reproducirse hasta cuatro veces por año. La reproducción depende de la latitud y 

altitud, por ejemplo en climas fríos, como el Norte de Canadá, se llegan a 

presentar una o dos generaciones por año y en climas templados se han 

detectado hasta 4 generaciones al año (Davidson, 1979; Guthierie et al., 1985). 

Su ciclo de vida comprende cuatro estadios (Tabla 3). 
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Tabla 3. Periodos de desarrollo del gusano barrenador del maíz (Ostrinia nubilalis) 

Estado 

huevo 

larva 

pupa* 

adulto 

*es el periodo de invernación. 

Primera generación 
(días) 
7.4 

44 

8.5 

16 

Segunda generación 
(días) 

6.1 

25.7 

17.1 

24 

El adulto hembra es capaz de poner, en el envés de la hoja del maíz, de 14 

a 20 huevecillos en cada ovipación; después del periodo de incubación ( siete 

días} emerge la larva y es precisamente durante esta fase que el insecto ocasiona 

los problemas mas severos. El estado larvario comprende cinco fases y dura en 

promedio 30 días; posteriormente, el insecto alcanza el estado de pupación, el 

cual dura 12 días {en climas templados, dura apenas 5 días}. La pupa es de color 

café rojizo y mide aproximadamente 1 cm. Por último, emerge el adulto. El adulto 

es una mariposa nocturna de color amarillo pálido o café claro; la diferencia entre 

el macho y la hembra adulto es la forma del abdomen {la hembra tiene el 

abdomen ovalado y el macho lo tiene redondo) y el tamaño de la mariposa { el 

macho es más pequeño que la hembra}. El adulto se alimenta del tallo del maiz y 

llega a vivir hasta 24 días. La hembra durante su periodo reproductivo tiene la 

capacidad de ovipar aproximadamente 2000 huevecillos. 

Las larvas en la segunda y tercera fase de desarrollo se alimentan de la 

superficie de la hoja tierna, haciendo una especie de espiral. En la tercera y 

cuarta etapa de desarrollo, la larva se alimenta principalmente de la cubierta y de 

la vena central de la hoja y del fruto tierno. En la última fase, la larva se alimenta 

básicamente del tallo tierno (Davidson et al., 1979; Guthrie et al., 1985). 

Los insecticidas de mayor uso para controlar o combatir este insecto, 

incluyen el DDT, el diazon, el endrin, el carbaril, el paration, el folato y el 

toxafeno, entre otros. Además se han empleado diversos métodos biológicos, 

como por ejemplo, la infecta de las larvas del insecto con Bacillus thuringiensis. La 
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infección inducida por este bacilo provoca la muerte de las larvas; otro ejemplo lo 

constituye el uso de la mosca Lyndella thomponi y de escarabajos, los cuales se 

alimentan de las larvas. 

Aunado a los métodos químicos y biológicos para la eliminación del gusano 

barrenador, en la actualidad se están desarrollando especies agrícolas 

resistentes al ataque del insecto mediante la aplicación de métodos de ingeniería 

genética. Por ejemplo, se descubrió que las plantas del maíz biosintetizan el 

metabolito secundario DIMBOA (2,4-dihidroxi-7-metoxi-benzoxazin-3-ona), 

compuesto que impide que la planta sea atacada por el gusano barrenador del 

maíz. A la fecha se han desarrollado aproximadamente 25 especies de híbridos 

del maíz resistentes al ataque de Ostrinia nubilalis, todas estas especies 

vegetales producen grandes cantidades de DIMBOA. (Guthrie et al., 1985; 

Daviero et al., 1988; Amasan et al., 1993). Otros métodos que también se han 

empleado para erradicar este insecto son la rotación y sincronización de cultivos. 

Es importante destacar que la mayoría de los métodos empleados a la fecha para 

el control de esta plaga han sido poco satisfactorios. 

1.5. GENERALIDADES SOBRE Malmea depressa. 

La especie Malmea depressa [Sinónimo Guatteria leiophylla (Done. Sm. 

Saff ex Stand l.)] pertenece a la familia Annonaceae. Esta familia esta constituida 

por 120 géneros y por mas de 2000 especies, las cuales son arboles, arbustos o 

enredaderas. Algunas especies de esta familia son fuente importante de frutos 

comestibles ( chirimoya, anona, guanábana, etc.), aceites esenciales y aceites 

comestibles. Además, la madera de algunas especies se utiliza para la producción 

de alcohol. Por último, cabe mencionar que algunas especies de esta familia, 

tienen amplio uso en la medicina tradicional. La familia Annonaceae se distribuye 

en las regiones tropicales y subtropicales del mundo. Se ha descrito que en 

América se distribuyen 48 géneros y 450 especies (Leboeut et al., 1982). 
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M. depressa se distribuye en los bosques tropicales húmedos y en las 

zonas costeras de América Central y México (Standley et al., 1946; Rzendowski, 

1978; Cabrera et al., 1982) y constituye una especie dominante en su ecosistema 

natural. Esta observación de índole ecológico sugiere que la especie vegetal 

contiene aleloquímicos capaces de interferir con el crecimiento de otras plantas. 

En nuestro país, esta especie crece en la vertiente del Golfo de México, 

desde Veracruz hasta Campeche y la Península de Yucatán (Standley et al., 

1946, Cabrera et al., 1982). En Quintana Roo la planta se distribuye en la selva 

mediana subperennifolia de todo el Estado (Cabrera et al., 1982). M depressa se 

conoce popularmente como elemuy (Yucatán, Veracruz), sufricaya (Campeche y 

Quintana Roo), elemuy-box (Yucatán) y nazareno prieto (Oaxaca) (Martínez, 1969 

y Cabrera et al., 1982) y es un árbol caducifolio, que crece hasta 1 O m de alto. El 

tronco del árbol llega a medir hasta 20 cm de diámetro, es recto y de copa 

ramificada, de corteza escamosa de color gris o pardo oscuro, la madera es de 

color crema y de olor agradable. Las hojas son lanceoladas o elípticas en forma 

de punta de lanza y lisas de 7 a 12 cm de largo y de 2 a 5 cm de ancho; presenta 

inflorescencia terminal u opuesta a las hojas; las flores son de color amarillo 

verdoso y florean entre junio y septiembre. Los frutos son bayas y en algunas 

regiones de nuestro país son comestibles (Standley et al., 1946; Cabrera et al., 

1982). M. depressa se emplea en la medicina tradicional maya como agente 

analgésico, para el tratamiento de la pelagra y para destruir los cálculos renales y 

hepáticos (Cabrera et al., 1982). La especie vegetal no ha sido objeto de 

investigación química o biológica alguna. 

1.6. EL PROCESO DE LA FOTOSÍNTESIS. 

1.6.1. CONSIDERACIONES GENERALES 

La fotosíntesis es un proceso metabólico, en donde la energía de la luz 

solar se convierte en energía química. Los productos de la reacción fotosintética 

son la glucosa, el almidón, la celulosa y el 02 el cual se genera por la 
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descomposición (fotólisis) del agua. La fotosíntesis comprende dos procesos 

conocidos como la fase luminosa y la fase oscura. En la fase luminosa se produce 

0 2, NADPH y ATP. Los dos últimos productos son utilizados en la fase oscura 

para reducir el C02 ambiental y transformarlo principalmente en carbohidratos 

(Hiller y Goodchild, 1981; Voet y Voet, 1995). 

Las enzimas que actúan en el proceso fotosintético se localizan en los 

cloroplastos. En las plantas superiores estos organelos son cuerpos elipsoidales 

( discos lenticulares) de 3 a 1 O mm de diámetro y de 1 a 2 mm de espesor y de 

color verde. Cada cloroplasto consta de una doble membrana, una externa 

llamada envoltura y otra interna, separadas por un espacio intermembranal 

(Figura 9). La membrana interna es una barrera permeable que regula el paso de 

los sustratos y productos de la fotosíntesis hacia adentro y afuera del cloroplasto. 

La membrana externa es permeable a todo tipo de moléculas de bajo peso 

molecular y tiene canales por donde penetran macromoléculas como las 

proteínas. El sistema interior del organelo se llama estroma el cual posee DNA, 

plastoribosomas, plastoglóbulos, aminoácidos, ácidos orgánicos, carbohidratos, 

iones y por lo menos 200 tipos de proteínas, muchas de las cuales tienen 

actividad enzimática. Dentro del estroma hay una serie de sacos llamados 

tilacoides, los cuales se apilan para formar las granas. Las granas están 

interconectadas mediante unas membranas llamadas interlamelas (Ellis, 1989, 

Voet y Voet, 1995). Las granas corresponden a los gránulos verdes que se 

distinguen en el interior del cloroplasto. Cada cloroplasto contiene entre 40 y 60 

granas, estrechamente unidas (Figura 9 y 1 O). 

La membrana tilacoidal contiene glucolípidos (38%), pigmentos (12%) y 

lipoproteínas (50%). Las enzimas de la fase luminosa de la fotosíntesis se 

encuentran formando parte de las membranas de los tilacoides, mientras que las 

enzimas de la fase oscura, que fijan el C02 y lo reducen, se localizan en la fase 

acuosa del estroma. 
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Figura 9. Representación de la estructura esquemática de un cloroplasto. 
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Figura 1 O. Representacón esquemática de la grana. 



Las reacciones dependientes de la luz son las que corresponden a la 

reacción de Hill o cadena transportadora de electrones. A través de estas 

reacciones de oxidoreducción, se genera un gradiente electroquímico de 

protones, que es usado en la síntesis de ATP. Los eventos asociados a la 

reacción de Hill son los siguientes: en primer lugar, la luz se absorbe por los 

pigmentos antena (clorofilas y carotenos) y se transfiere a los centros de reacción 

fotoquímico (Figura 11 ). En seguida se lleva acabo un transporte de electrones de 

un donador (agua) a un aceptar de electrones (NADP*), a través de una serie de 

componentes multienzimáticos redox. Además del flujo de electrones, se efectúa 

un transporte vectorial de protones hacia el interior de la membrana del tilacoide, 

con la consecuente generación de un gradiente a través de la membrana. La 

energía libre que contiene este gradiente electroquímico es utilizado para la 

fosforilación del ADP con fosfato inorgánico (Pi). Esta última reacción es 

catalizada por la enzima H+-ATPasa, por lo tanto, el flujo de electrones esta 

acoplado a la síntesis de ATP mediante el gradiente electroquímico de protones. 

El poder reductor del NADPH y la energía del ATP producido en la fase 

luminosa son utilizados directamente para los procesos secundarios, como la 

fijación de C02 y la síntesis de carbohidratos. 

Cada cadena transportadora de electrones se considera como una 

unidad fotoquímica o fotosintética (Fotosistema) y se compone de proteínas 

acarreadoras de electrones, pigmentos antena y un centro de reacción. Las 

plantas superiores contienen dos fotosistemas: el fotosistema 1 (FSI) y el 

fotosistema 11 (FSII). 
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Luz 

(b) 

Citocromo b/fs 

Fotosistema 11 

F otosistema 1 

. ATP sintetasa 

Clorofilas Antena 

Carotenoides y Otros Pigmentos 
Accesorios 

CENTRO DE REACCIÓN 

Figura 11. Organización de los componentes de la fotosíntesis en la membrana 
tilacoidal. A) distribución de los FSI y 11, ATPasa y el complejo Cit be/f. B) 
ampliación de un fotosistema mostrando el centro de reacción, clorofilas antena y 
pigmentos accesorios. 
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1.6.2. REACCIONES LUMINOSAS DE LA FOTOSÍNTESIS. 

En los cloroplastos de las plantas superiores la luz es absorbida por unos 

pigmentos específicos que son las clorofilas a y b. Existen otros tipos de 

pigmentos de importancia denominados pigmentos accesorios secundarios ya que 

su capacidad de absorción de luz complementan al de las clorofilas. Entre ellos se 

encuentran los carotenoides en las plantas y las ficobilinas en las cianobacterias. 

Las clorofilas y los carotenoides conocidos como pigmentos antena tienen 

la función de absorber la luz y canalizar su energía a las clorofilas by a y éstas a 

su vez a los centros de reacción. Estos centros contienen moléculas de clorofila a 

formando generalmente dímeros. Cuando una molécula de clorofila absorbe un 

cuanto de luz, ésta eleva su energía y desplaza uno de sus electrones a un nivel 

energético mayor. La molécula de clorofila puede disipar esa energía mediante 

diferentes mecanismos (Anderson y Beardall, 1991, Voet y Voet, 1995) y los más 

importantes se describen a continuación: 

a) La transferencia de energía a otra molécula de clorofila. La energía liberada 

cuando un electrón excitado de una molécula de clorofila regresa al estado 

basal, se utiliza para elevar al estado excitado un electrón de la molécula 

vecina. Los pigmentos cosechadores de luz disipan su energía de esta forma y 

los fotones absorbidos pasan de una molécula a otra hasta que alcanzan los 

pigmentos de los centros de reacción. 

b) El regreso de la molécula de clorofila del estado excitado al basal se realiza 

por medio de una reacción química que generalmente involucra la pérdida de 

un electrón de la molécula del pigmento. La clorofila de los centros de reacción 

disipa su energía de esta forma. Se conocen dos centros de reacción en las 

plantas superiores, P680 y P100 para el FSII y el FSI, respectivamente. La pérdida 

de un electrón en la molécula de clorofila deja una carga neta positiva que se 

neutraliza con un electrón proveniente de alguna molécula donadora. En el 

FSll los electrones provienen de la oxidación del agua, mientras que en el FSI 

la molécula donadora de electrones es la plastocianina. 
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1.6.3. TRANSPORTE DE ELECTRONES. 

La secuencia en que operan los componentes multienzimáticos de la 

cadena redox es en serie y se representan en la Figura 12 (Anderson y Beardall, 

1991 ). La absorbancia de la luz en el centro de reacción del FSII provoca la 

transferencia de un electrón a la feofitina (Ph) y como resultado, el P680 queda 

como un oxidante (P680*) que debe regresar al estado reducido (P680) para 

continuar con las fotoreacciones. El electrón necesario para su reducción 

proviene de la fotólisis del agua {Trebst, 1972). El sitio de oxidación del agua 

contiene cuatro iones Mn con números de oxidación que varían entre 2+ y 4+. En 

este proceso dos moléculas de agua se fotolisan generando cuatro electrones, 

cuatro protones y una molécula de 02. 

2 H20 + hu ~ 4 H+ + 02 + 4e-

EI centro de reacción P680* dona un electrón cuando está reducido, el 

electrón llega por vía de la feofitina {una molécula de clorofila a sin Mg} al aceptar 

primario QA {Golbeck, 1977), una quinona unida a su apoproteína 

transformándose en semiquinona. Después el electrón es transferido a la enzima 

redox Oe (quinona unida a una proteína de 32 KD que acepta dos electrones y 

dos protones para reducirse a plastoquinol) conocida como el aceptar secundario 

del FSII. Los electrones viajan por la membrana y llegan a la siguiente molécula 

aceptara de electrones que es la plastoquinona (PQ); esta última transfiere el 

electrón al complejo de citocromo bJf (Cit bJf). El complejo Cit bJf contiene a los 

citocromos f, b563 y Fe-S (Hurt y Hauska, 1981 ). Este complejo oxida a la PQ y 

reduce a la plastocianina (PC) por lo que tiene la actividad de plastoquinona 

oxidasa y PC reductasa. La PC es el siguiente acarreador, la cual dona los 

electrones al centro de reacción del FSI (Armstrong, 1989). El centro de reacción 

del FSI oxidado (P100*) se produce al ser excitado (con la luz visible) 

simultáneamente con P68Q. El P100 excitado dona electrones de uno en uno al 

aceptor primario del FSI, que se ha identificado como Ao y que es una molécula 

de clorofila a unida a una proteína y después dona su electrón a la enzima redox 

A1 (una plastoquinona) y a los centros Fe-S (llamados FA, F8 y FAe). A 
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continuación los electrones son transportados a la ferredoxina (Fd), la cual se 

encuentra en la cara externa de la membrana tilacoidal. La Fd es una proteína 

que contiene dos centros Fe-S, de aquí los electrones son transferidos a la 

ferrodoxina-NADP*-reductasa (FP), la cual contiene flavin adenin dinucleótido 

(FAD*). Esta última se reduce con los electrones y con los dos protones que toma 

del medio externo para formar el FADH2. Por último, el NADP* acepta los 

electrones y un protón del FADH2 para formar el NADPH. El transporte de 

electrones de la proteína Fe-S al NADP* se efectúa en favor de un gradiente 

electroquímico. 
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Figura 12. Esquema Z. Representa a las enzimas redox del transporte de electrones en 

la membrana del tilacoide ordenadas por su potencial estándar de reducción. 

Las flechas más largas indican fotoexitación y las cortas indican transporte de 

electrones. Este esquema muestra el camino de la transferencia de electrones 

no cíclico desde el H20 hasta NADP* La línea punteada representa la 

transferencia de electrones cíclica, la cual involucra únicamente al FSI; donde 

los electrones proyectados al aceptar primario del FSII pueden retomar al 

P100* mediante el citocromo b6'f. 

45 



El transporte de electrones antes mencionado se conoce como transporte 

de electrones no cíclico en donde los electrones fluyen del agua al NADPH 

(Danks et al., 1983; Voet y Voet, 1995). Existe otro tipo de transporte de 

electrones que es cíclico en el cual, los electrones son transferidos desde el P100* 

(centro de reacción excitado del FSI) a la Fd y luego al complejo de Cit bs/f 

mediado por el flavin adenin mononucleótido (FMN). Los protones son 

bombeados por este complejo a la vez que los electrones regresan al centro de 

reacción a través de la PC; este flujo de electrones cíclico origina un gradiente de 

protones a través de la membrana, que contiene la energía libre para la síntesis 

de ATP. En este proceso se genera ATP sin la formación de NADPH y 02. El ATP 

formado en el flujo de electrones cíclico complementa la cantidad de ATP que se 

requiere para la reducción de C02 a carbohidratos (Anderson y Beardall, 1991; 

Lehninger et al., 1993; Voet y Voet, 1995). 

1.7- LA FOTOSÍNTESIS COMO BLANCO DE ACCIÓN DE FITOTOXINAS 

DE ORIGEN NATURAL. 

Las fitotoxinas ejercen su efecto a través de diversos mecanismos, mismos 

que afectan algunos de los procesos esenciales del metabolismo o la fisiología de 

los vegetales. Entre los mecanismos de acción de mayor importancia destacan 

aquellos que interfieren con el abastecimiento de energía, por ejemplo, el 

transporte de electrones mitocondrial, la fosforilación oxidativa, el transporte de 

electrones fotosintético, la biosíntesis de carotenoides y clorofilas y la destrucción 

de pigmentos fotosintéticos; la organización estructural mediante la alteración de 

la biosíntesis de lípidos y la integridad de la membrana celular y el crecimiento y 

la reproducción de la célula vegetal, i. e. la división celular, la síntesis de ácidos 

nucleicos, el metabolismo del nitrógeno incluyendo la biosíntesis de aminoácidos 

y la biosíntesis de celulosa (Einhellig, 1995; Moreland, 1980). El 70% de los 

agentes herbicidas de uso comercial tiene como blanco de acción el proceso de la 

fotosíntesis. En consecuencia, este proceso constituye un blanco de acción 
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altamente específico (vegetales vs. animales) para las fitotoxinas (Macías, 1995; 

Duke y Abbas, 1995; Moreland, 1980). 

De acuerdo a Moreland (1980), las sustancias con actividad herbicida 

( sintéticas o naturales) que afectan el proceso de la fotosíntesis se dividen en 

cuatro grupos: los inhibidores del transporte de electrones, los compuestos 

desacoplantes, las sustancias inhibidoras de la transferencia de energía y las 

aceptaras de electrones. 

a) lnhibidores del transporte de electrones. 

Son sustancias que inactivan o inhiben uno o más de los sistemas 

enzimáticos que intervienen en el transporte de electrones de la cadena 

fotosintética, principalmente a nivel de la enzima redox Q8 que se ubica en 

el FSII, interfiriendo así con el transporte de electrones del H20 al NADP+ 

(Moreland, 1980). Algunos ejemplos de sustancias que actúan como 

inhibidores del transporte de electrones son el tris (tris-hidroximetil­

aminometano), el cual inhibe a la enzima que fotolisa el agua (Veron, 1969; 

lzawa y Ort, 197 4 ); el DCMU [3-(3,4-diclorofenol)-1, 1-dimetilurea] y el 

diurón, los cuales inhiben el transporte de electrones entre QA y Oe 

(Moreland, 1980) y el DBMIB (dibromoetilisopropil-p-benzoquinona), que 

inhibe a la PC (Ouitrakul e lzawa, 1973). Entre los herbicidas sintéticos que 

actúan como inhibidores del transporte de electrones se encuentran las 

triazinas (atrazina, prometrina), las piridazinonas (pyrazon, norflurazon), los 

carbamatos (fenmedifan, barban), las fenilureas (diuron) y los uracilos 

(lenacil) [Moreland, 1980]. Las fenilureas y las triazinas inhiben la 

reoxidacción del aceptar primario (QA) del FSII (Mathis y Rutherford, 1984; 

Moreland, 1980; Mersie, 1993). En tanto que los herbicidas fenólicos 

inhiben la fotólisis del agua, por inhibición de un polipéptido de 41 KD del 

centro de reacción del FSII (Mathis y Rutherford, 1984; Moreland, 1980). 

b) Desacoplantes. 

Los herbicidas que actúan como agentes desacoplantes son aquellos que 

interfieren con el acoplamiento que existe entre el transporte de electrones 
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y la síntesis de ATP, inhibiendo la velocidad de la fotofosforilación debido a 

una disipación del gradiente electroquímico. La mayoría de los 

desacoplantes son ácidos débiles lipofílicos, los cuales en su forma iónica 

atraviesan la membrana tilacoidal tomando protones del medio interno; una 

vez protonados, estos viajan nuevamente a la parte externa del tilacoide 

donde se disocian liberando al protón. Sólo un herbicida sintético 

comercial, la perflluidona, actúa como un desacoplante. Sin embargo, 

existen muchas sustancias sintéticas o naturales que presentan este 

comportamiento. Entre ellos destacan el dinitrofenol {DNP), el cloruro de 

amonio {NH4CI), la cloropromacina, el atebrin, el carbonilciano-p­

trifluorometoxifenilhidrazona {FCCP), el carbonilciano-m­

clorofenilhidrazona {CCCP) y los antibióticos nigericina y gramicidina 

{Moreland, 1980). 

c) lnhibidores de la transferencia de energía. 

Estos compuestos actúan directamente sobre la fotofosforilación, 

inhibiendo la actividad de la H+ -ATPasa de esta manera interfieren con la 

actividad de las subunidades CF1 y/o Cfo, Estas sustancias inhiben tanto el 

flujo de electrones como la síntesis de ATP. Entre los herbicidas que 

presentan esta actividad se encuentran las fenilureas, como las 1,2,3-

triadiazolil-fenilureas. Otras sustancias que actúan como inhibidores de la 

transferencia de energía son la N-etil-meleimida {NEM) [Melandri, 1975], la 

N,N-diciclohexilcarbodiimida (DCCD) [McCarty y Racker, 1975], el Dio-9, la 

sintalina {Moreland, 1980), la N,N-dimetil-formamida {Peña-Valdivia et al., 

1991) y la florizina {Flo) [Moreland, 1980]. 

d) Aceptares de electrones. 

Los aceptares de electrones son aquellos que compiten por los electrones 

con algunas enzimas oxidoreductoras de la cadena transportadora de 

electrones. Estos compuestos presentan potenciales redox muy similares al 

de algunas enzimas aceptaras de electrones de la cadena fotosintética, por 

lo que pueden competir con las mismas, desviando el transporte de 
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electrones. Este tipo de compuestos son muy empleados para estudiar las 

reacciones parciales de los fotosistemas (1 y 11), como ejemplo, se pueden 

mencionar al silicomolibdato (SiMo), el cual actúa como un aceptar primario 

de electrones a nivel de QA (FSII); el diclorofenolindofenol (DCPIP) y el 

ferricianuro de potasio (~[Fe(CN)s]), los cuales actúan entre PQ y 

Citocromo bJf; la fenacina metasulfato (PMS), que actúa a nivel de P700 y el 

metilviológeno que acepta electrones a nivel de los centros de reacción Fe­

s del FSI. Entre los herbicidas que actúan como aceptares de electrones 

están los que pertenecen a las sales de bipiridinio como el paraquat y el 

diquat (Moreland, 1980). 

Al igual que los herbicidas sintéticos, antes mencionados, numerosas 

fitotoxinas vegetales afectan también los procesos de la fotosíntesis. Así por 

ejemplo, el ácido ferúlico reduce drásticamente la fotosíntesis en las 

concentraciones de prueba de 500 y 750 µM. Los ácidos benzoico. cinámico y 

clorogénico también inhiben el proceso fotosintético, en un rango de 

concentración de 100 a 2000 µM. La escopoletina inhibe la fotosíntesis de 

Nicotiana tabacum. de Helianthus annuus y de Amaranthus retroflexus (Einhellig, 

1970). Einhellig (1986) y Mersie (1993) reportaron que el ácido cinámico y 

algunas cumarinas inhiben la fotosíntesis de Lemna minor. Sin embargo, estos 

autores no reportan el sitio de acción de estos compuestos. 

Por otro lado. Mersie y colaboradores (1993). reportaron que los ácido p­

cumárico, ferúlico. clorogénico y vainíllico inhiben la fotosíntesis de Abutilon 

theophrasti a la concentración de 100 µM. Estas determinaciones se realizaron 

mediante la evaluación de la incorporación de 14C02 en células en suspensión. De 

los compuestos ensayados, el que presentó una mayor potencia fue el ácido 

vainíllico, ya que inhibió en un 65% la incorporación de C02. El ácido clorogénico 

fue el que desarrollo menor potencia. ya que inhibió la toma de C02 en un 57%. 

Los dos compuestos restantes fueron menos activos. De manera adicional, estos 

autores describen que los ácidos p-cumárico y ferúlico reducen el proceso 

fotosintético en las hojas de soya ( Glicina max) a una concentración de 1000 µM. 
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Sin embargo, estos compuestos son inactivos en las concentraciones de 100 y 

500 µM. Estos resultados permitieron determinar que los compuestos evaluados 

por Mersie y colaboradores (1993) son más activos en células aisladas que en la 

planta intacta. 

De manera adicional, Einhellig (1979) descubrió que los ácidos vainíllico, 

p-cumárico y ferúlico reducen el contenido de clorofila en las hojas de Glicina 

max, y no alteran el contenido de clorofila en las hojas de Sorghum bicolor. 

Otro metabolito secundario con una potente actividad sobre la fotosíntesis 

es la sorgoleona. Esta quinona inhibe de manera significativa la fotosíntesis en 

cloroplastos aislados de Pisum sativum. La actividad que muestra este compuesto 

es similar a la que presenta la atrazina, un herbicida comercial, sobre las malezas 

de hoja ancha (Einhellig et al., 1993). La sorgoleona se evaluó a 10, 50 y 100 µM 

y los porcentajes de inhibición obtenidos fueron de 66, 89 y 100, respectivamente. 

Estudios posteriores, sobre tilacoides, permitieron determinar que el sitio de 

acción de la sorgoleona es el fotosistema 11, específicamente inhibe el transporte 

de electrones entre los sistemas enzimáticos QA y Ce, por lo que el metabolito se 

clasificó como un inhibidor de la transferencia de electrones, según la 

clasificación propuesta por Moreland (1980). Cabe mencionar que este metabolito 

secundario es el constituyente mayoritario de diferentes especies de sorgo 

(Sorghum halapense, S. vulgare, S. sudamense, S. bicolor), de la avena (Avena 

sativa), del maíz (Zea mays), del centeno (Seca/e cerea/e) y del trigo (Triticum 

aestivum). Muchas de estas especies vegetales son empleadas en la agricultura 

tradicional para suprimir el crecimiento de plantas nocivas (Einhellig y Souza, 

1992; Einhellig, 1995; Worsham, 1989). La sorgoleona inhibe totalmente el 

crecimiento de Eragrotis spp. a una concentración de 125 µM; a la concentración 

de 1 O µM reduce significativamente el crecimiento de las malezas Abutilon 

theophrasti, Datura stramonium, Amaranthus retroflexus, Setaria viridis, Digitaria 

sanguina/is y Echinochloa crusgalli y a una concentración de 250 µM inhibe 

completamente la germinación de Lemna minor (Einhellig y Souza, 1992; Putnam 

et al., 1983). Con estas determinaciones, se llegó a la conclusión de que la 
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sorgoleona representa un potente inhibidor del crecimiento vegetal (Einhellig et 

al., 1993). 

Otro metabolito secundario que inhibe la fotosíntesis en cloroplastos 

aislados de Lemna minores la juglona (aislado de Juglans nigra). Este metabolito 

secundario a una concentración de 40 µM reduce tanto el contenido de clorofila 

como la fotosíntesis de L. minor. La 150 fue de 2.0 µM (Hejl et al., 1993; Einhellig, 

1995). Sin embargo, a la fecha no se ha descrito el blanco de acción específico, 

pero se cree que este compuesto no desacopla el flujo de electrones de la 

fotosíntesis (Hejl et al., 1993). De manera adicional, se observó que este 

compuesto inhibe el crecimiento de L. minora muy bajas concentraciones. 

Además de los metabolitos antes mencionados, se ha descrito que las 

flavonas, quercetina y glucoquercetina a una concentración de 10·5 M inhiben la 

fotosíntesis en cloroplastos aislados de espinacas (Harbone, 1975). El campero! a 

25 µM inhibe el transporte de electrones y la fotofosforilación en cloroplastos 

aislados de chicharos (Einhellig, 1986). Además, el glucósido de la 

dihidrochalcona y la florizina inhiben la actividad de la Mg-ATPasa (Einhellig, 

1986, 1995). El campero! se clasifica como un agente desacoplante y el glucósido 

de la dihidrochalcona y florizina son inhibidores de la transferencia de energía. El 

alcaloide gramina actúa como un agente desacoplante de la fotofosforilación 

[Einhellig, 1995]. 

Estudios realizados sobre las lactonas sesquiterpénicas, zaluzanina C 

(Lotina-Hennsen et al., 1992), ivalina (Bemal-Morales et al., 1994) y cacalol 

(Lotina-Hennsen et al., 1991 ), demostraron que estos metabolitos secundarios 

inhiben el transporte de electrones en el FSII en cloroplastos aislados de 

espinacas. Las 150 fueron de 0.8, 2.8 y de 0.06 mM para la zaluzanina C, ivalina y 

cacalol, respectivamente. El cacalol y la ivalina actúan inhibiendo el transporte de 

electrones entre P680 y QA (Lotina-Hennsen et al., 1991; Bemal-Morales et al., 

1994;) y la zaluzanina C inhibe el transporte de electrones del H20 al P680 (Lotina­

Hennsen et al., 1992). 
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Otra lactona que actúa sobre el proceso fotosíntetico es la artemisinina, 

este metabolito secundario inhibe la fotosíntesis de Lemna minor a una 

concentración de 1 µM (Stiles et al., 1994). El terpenoide piquero! A, inhibe la Mg­

ATPasa y, por lo tanto, se clasificó como un inhibidor de la transferencia de 

energía (Mendoza et al., 1994). 

Otros metabolitos secundarios recientemente evaluados incluyen a la 

isoa//oalantolactona (Calera et al., 1995a), las cumarinas simples imperatorina, 

xantiletina, 3-(1 ', 1 '-dimetilalil)- xantiletina y chalepensina y cinco 4-

fenilcumarinas: la 5,7,3',4'-tetrahidroxi-4-fenilcumarina, la 7-metoxi-5,3',4'­

trihidroxi-4-fenilcumarina, la 5-0-~-D-galactopiranosil-7-metoxi-3' ,4'-dihidroxi-4-

fenil-cumarina, la 5-0-~-D-glucopiranosil-7-metoxi-3' ,4'-dihidroxi-4-fenil-cumarina 

y la 5-0-~-D-galactopiranosil-7-metoxi-3',4'-dihidroxi-4-fenilcumarina (Calera et 

a/., 1995b, 1996, Macías, 1996). Las determinaciones se realizaron en 

cloroplastos aislados de espinacas. Los resultados obtenidos permitieron 

determinar que las cumarinas actúan como inhibidores de la transferencia de 

energía. 

La isoa//oalantolactona y la xantiletina son inhibidores del transporte de 

electrones en el FSII entre P680 y QA. La imperatorina y la 3-(1',1'-dimetilalil)­

xantiletina inhiben la síntesis de ATP y el transporte de electrones, por lo que se 

les clasificó como agentes desacoplantes (Macias et al., 1996). 

Cabe resaltar, que se considera a un metablito secundario como un 

inhibidor efectivo del proceso de la fotosíntesis (en células y orgánelos aislados), 

cuando su actividad se presenta en concentraciones menores de 1000 µM 

(Einhellig, 1995). Por último, se puede concluir que son pocos lo productos 

naturales cuyo potencial herbicida ha sido explorado y, en menor medida, sus 

efectos sobre los procesos fotosintéticos. 
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11.1. HIPÓTESIS. 

CAPITULO 11 

HIPOTESIS Y OBJETIVOS 

La hipótesis del presente trabajo considera que los criterios 

convencionales de preselección -etnomédico, quimiotaxonómico y ecológico- y de 

selección, mediante la aplicación de ensayos biológicos apropiados, constituyen 

los indicadores adecuados para la detección de especies vegetales que 

proporcionen compuestos bioactivos {fitotóxicos y/o insecticidas) útiles para el 

desarrollo de nuevos pesticidas de origen natural biodegradables, inocuos para el 

hombre y otros mamíferos y con mecanismos de acción altamente específicos con 

una posible aplicación agroquímica. 

11.2. OBJETIVOS PRINCIPALES. 

11.2.1. Establecer el potencial herbicida de los metabolitos secundarios de la 

especie Malmea depressa (Annonaceae) mediante la evaluación de su 

efecto sobre la germinación y el crecimiento radicular de diferentes 

especies vegetales de prueba y sobre diversas reacciones del proceso de 

la fotosíntesis en cloroplastos aislados de espinacas, con la finalidad de 

contribuir al desarrollo de nuevos agentes herbicidas. 

11.2.2. Establecer la potencialidad insecticida de la especie Swietenia humilis 

(Meliaceae) mediante la evaluación del efecto del extracto integro y de sus 

limonoides sobre el desarrollo del gusano barrenador del maíz ( Ostrinia 

nubilalis Hübner) con el propósito de encontrar nuevos insecticidas 

"verdes". 

..,. 
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11.3. OBJETIVOS PARTICULARES. 

11.3.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS PARA EL ESTUDIO DE LA ESPECIE 

Malmea depressa. 

11.3.1.1. Determinar cuantitativamente la potencialidad fitotóxica de los extractos y 

aceites esenciales derivados de las diferentes partes vegetales de la 

especie M. depressa mediante la evaluación del efecto de los mismos 

sobre la germinación y el crecimiento radicular de las especies 

Amaranthus hypochondriacus y Echinochloa crusgalli. 

11.3.1.2. Aislar y purificar los constituyentes fitotóxicos de los extractos orgánicos 

activos mediante la implementación de un estudio fitoquímico biodirigido, 

monitoreando la actividad fitotóxica a lo largo de todo el proceso 

utilizando un bioensayo de tipo bioautográfico. 

11.3.1.3. Cuantificar la actividad fitotóxica de los productos puros separados a 

partir de las fracciones fitotóxicas. 

11.3.1.4. Determinar la estructura molecular de los compuestos activos mediante la 

aplicación de métodos espectroscópicos y espectrométricos. 

11.3.1.5. Evaluar el efecto de los principios fitotóxicos sobre diversas actividades 

fotosintéticas en cloroplastos aislados de espinacas. Estas actividades 

incluyen la síntesis de ATP, la captación de protones, el transporte de 

electrones basal, fosforilante y desacoplado y sobre el transporte de 

electrones en los fotosistemas I y 11. 

11.3.1.6. Proponer el modo de acción de los compuestos fitotóxicos sobre el 

proceso de fotosíntesis mediante el análisis de los resultados del efecto 
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de los mismos sobre las diversas actividades fotosintéticas indicadas en 

el inciso 11.3.1.5. 

11.3.1. 7. Determinar el potencial citotóxico de las fitotoxinas obtenidas en el 

presente estudio, mediante la evaluación de sus efectos sobre el 

crecimiento celular de diversas líneas celulares derivadas de tumores 

humanos y establecer sus posibles efectos tóxicos indeseables para los 

mamíferos. 

11.3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS PARA EL ESTUDIO DE LA ESPECIE 

Swietenia humilis. 

11.3.2.1. Determinar la potencialidad insecticida de los extractos preparados a 

partir de las semillas de la especie S. humilis mediante la evaluación del 

efecto de los mismos sobre el porcentaje de mortalidad y el crecimiento 

relativo de larvas en fase 111 (entre 9 y 13 días de desarrollo) del gusano 

barrenador del maíz. 

11.3.2.2 Aislar y purificar los limonoides potencialmente insecticidas del extracto 

orgánico activo mediante la implementación de un estudio fitoquímico 

convencional. 

11.3.2.3. Determinar la estructura mQlecular de los compuestos activos mediante la 

aplicación de métodos espectroscópicos y espectrométricos. 

11.3.2.4. Evaluar el efecto de los limonoides aislados y caracterizados sobre el 

ciclo de vida del insecto de prueba, desde la fase larvaria hasta la 

emergencia del adulto. En cada una de las etapas de desarrollo (larva, 

pupa o adulto) se evaluan los siguientes parámetros: peso de las larvas 

durante 28 días, peso de las pupas y los adultos; porcentaje de mortalidad 

de las larvas, pupas y adultos; porcentaje de pupación y de emergencia 
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de los adultos; y por último, la demora en los tiempos de pupación y de 

emergencia del adulto. 

11.3.2.5. Determinar el potencial citotóxico de los principios insecticidas obtenidos 

en el presente estudio, mediante la evaluación de sus efectos sobre el 

crecimiento celular de diversas líneas celulares derivadas de tumores 

humanos y así establecer posibles efectos tóxicos no deseables. 

11.3.2.7. Validar el uso etnomédico de la especie S. humilis como un agente 

antiamibiano mediante la evaluación del efecto in vitro del extracto y 

limonoides mayoritarios sobre el crecimiento de trofozoitos de Giardia 

lamblia y Entamoeba hystolítica desarrollados en cultivos axénicos. 
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CAPITULO 111 

PARTE EXPERIMENTAL. 

111.1. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTALES GENERALES. 

111.1.1. METODOS CROMATOGRÁFICOS. 

La cromatografía de adsorción en columna abierta se realizó sobre gel de 

sílice 60 F254 Merck {tamaño de partícula 0.063-0.200 mm, malla 70-230 ASTM). 

Para la cromatografía en capa fina { ccf) se emplearon placas de vidrio cubiertas 

con gel de sílice 60 F254 Merck de 0.2 (ccf analítica) y 2 mm (ccf preparativa) de 

espesor y cromatofolios de aluminio cubiertos con gel de sílice 60 F254 Merck 

(0.2 mm de espesor, ccf analítica). La ccf analítica permitió monitorear el 

desarrollo de las cromatografías en columna abierta y comprobar la pureza de 

los compuestos obtenidos; la cromatografía preparativa permitió realizar 

purificaciones a nivel preparativo. Como agente cromogénico se empleó ácido 

sulfúrico al 10% (Gringerb, 1991) y para el desarrollo del color fue necesario 

calentar las placas cromatográficas por 2 minutos a 11 OºC. 

Para realizar el análisis en cromatografía líquida de alta presión (HPLC) 

se empleó un cromatógrafo marca Waters TM 600 (Millipore Corp., Water 

Chromatography Division Milford, M.A., USA), equipado con un detector de UV 

{Water TM, 996) y una computadora Venturis 575. El programa de software 

Millenium 2000 {Waters) se empleó para controlar el equipo cromatográfico y 

para manejar y procesar la información cromatográfica. En todos los casos 

donde se aplicó este método cromatográfico, la purificación de los compuestos 

se efectuó empleando una columna preparativa de fase reversa Nova Pak HR 

C-18 (Waters; 19 x 300 mm, diámetro de partícula 60 A, tamaño de partícula 6 

µm). Para estos análisis, la fase móvil consistió de un sistema isocrático de 

CH3CN:H20 (50:50 ó 55:45) con un flujo de 8 mi/minuto a una presión de 1700 

lb/pulg2. El tiempo para cada desarrollo cromatográfico fue de 70 ó 90 minutos a 

una longitud de onda programada de 225 nm. 
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Para el análisis mediante la cromatografía de gases acoplada a la 

espectometría de masas (GC-EM) se utilizó un cromatografo Hewlett Packard 

modelo 5890 serie II conectado a un espectrómetro Jeol AX50HA. La columna 

de separación fue de tipo PAS-1701 Tested 1702 silicona HP con una longitud 

de 25 mm por 0.32 mm de diámetro interno; como gas acarreador se empleó 

helio a una presión de 7 libras/pulgadas2 con un flujo de 1 mi/minuto; la 

temperatura de la columna se programó de 1 a 150ºC con una velocidad de 7ºC 

x minuto y la temperatura de inyección fue de 150ºC. 

111.1.2. DETERMINACIÓN DE LAS CONSTANTES FÍSICAS, 

ESPECTROSCÓPICAS Y ESPECTROMÉTRICAS DE LOS COMPUESTOS 

NATURALES. 

Los puntos de fusión se determinaron en un aparato Fisher-Johns y se 

describen sin corregir. Los espectros de IR se registraron en un aparato de 

rejilla Perkin-Elmer modelo 5998 o en un aparato Nicolet FT-5X, en pastilla de 

KBr. Las rotaciones ópticas se registraron en un polarímetro Digital Jasco DIP-

360. 

Los espectros de resonancia magnética nuclear protónica (RMN-1H) y de 

carbono-13 (RMN-13C) se generaron en un aparato Varian VXR-300S, el cual se 

operó a una frecuencia de 500 MHz y 75.44 MHz, respectivamente. Todos los 

espectros se obtuvieron en cloroformo-d y los desplazamientos químicos se 

expresaron en unidades de ppm (6) referidos al tetrametilsilano (TMS), como 

una referencia intema. Los experimentos DEPT, COSY, NOESY, HMBC y 

HMQC se realizaron en un aparato Varian Unity Plus-500. Se emplearon los 

programas de secuencias de pulsos estándares Varian para el registro de los 

espectros bidimensionales homonuclear (1 H-1 H-COSY) y heteronuclear 

(HETCOR). Para los experimentos de HMBC y HMQC se emplearon las 

siguientes condiciones: /l.= 1s y J =140, 8 Hz, respectivamente. Los espectros 

de HMQC se registraron en modo de fase sensible y los espectros de HMBC 
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fueron procesados mediante la técnica de modo mezclado (fase sensible a la 

largo de F1 y valor absoluto a lo largo de F2). 

Los espectros de masas se realizaron en un aparato Hewlett-Packard 

5985-B y 5890 serie 11, mediante introducción directa a 70eV. Los espectros de 

masas generados mediante bombardeo rápido de átomos (FAB) se registraron 

en un aparato Jeol DX300 con un sistema JMA-3500, empleando como matriz el 

alcohol nitrobencílico. El átomo acelerado para la generación del proceso de 

ionización de la muestra problema fue xenón utilizando un voltaje de 6 KeV. 

Los análisis de difracción de Rayos X se determinaron en un 

difractómetro Siems P4/PC. 

Los espectros de masas, de RMN y los análisis de CG-EM, y difracción 

de rayos X se realizaron en los laboratorios de apoyo analítico del Instituto de 

Química, de la UNAM. 

111.2. PROCEDIMIENTOS PARA LA EVALUACIÓN DEL POTENCIAL 

BIOLÓGICO DE LOS EXTRACTOS Y PRODUCTOS NATURALES DERIVADOS 

DE S. humilis y M. depressa. 

111.2.1. DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD INSECTICIDA DE LOS 

EXTRACTOS Y PRODUCTOS DERIVADOS DE S. humilis. 

La actividad insecticida del extracto y de los compuestos puros se 

determinó empleando como insecto de prueba las larvas del gusano barrenador 

del maíz ( Ostrinia nubilalis Hübner). Los bioensayos realizados permitieron 

determinar el efecto de los fitoquímicos sobre el desarrollo del insecto de 

prueba durante las diferentes etapas de su ciclo de vida (en promedio 28 días) 

comenzando desde la etapa larvaria hasta la emergencia del adulto. En todos 

los casos se evaluó el efecto de los compuestos sobre el peso promedio de las 

larvas, el peso máximo alcanzado por las larvas, el porcentaje de mortalidad de 

las larvas, el tiempo promedio de pupación, el peso promedio de las pupas, el 

porcentaje de mortalidad de las pupas, el tiempo promedio de emergencia de 
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los adultos, el peso promedio del adulto y el porcentaje de mortalidad de los 

adultos. Estas evaluaciones se realizaron en el laboratorio del Dr. John Thor 

Arnason (Universidad de Ottawa, Canadá), de acuerdo al siguiente 

procedimiento: 

111.2.1.1. PREPARACIÓN DE LA DIETA DEL INSECTO (CONTROL Y 

PROBLEMA). 

La composición de la dieta artificial se enlista a continuación: 

grenetina 22.35 g 

mezcla seca: 147.75 g 

germen de trigo (1560 g) 

dextrosa (1200 g) 

caseína (1320 g) 

colesterol (96 g) 

sal wesson ( 432 g) 

mezcla de vitaminas Vanderzant (276 g) 

ácido ascórbico (360 g) 

aureomicina 14% (81 g) 

ácido sórbico (240 g) 

mefüparabeno 6.0 mi 

ácido propiónico/ácido fosfórico 6. 9 mi 

formaldehido 0.6 mi 

fumidil B 0.55 g 

agua destilada 1038.0 mi 

Para la preparación de la dieta se siguió el procedimiento descrito por 

Arnason y colaboradores ( 1987) que a continuación se resume brevemente: 

En primer lugar, se prepara una suspensión de grenetina, (disolviendo 

22.35 g de grenetina en 650 mi de agua caliente); posteriormente, se agrega 

388 mi de agua destilada para enfriar la suspensión y en seguida se adiciona la 

mezcla seca (147.75 g), el metilparabeno (6.0 mi), el ácido propiónico en ácido 
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fosfórico ((6.9 mi), el formaldehido ( 0.6 mi), el fumidil (O.SS g) y el compuesto a 

evaluar previamente solubilizado en un mi de etanol al 95%. 

La mezcla anterior se homogeiniza en una licuadora. El material 

gelatinoso resultante se vierte en moldes de 1 cm3 y se deja solidificar. De igual 

forma, se prepararon las dietas controles (positivo y blanco). En el caso del 

control positivo se incorporó a la dieta la tusendanina (solubilizada en un mi de 

etanol al 95%) y en el caso del blanco sólo se adicionó 1 mi de etanol al 95%. 

La cantidad de dieta preparada fue de 500 g por cada tratamiento (problema y 

control) y representa la cantidad necesaria para alimentar a 30 insectos durante 

su fase larvaria (28 días). Una vez solidificada la dieta, esta se guarda en 

frascos herméticamente cerrados y en refrigeración. 

Los compuestos de prueba se administraron a las larvas del insecto 

incorporándolos en la dieta artificial. Los compuestos se ensayaron a dos 

concentraciones (5 y 50 ppm) y para su incorporación en la dieta se 

solubilizaron en 1 mi de etanol al 95%. 

111.2.1.2. PROCEDIMIENTO DEL BIOENSAYO. 

Las larvas empleadas en este experimento se obtuvieron de un cultivo de 

Ostrinia nubilalis que se mantiene en el Departamento de Biología de la 

Facultad de Ciencias en la Universidad de Ottawa, donde se desarrolla este 

insecto de prueba bajo condiciones controladas de humedad, luz, temperatura y 

alimentación (Amasan et al., 1987). 

Para la realización del bioensayo se utilizaron larvas en 3er estadio (9 

días de crecimiento) que pesaban entre 1 y 2 mg. Estas se seleccionaron al 

azar y, una vez pesadas, se colocaron individualmente en viales de vidrio que 

contenían un gramo de la dieta problema o control. Algunos compuestos se 

evaluaron a dos concentraciones (5 y 50 ppm) y otros se evaluaron sólo a 50 

ppm. Para cada concentración ensayada se utilizaron un total de 30 larvas. 

Las larvas expuestas en forma individual a las dietas problema o control, 

se pesaron cada cuatro días a partir del inicio del experimento hasta que las 
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larvas alcanzaron la etapa de pupación que ocurría en un promedio de 28 días. 

Con esta misma frecuencia de tiempo, se realizó el cambio de la dieta. Una vez 

alcanzado el estado de pupa y adulto, se determinaron los pesos promedios del 

insecto en estas etapas. 

Todas estas determinaciones permitieron registrar los cambios de peso 

de las larvas, el peso máximo alcanzado por las mismas, el peso de las pupas y 

el peso de los adultos con relación al control, durante todo el tiempo de 

exposición al tratamiento. De manera adicional, durante estos experimentos se 

determinó el porcentaje de mortalidad de las larvas, el porcentaje de larvas que 

alcanzaron el estado de pupación y el porcentaje de pupas que alcanzaron el 

estado adulto. Estos experimentos se desarrollaron en una cámara de 

incubación donde se controlaron las siguientes condiciones: la humedad del 

ambiente en un 80%; se estableció un fotoperiodo de 18 hrs de exposición a la 

luz por 6 hrs de oscuridad; y la temperatura de 25ºC a la luz y de 19ºC en total 

oscuridad. 

Para determinar la actividad de los extractos hexánico y clorofórmico de 

las semillas de S. humilis (preparados a partir de 20 g de semillas por un 

proceso de maceración) se evaluó solamente el efecto de los mismos sobre la 

mortalidad de las larvas del día 9 al día 13 (fase 111). Para ello, el extracto se 

incorporó a la dieta a una concentración del 0.1 %. Las larvas neonatas (fase 111) 

se pusieron en contacto con el tratamiento siguiendo los procedimientos 

descritos anteriormente. El día 13, se procedió a contar las larvas 

sobrevivientes. Los ensayos se realizaron por triplicado, utilizando 30 larvas 

para cada determinación. 

Los datos obtenidos en esta determinación fueron analizados mediante el 

empleo del programa estadístico SAS ANOVA y GLM (SAS lnstitute, 1982). 
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111.2.2. DETERMINACIÓN DEL EFECTO DE LA HUMILINÓLIDA A 

SOBRE LA CONTRACCIÓN ESPONTANEA DE ÍLEON DE COBAYO. 

El efecto de la humilinólida A sobre la contracción espontánea del íleon 

de cobayo, se realizó de acuerdo al protocolo experimental establecido por 

Rojas y colaboradores (1996). Los cobayos empleados en este experimento 

fueron adquiridos en el Laboratorio de crianza Charles River (Wilmington, MA). 

Para realizar el bioensayo, se emplearon cobayos machos (450-600 gramos) 

que se mantuvieron en ayuno durante 18 horas con acceso libre al agua. Los 

animales se sacrificaron por un golpe en la nuca y dislocación cervical. 

Posteriormente, se extirparon 1 O cm del íleon en su porción más cercana al 

ángulo ileocecal colocando el tejido en una caja Petri con solución Ringer. Este 

fragmento se limpio perfectamente con la misma solución y posteriormente, se 

cortaron segmentos de 1 cm de largo. Cada fracción se colocó en una cámara 

de incubación de tejido aislado, el cual contenía 1 O mi de solución Krebs­

bicarbonatada, burbujeada constantemente con una mezcla gaseosa de C02: 02 

(5:95). Con la finalidad de mantener una solución homogénea de pH 7.4 a una 

temperatura de 37ºC, se utilizó un baño recirculador. En estas condiciones, un 

extremo del tejido se sujeta al piso de la cámara y el otro extremo se ata al 

transductor de fuerza Grass modelo FT03, el cual detectó las señales 

mecánicas de las contracciones y las envía a un polígrafo Grass modelo 79 de 

cuatro canales. 

La fuerza de tensión empleada en el tejido fue de 1 g (10 mN), la cual 

corresponde a 2 cm de desplazamiento de la pajilla del graficador. El tejido se 

tensiona en la solución Krebs-bicarbonatada durante 1 O minutos, después de 

este periodo de tensión, siguió un periodo de estabilización de 20 a 30 minutos, 

a las condiciones de trabajo. A este último, siguió un periodo de 1 O minutos que 

se consideró como control {100% de actividad contráctil). Después del periodo 

control se adicionó el compuesto de prueba a la cámara, previamente 

solubilizada y se registro el efecto durante 1 O minutos. Para cada experimento 
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se utilizó un nuevo segmento de íleon y en todos los casos se realizaron al 

menos seis réplicas. 

La actividad contráctil en el íleon se evaluó porcentualmente midiendo el 

área bajo la curva de los registros obtenidos (control y problema), con un 

planímetro digital Tamaya modelo Planix 6. Los datos obtenidos fueron 

analizados por el método de t de student (p< 0.05) para comparar la diferencia 

entre las medias del control y del tejido tratado. La dosis efectiva que provocó 

un incremento del 50% de la actividad contráctil del tejido de prueba (DE50) se 

calculó mediante el método de Litchield and Wilcoxon (1949). 

Para las evaluaciones del compuesto de prueba, la humilinólida A, éste 

se disolvió en etanol al 0.1 % y se adicionó a la cámara que contenía el tejido. El 

compuesto se evaluó a las concentraciones de 1 O, 25, 50, 100 y 250 µM. En 

este experimento se empleó la acetilcolina (Sigma) como un control positivo 

( 100% de actividad a 100 nM). 

111.2.3. DETERMINACIÓN DEL POTENCIAL FITOTÓXICO DE LOS 

EXTRACTOS Y PRODUCTOS NATURALES DERIVADOS DE M. depressa. 

La actividad inhibidora del crecimiento vegetal se determinó mediante los 

métodos bioautográfico y de caja Petri (Anaya et al., 1990; Castañeda et al., 

1992; lnoue et al., 1992; Pereda-Miranda et al., 1993; Jiménez et al., 1996). 

Para estos bioensayos se emplearon semillas de Amaranthus 

hypochondriacus (Amarantaceae) y Echinochloa crusgalli (Gramineae). Las 

semillas de A hypochondriacus se adquirieron en el mercado de Tulyehualco, 

México, D.F. y las semillas de Echinochloa crusgalli se adquirieron a través de la 

distribuidora Valley Service, Fresno, California. 

111.2.3.1. MÉTODO BIOAUTOGRÁFICO. 

El método bioautográfico se utilizó principalmente para monitorear la 

actividad fitoinhibidora de los extractos orgánicos y de las fracciones 

cromatográficas. 
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Para realizar el bioensayo se aplicó una cantidad apropiada 

(aproximadamente 10 mg) del extracto orgánico o fracción cromatográfica en 

una placa de gel de sílice de 5 x 20 cm (Silica gel 60 F254); una vez aplicada la 

muestra, se efectuó el proceso de elución de la manera convencional 

empleando como sistema de elución una mezcla de benceno:AcOEt (8:2). 

Posteriormente, se dejó evaporar el disolvente y las cromatoplacas se cubrieron 

con 20 mi de una suspensión de agar al 1 % (28°C). Al solidificar el agar, se 

colocaron las semillas de las especies de prueba de manera uniforme hasta 

cubrir completamente la superficie de la placa (aproximadamente 150 semillas 

de E crusgalli y 500 semillas de A hypochondriacus por cada placa). Las 

placas con las semillas se incubaron en una atmósfera húmeda y en total 

oscuridad a 28ºC durante 24 hrs en el caso de A hypochondriacus, y durante 48 

hrs en el caso de E crusgalli. El mismo protocolo se utilizó para el control 

negativo y el control de disolvente. La placa cromatográfica para este último se 

eluyó de la manera convencional sin la administración de la muestra problema. 

Todas las determinaciones se realizaron por triplicado. 

Transcurrido el tiempo de incubación, se procedió a observar y 

determinar el valor de Rf para las zonas que provocaron la inhibición de la 

germinación de las semillas. Este último procedimiento se realizó por 

comparación con ·una placa conteniendo la muestra, eluida en el mismo sistema 

de disolventes, sin agar y revelada con H2S04 al 10%. 

111.2.3.2. MÉTODO DE LA CAJA PETRI. 

Este método se empleó con la finalidad de determinar cuantitativamente 

el efecto del extracto orgánico, fracciones cromatográficas, aceite esencial y 

compuestos puros de M. depressa sobre el crecimiento radicular de A 

hypochondriacus y E. crusgalli. Los bioensayos se realizaron en cajas Petri de 

1 O cm de diámetro, con cuatro replicas por tratamiento. Como control positivo se 

empleó la tricolorina A (Pereda-Miranda et al., 1993). Cada muestra (extracto o 

compuesto) se disolvió en CHCl3 y se prepararon cuatro soluciones stock con 
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una concentración final de 50, 100, 250 y 500 µg/ml. Un mi de cada una de las 

soluciones se vertieron en las cajas Petri, sobre un disco de papel filtro 

(Whatman No.1} y el disolvente se dejó evaporar al vacío. 

Posteriormente, se humedeció el papel filtro con 2.5 mi de agua destilada 

y se colocaron 10 semillas de las especies de prueba en cada caja Petri. El 

mismo procedimiento se utilizó para los controles positivos y negativos, que 

contenían tricolorina A y disolvente, respectivamente. Las cajas Petri 

perfectamente cerradas se mantuvieron en la oscuridad a 28ºC y la actividad 

fitoinhibidora se registro midiendo la longitud de las radículas después de 24 hrs 

para A. hypochondriacus y 48 hrs para E crusgalli. 

Los datos obtenidos fueron analizados con el programa estadístico Anova 

(P< 0.05} y la concentración inhibitoria media {Clso} se calculó mediante análisis 

de Probit a partir de los porcentajes de inhibición del crecimiento radicular. 

111.2.4. DETERMINACIÓN DEL POTENCIAL ANTIFÚNGICO DE LOS 

EXTRACTOS Y DE LOS PRODUCTOS DE M. depressa. 

111.2.4.1. EFECTO SOBRE HONGOS PATÓGENOS PARA EL HOMBRE. 

Para esta determinación se utilizó el método de dilución en agar descrito 

por Hufford et al., (1975} y Gutiérrez et al., (1995}. La concentración mínima 

inhibidora {CIM} esta expresada en µg/ml y las especies de prueba fueron las 

siguientes: Gandida albicans {ATCC 10231 }, Aspergillus niger (ATCC-16888} y 

Trichophyton mentagrophytes {ATCC-9129}. 

En este ensayo se emplearon como controles positivos la anfotericina B 

{Sigma}, 15 µg/ml para C. albicans y A. niger; y griseofulvina {Sigma), 8 µg/ml 

para T. mentagrophytes. 
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111.2.4.1.1. PREPARACIÓN DEL INOCULO. 

Los microorganismos de prueba se hicieron crecer en agar Emmons 

modificado durante siete días a 28 ºC, después de este tiempo se le agregó 3 mi 

de solución salina isotónica (SSI) estéril al cultivo y con ayuda de un asa 

micológica se desprendió el cultivo para preparar una nueva suspensión. La 

suspensión recién preparada se vertió sobre una superficie de agar dextrosa 

sabouraud (1 O mi) contenida en un matraz Erlenmeyer. Posteriormente este 

cultivo se incubó a 28 ºC durante siete días. Transcurrido este segundo periodo 

de incubación, al cultivo de microorganismos se le agregó nuevamente 3 mi de 

SSI estéril, se desprendieron con un asa micológica y se diluyen a 20 mi con 

SSI estéril con la finalidad de preparar una suspensión homogénea con una 

turbidez comparable con la del tubo 0.5 de McFarland. En los casos necesarios, 

se realizan diluciones hasta ajustar (encontrar) la turbidez requerida. El inoculo 

recién preparado (0.5 mi) se resuspende en 40 mi de agar dextrosa sabouraud 

con o sin muestra problema. 

111.2.4.1.2. BIOENSAYO. 

El extracto y los compuestos puros se disolvieron en MeOH y se 

ensayaron siete concentraciones (100, 200, 400, 500, 600, 800 y 1000 µg/ml). 

En un matraz Erlenmeyer se colocaron 40 mi de agar dextrosa Sabouraud 

fundido a 45 ºC conteniendo la cantidad del extracto o del compuesto de prueba 

y 0.5 mi del inóculo. 10 mi de la mezcla anterior se vertieron en cajas de Petri 

por triplicado. Cada caja contenía como base 1 O mi de agar dextrosa Sabouraud 

solidificado sin muestra y sin inocular. Una vez inoculadas las cajas, éstas se 

incubaron durante siete días a 28 ºC, transcurrido el tiempo de incubación se 

procedió a interpretar los resultados y determinar la concentración inhibidora 

minina (CIM). El mismo procedimiento se empleó para la preparación de los 

controles positivo (griseofulvina o anfotericina) y negativo (MeOH). 
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111.2.4.2. EFECTO SOBRE HONGOS FITOPATÓGENOS Pythium spp., 

Helminthosporium spp. y Fusarium oxysporum. 

Para esta determinación se empleó la técnica de dilución en agar 

previamente descrita. Los microorganismos de prueba empleados fueron 

Pythium spp., Helminthosporium spp y Fusarium oxysporum. El extracto y los 

compuestos se ensayaron a 50, 100, 200, 300, 400 y 500 ppm. Los resultados 

se expresan como concentraciones mínimas inhibidoras en µg/ml. 

111.2.5. DETERMINACIÓN DEL POTENCIAL CITOTÓXICO DEL 

EXTRACTO Y COMPUESTOS PUROS DE S. humilis y M. depressa. 

El potencial citotóxico se determinó de acuerdo a los procedimientos 

establecidos por el Instituto Nacional del Cáncer de los Estados Unidos en los 

laboratorios del Purdue Cancer Center, Universidad de Purdue, Indiana, EE.UU. 

Las líneas celulares empleadas fueron las siguientes: carcinoma de pulmón (A-

549), carcinoma de mama (MCF-7) y adenocarcinoma de colon (HT-29). Los 

resultados se expresan como dosis efectivas medias (DEso) µg/ml (Anderson et 

a/., 1991 ). La adriamicina se empleó como un control positivo. 

111.2.6. EVALUACIÓN DEL EFECTO DE 1,2,3,4-TETRAMETOXl-5~(2-

PROPENIL)BENCENO OBTENIDO DE M. depressa SOBRE VARIAS 

ACTIVIDADES FOTOSINTÉTICAS EN CLOROPLASTOS AISLADOS DE 

ESPINACAS. 

111.2.6.1. AISLAMIENTO DE LOS CLOROPLASTOS. 

Los cloroplastos se obtuvieron de hojas frescas de espinacas (30 g) 

lavadas y cortadas en trozos pequeños (eliminando la nervadura central y el 

ápice). Estas hojas se homogeneizaron por 5 segundos en 150 mi de medio de 

aislamiento [sacarosa (400 mM), MgC'2 (5mM), KCI (10 mM), tricina-Na+ (30 

mM) ajustando el pH a 8 con KOH, además se adicionó KCN (0.1 mM) para 

inhibir la actividad de la catalasa]. El homogeneizado se filtró y se centrifugó a 
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4000 r.p.m. por 5 minutos a 4ºC en una centrífuga Beckman J2-21. El sedimento 

se suspendió en 1 mi de medio de aislamiento. El proceso de aislamiento se 

realizó en frío y en la oscuridad. 

111.2.6.2. CUANTIFICACIÓN DE LA CLOROFILA. 

La clorofila se cuantificó empleando el método desarrollado por Strain y 

colaboradores ( 1971 ). Se tomaron 50 µI de la suspensión de cloroplastos y se 

adicionó acetona al 80% hasta obtener 5 mi de una nueva suspensión. Esta 

última se agitó en un vortex y se mantuvo en la oscuridad por 5 minutos para 

permitir la extracción y la solubilización de la clorofila. Posteriormente, se 

centrifugó a 2000 r.p.m. durante 5 minutos con el propósito de sedimentar las 

proteínas. A continuación, se cuantificó el contenido de clorofila mediante la 

determinación de la absorbancia a 663 y 645 nm utilizando un 

espectrofotómetro Beckman (modelo DU 650). 

La concentración de clorofila se calculó empleando la siguiente ecuación. 

[Clorofila] = [8.05(Aea3) + 20.29(Ae4s)] (5) 

[Clorofila] = µg clorofila mr1 

111.2.6.3. EFECTO DE 1,2,3,4-TETRAMETOXl-5-(2-

PROPENIL)BENCENO SOBRE EL TRANSPORTE DE ELECTRONES NO 

CICLICO. 

El transporte de electrones se determinó de manera indirecta al 

monitorear la producción de oxígeno que se libera durante la fotólisis del agua y 

se determinó bajo tres condiciones experimentales: basal, fosforilante y 

desacoplado. 

La cantidad de oxígeno que se desprende se calculó a partir de las 

pendientes de las gráficas obtenidas al registrarse los cambios del potencial 

redox. A partir de la cantidad de oxígeno desprendido se midió la velocidad del 

flujo de electrones, la cual se calculó mediante el empleo de la siguiente 

ecuación: 
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(0.4 µequiv de ~[Fe(CN)e ó MV ó DCPIP] /Xt)(Xp/1 min.)(60 

min./1 hr)(1/0.060mg de clorofila} 

= µequiv. de e- x h"1 x mg clorofi1a·1 

donde 

Xp es el valor de la pendiente de cada trazo obtenido al transcurrir 

un minuto y 

Xt es el valor de la pendiente del trazo al consumirse 0.4 µequiv. 

de ~[Fe(CN}e] (control}. 

La cantidad de oxígeno desprendido se expresa en µequiv. de e- x h"1 x 

mg clorofila·1. En todos los casos se realizaron controles al inicio y al final de 

cada experimento los cuales estaban constituidos por la mezcla de reacción 

empleada para cada ensayo, con excepción del compuesto a evaluar. La 

velocidad del flujo de electrones se cuantificó adicionando al medio sin MV, una 

alícuota de 1 O µI de ~[Fe(CN}e] (40 mM}, como aceptar final de electrones y el 

equivalente a 60 µg de clorofila, posteriormente se iluminó el tiempo necesario 

para la reducción total del ~[Fe(CN}e]. Esta determinación permitió medir la 

cantidad de oxígeno desprendido en µequiv. de e- transportados al consumirse 

los 10 µI de ~[~e(CN}e] 40 mM. Estos datos de velocidad se toman también 

como referencia cuando se utilizan otros sistemas en los que el aceptar de 

electrones es un compuesto diferente al ~[Fe(CN)6], como por ejemplo el MV o 

el DCPIP que presentan tienen un potencial redox igual al ~[Fe(CN}e]. Esta 

reacción permite determinar la producción de oxígeno por la donación de 

electrones del agua a la cadena fotosintética, en donde el Fe+3 se reduce a Fe+2• 

En todos los casos la cuantificación de oxígeno se realizó con un 

oxímetro YSI y un electrodo Clark conectados a un registrador gráfico Beckman, 

de acuerdo al protocolo descrito por Calera y colaboradores (1995, 1996). Para 

determinar el transporte de electrones basal, fosforilante y desacoplado se 

empleó el agua como un donador natural de electrones y el metioviológeno 
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(MV) como un aceptar artificial de electrones. A continuación se describe el 

procedimiento experimental utilizado para medir cada tipo de transporte. 

111.2.6.3.1. DETERMINACIÓN DEL TRANSPORTE DE ELECTRONES 

BASAL NO CÍCLICO DE H20 A MV. 

En una cubeta de reacción se adicionaron 3 mi de medio de transporte de 

electrones [sorbitol (100mM), MgCl2 {SmM), KCI (10 mM), tricina-Na• (1 mM) a 

pH 8 (KOH, 1 M) y metilviológeno (O.OS mM)] y el volumen de cloroplastos 

equivalente a 60 µg de clorofila y el compuesto de prueba en un intervalo de 

concentración de 1 a 5 µM. El medio se mantuvo en agitación constante e 

iluminación. A continuación, se registró la producción de oxígeno en un oxímetro 

YSI conectado a un registrador gráfico Beckman. La velocidad obtenida se 

comparó con la del control {lzawa, 1977; Trebs, 1972; Dilley, 1972). En estas 

condiciones se determinó la velocidad del transporte de electrones basal. 

111.2.6.3.2. DETERMINACIÓN DEL TRANSPORTE DE ELECTRONES 

DESACOPLADO NO CÍCLICO DE H20 A MV. 

Al medio de transporte de electrones utilizado para medir la velocidad del 

transporte basal (3 mi) se adicionó NH4CI (cloruro de amonio {6mM)], y el 

compuesto de prueba en un intervalo de 1 a 5 µM. La velocidad obtenida 

también se comparó con la del control {lzawa, 1977; Trebs, 1972; Dilley, 1972). 

111.2.6.3.3. DETERMINACIÓN DEL TRANSPORTE DE ELECTRONES 

FOSFORILANTE NO CÍCLICO DE H20 A MV. 

Para esta determinación, al medio de transporte utilizado en los dos 

casos anteriores {3ml) se adicionó ADP {1mM), K2HP04 {3mM) y el compuesto 

de prueba en un intervalo de 1 a 5 µM; la velocidad obtenida se comparó con la 

del control. 

Los controles para cada determinación se realizaron al inicio y al final de 

cada experimento; los controles consistieron en la mezcla de reacción empleada 
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para cada experimento sin el compuesto a evaluar. La velocidad del flujo de 

electrones se calculó mediante el empleo de la ecuación descrita en el inciso 

111.2.6.3. 

111.2.6.4. SÍNTESIS DE ATP. 

La síntesis de ATP se midió registrando los cambios de pH en el medio 

de reacción entre pH B.O y 8.1, empleando un potenciómetro Corning (modelo 

12) de escala expandida conectado a un registrador gráfico (Gilson) de voltaje y 

a un electrodo combinado. Para ello, a 3 mi de medio que contiene sorbitol (100 

mM), MgCb (5 mM), KCI (10 mM), tricina-Na• (1 mM) ajustado a pH 8 con KOH 

(10 mM), metilviológeno (O.OS mM) se adicionó ADP (1 mM), K2HPQ4 (3 mM), el 

compuesto de prueba en un intervalo de concentración de 1 a 5 µM y el 

equivalente a 60 µg de clorofila. La mezcla anterior se mantuvo en agitación 

constante y con iluminación. El cambio de pH en el medio de reacción se 

determinó después de un periodo de iluminación de 1 minuto. El cambio de pH 

se cuantificó al titular la mezcla de reacción con 1 O µI de KOH (0.01 N), en 

presencia de cloroplastos sin iluminar (Peña-Valdivia et al., 1991 ). 

La velocidad de síntesis de ATP se calculó empleando la siguiente 

ecuación: 

V =AH/C 

donde, 

V= velocidad de la síntesis de ATP (µmoles de ATP x mg·1clorofila x hr"1) 

A= µmoles de H+ usados en la titulación 

C= concentración de la clorofila empleada 

H= altura de la curva en cm obtenida durante un minuto de iluminación 
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111.2.6.5. CAPTACIÓN DE PROTONES. 

Este experimento se realizó en forma similar que la síntesis de ATP, 

excepto que no se adicionó ADP y K2HP04 al medio de ensayo (Dilley, 1972). 

111.2.6.6. REACCIONES PARCIALES DE LOS FOTOSISTEMAS I Y 11 (FSI 

Y FSII). 

La determinación del flujo de electrones en los fotosistemas I y II se 

efectuó utilizando el mismo medio de reacción utilizado para la determinación 

del transporte de electrones, sólo que en estos experimentos no se adicionó 

metilviológeno. El medio se suplementó con agentes desacoplantes, donadores 

y aceptares de electrones artificiales e inhibidores de la cadena redox como se 

indica a continuación. La velocidad del flujo de electrones de las reacciones 

parciales de los fotosistemas I y II se determinó empleando el procedimiento 

descrito anteriormente para determinar la velocidad del flujo de electrones no 

cíclico (ver inciso 111.2.6.3). 

111.2.6.6.1. DETERMINACIÓN DEL TRANSPORTE DE ELECTRONES 

DESACOPLADO EN EL FSII DE H20 A DCPIP/ [K:, Fe(CN)e]. 

A 3 mi del medio de reacción para los fotosistemas, se_ adicionó DMBIB 

[2,5-dibromo-3-metil-6-isopropil-1,4-benzoquinona] (1 µM) para impedir el paso 

de electrones hacia el fotosistema 1 (FSI) a nivel de PQ (plastoquinona) 

[Giaquinta y Dilley, 1975]. Además, se añadió al medio: DCPIP [2,6-

diclorofenol-indofenol] (50 µM) y K:,[Fe(CN)e] (300 µM), NH4CI (6 mM), el 

equivalente a 60 µg de clorofila y el compuesto a evaluar en un intervalo de 

concentración de 1 a 5 µM. El DCPIP reducido en presencia de ~[Fe(CN)s] 

(ferricianuro de potasio) actúo como un aceptar final de electrones y la 

velocidad obtenida se comparó con el control (lzawa y Pan, 1978). 
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111.2.6.6.2. DETERMINACIÓN DEL TRANSPORTE DE ELECTRONES 

DESACOPLADO EN EL FSII DE H20 A SiMo. 

A 3 mi del medio de reacción para los fotosistemas, se adicionó SiMo 

[silicomolibdato) (200 µM), como un aceptor final de electrones, DCMU [3-(3,4-

diclorofenil-1, 1-dimetil-urea) (10 µM) para impedir el paso de electrones hacia el 

FSI, el equivalente a 60 µg de clorofila y el compuesto a evaluar en un intervalo 

de concentración de 1 a 5 µM. La velocidad obtenida se comparó con la del 

control. 

111.2.6.6.3. DETERMINACIÓN DEL TRANSPORTE DE ELECTRONES 

DESACOPLADO EN EL FSII DE DCPA DCPIP. 

Esta actividad se determinó de manera indirecta en un espectrofotómetro 

Beckman (modelo DU650). Se utilizaron cloroplastos "envenenados" con tris 

(Calera et al., 1995, Vernon, 1969). 

Al medio de reacción general para los fotosistemas se adicionó tris (0.8 

M) con la finalidad de impedir la hidrólisis del agua (pH 8). En este medio de 

envenenamiento se incubaron los cloroplastos, en una proporción de 1 mi de 

medio por 0.3 mg de clorofila, durante 30 minutos a OºC con agitación constante 

y en la oscuridad. Posteriormente, la suspensión se centrifugó por 5 minutos a 

4000 r.p.m. y se determinó el contenido de clorofila de acuerdo al método 

descrito en el inciso 111.2.6.2. 

A 3 mi del medio de reacción general para los fotosistemas se le adicionó 

DPC [difenilcarbacida] (200 µM), como donador de electrones a nivel del centro 

de reacción del FSII y DCPIP 100 µM como un aceptor final de electrones, el 

equivalente a 60 µg de clorofila y el compuesto a evaluar en un intervalo de 1 a 

5 µM. La mezcla anterior se agitó y se midió la absorbancia en un 

espectrofotómetro a 630 nm. A continuación la mezcla se agitó nuevamente y se 

iluminó por un minuto. Al finalizar el tiempo de iluminación se determinó 

nuevamente la absorbancia. Posteriormente, se calculó la diferencia de las 

absorbancias entre la primera y segunda lectura. La velocidad del transporte de 
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electrones se determinó de acuerdo con la siguiente ecuación (basada en la 

Ley de Lambert y Beer): 

donde M = diferencia de las lecturas de absorbancia 

C = concentración de DCPIP 

E = coeficiente de extinción molar 

b = diámetro de la celda 

Este es el único flujo de electrones que se determinó mediante la 

aplicación de un método espectrofotocolorimétrico. 

111.2.6.6.4. DETERMINACIÓN DEL TRANSPORTE DE ELECTRONES 

DESACOPLADO EN EL FSI DE DCPIP/rec1ucido A MV. 

Para determinar el transporte de electrones en el fotosistema I se empleó 

3 mi del medio de reacción general para los fotosistemas, al cual se adicionó 

DCMU {10 µM), DCPIP {100 µM) reducido con ascorbato {300 µM), MV 

[metilviológeno] {50 µM), el compuesto de prueba en un intervalo de 1 a 5 µM y 

el equivalente a 60 µg de clorofila. El DCMU se empleó como un inhibidor de la 

enzima Ce y así impedir el paso de electrones del FS II al FS 1 {Astier y Eliene, 

1984); el DCPIP reducido {con ascorbato), se utilizó como un donador de 

electrones a nivel del complejo Cit bJf ya que compite con la PQ {Gromet­

Elhaman et al., 1963) y el MV se empleó como un aceptar final de electrones 

{Benz y Laughlin, 1983). 

111.2.6.6.5. DETERMINACIÓN DEL TRANSPORTE DE ELECTRONES 

DESACOPLADO EN EL FSI DE PMS/reducido A MV. 

Para evaluar el efecto del producto sobre el flujo de electrones en el FSI 

de PMS/reducido a MV se emplearon cloroplastos envenenados con KCN { cianuro 

de potasio). Para ello, una alícuota equivalente a 300 mg de clorofila se 
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adicionó a 1 mi de medio para envenenar cloroplastos [sorbitol (100 mM), MgCh 

(5 mM), KCI (10 mM), tricina-Na+ (15 mM), KCN (30 mM), NH4CI (6 mM) ajustado 

a pH 8 (KOH 1 M)]. La mezcla anterior se incubó en la oscuridad a OºC por 30 

minutos con agitación constante, posteriormente se centrifugó y se cuantificó el 

contenido de clorofila por el método ya descrito. 

La velocidad del flujo de electrones se determinó en el medio general de 

fotosistema, al cual se le adicionó, PMS [fenacina-metasulfato] (200 µM) 

reducido con ascorbato (500 µM), MV (50 µM), el equivalente a 60 µg de 

clorofila y el compuesto de prueba en un intervalo de concentración de 1 a 5 

µM. La velocidad obtenida se comparó con la del control. 

El KCN se empleó como un inhibidor del fotosistema I a nivel de PC 

(plastocianina) (lzawa, 1983; Hipkins, 1986), el PMS reducido con ácido 

ascórbico actuó como un donador de electrones a nivel de la PC, la cual es un 

cofactor que dona electrones al FS I a nivel de P100 y que se requiere debido a 

que la plastocianina de los cloroplastos fue desactivada con el KCN (Trebs, 

1972). Por último, el MV se empleó como aceptor final de electrones en el FS l. 

111.3. OBTENCIÓN DE LOS PRINCIPIOS BIOACTIVOS DE Swietenia 
humilis. 

111.3.1. MATERIAL VEGETAL. 

Las semillas de S. humilis empleadas para la presente investigación, se 

recolectaron en el Estado de Guerrero, México, en Julio de 1993. Una muestra 

de herbario se depositó en la colección Etnobotánica del Herbario Nacional 

(MEXU, voucher R. Bye, E. Linares 18824), Instituto de Biología, UNAM. La 

desecación de las semillas se llevó a cabo a temperatura ambiente y 

posteriormente se molieron en un molino Wiley No. 4. 

111.3.2. PREPARACIÓN DEL EXTRACTO ORGÁNICO (CHCl3) DE LAS 

SEMILLAS DE S. humilis. 

Un Kg de semillas secas y molidas fueron desgrasadas con hexano (3 1). 

Posteriormente, se extrajeron con CHCb (9 1) vía maceración. El proceso se 
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repitió tres veces, con intervalos de tres días entre cada extracción. El extracto 

resultante fue concentrado a presión reducida obteniéndose 125 g de extracto 

clorofórmico. 

111.3.3. FRACCIONAMIENTO PRELIMINAR DEL EXTRACTO CHC'3 DE 

LAS SEMILLAS DE S. humilis. 

El extracto clorofórmico concentrado (125 g) se fraccionó de manera 

preliminar en una columna cromatográfica empacada con 1.25 Kg de gel de 

sílice 60 F254 Merck, utilizando como sistemas de elución benceno, mezclas de 

benceno:AcOEt, AcOEt y mezclas de AcOEt:MeOH. Se recolectaron 93 

fracciones de 250 mi cada una. En la Tabla 4 se resumen los sistemas de 

elución empleados y las fracciones resultantes. El fraccionamiento 

cromatográfico fue monitoreado mediante ccf y permitió la obtención de tres 

grupos de fracciones primarias SI-SIII. 

Tabla 4. Fraccionamiento preliminar del extracto CHC'3 de las semillas de S. 
humilis. 

Eluyente Proporción Fracciones Fracciones Clave Peso 

(%) recolectadas combinadas Fracción (g) 

benceno 100 1"-19 1-47 SI 61.3 

benceno:AcOEt 70:30 20-32 

benceno:AcOEt 50:50 33-47 

benceno:AcOEt 30:70 48-59 48-70 SIi 22.8 

AcOEt 100 60-70 

AcOEt:MeOH 90:10 71-78 71-93 SIII 31.4 

AcOEt:MeOH 70:30 79-85 

AcOEt:MeOH 50:50 86-93 
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111.3.4. AISLAMIENTO Y CARACTERIZACIÓN DE LOS 

CONSTITUYENTES DE S. humilis. 

111.3.4.1. AISLAMIENTO DE LA HUMILINÓLIDA B {27) Y HUMILINÓLIDA 

c (28). 

La fracción primaria SIi (22.8 g) [Tabla 4] se recromatografió en una 

columna abierta sobre 456 g de gel de sílice. El proceso de elución se realizó 

con hexano y se continuó con mezclas de polaridad creciente de hexano:AcOEt, 

AcOEt y AcOEt:MeOH (8:2). De esta columna, se obtuvieron 205 fracciones de 

250 mi cada una y se reunieron aquellas cromatográficamente similares. Los 

sistemas de elución empleados y el número de fracciones obtenidas se resumen 

en la Tabla 5. 

De la fracción secundaria SIIE (Tabla 5) precipitaron espontáneamente 

220 mg del producto 28 como un sólido cristalino de color blanco, el cual se 

identificó como humilinólida C. 

Tabla 5. Fraccionamiento secundario de la fracción SIi. 

Eluyente Proporción Fracciones Fracciones Clave 

(%) recolectadas combinadas Fracción 

hexano 100 1-103 4-26 SIIA 

hex:AcOEt 9:1 104-137 27-105 SIIB 

hex:AcOEt 8:2 138-154 106-133 SIIC 

hex:AcOEt 7:3 155-162 134-150 SIID 

hex:AcOEt 5:5 163-168 151-167 SIIE 

AcOEt:hex. 7:3 169-178 168-171 SIIF 

AcOEt 100 179-181 172-181 SIIG 

AcOEt:MeOH 8:2 182-205 182-205 SIIH 

Por otro lado, de la fracción secundaria SIIG precipitó un compuesto 

ceroso blanquecino, el cual tras sucesivos lavados con una mezcla de 
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hex:AcOEt (95:05) y posterior recristalización de una mezcla de AcOEt:éter 

isopropílico, generó 40 mg del producto 27 que se identificó como la 

humilinólida B. 

Humilinólida C (28): tR = 62.5 minutos (CH3CN:H20 55:45), p.f.= 210-213 

ºC; [a]o= -55 (CHCb); UV= 225 nm; IR Vmax (KBr) 1730-1710, 1430, 1370, 1220, 

870 cm·1 (Espectro 8); EM-IE m/z (intensidad relativa): 610 [M+ (4)] 568 (16), 551 

(4), 550 (6), 511 (8), 453 (8), 451 (9), 379 (4), 83 (100) 630 [M+ (55)] 542 (20), 

525 (5), 492 (30),483 (10), 411 (15), 383 (15), 295 (5), 235 (5), 43 (100) 

[Espectro 9]. 

Humilinólida B (27): p.f.= 280-282 ºC; [a]o= -68.5(CHC'3); UV= 225 nm; 

IR Vmax (KBr) 1736-1720, 1710, 1458, 1374, 1218, 870 cm·1 (Espectro 12); EM-IE 

miz (intensidad relativa): 630 [M+ (55)] 542 (20), 525 (5), 492 (30),483 (1 O), 411 

(15), 383 (15), 295 (5), 235 (5), 43 (100)} [Espectro 13]. 

111.3.4.2. AISLAMIENTO DE LA HUMILINÓLIDA A (26), HUMILINÓLIDA D 

(29) Y SWIETEMAHONINA C (36). 

31.4g de la fracción primaria SIII (ver Tabla 4) se recromatografiaron en 

una columna abierta sobre 628 g de gel de sílice. El proceso de elución se 

realizó con hexano, mezclas de hex:AcOEt, AcOEt y mezclas de AcOEt:MeOH. 

De esta columna se obtuvieron un total de 84 fracciones de 250 mi cada una. 

De nueva cuenta, el monitoreo de la cromatografía en columna se realizó 

mediante el empleó de la ccf, reuniéndose aquellas fracciones 

cromatográficamente similares. Este proceso permitió obtener los 1 O grupos de 

fracciones SIIIA-SIIIJ que se indican en la Tabla 6. 

De la fracción secundaria SIIIF (Tabla 6) cristalizaron 77.6 mg de un 

polvo color blanco. Sucesivas cromatografías en placa preparativa de gel de 

sílice de este polvo, utilizando como sistema de elución benceno:AcOEt (8:2) 



permitió la obtención de 38.5 mg de unos cristales blancos solubles en CHCb. 

Este compuesto se identificó como la swietemahonina C (36). 

Por otra parte, de la fracción secundaria SIIIG (Tabla 6) precipitaron 277 

mg de un polvo color blanco. El análisis cromatográfico en capa fina indicó que 

el polvo era una mezcla de dos compuestos. Con la finalidad de separar estos 

compuestos se realizó una cromatografía en columna abierta sobre gel de sílice. 

Como eluyente se utilizó una mezcla de hex:AcOEt (1:1) De está última 

columna se obtuvieron 171 mg de la humilinólida A (26) como un polvo de color 

blanco. 

Tabla 6. Fraccionamiento secundario de la fracción SIII. 

Eluyente Proporción Fracciones Fracciones Clave 

(%) recolectadas unidas Fracción 

hexano 100 1-20 1-21 SIIIA 

hex:AcOEt 97:03 21-26 21-38 SIIIB 

hex:AcOEt 90:10 27-43 39-44 SIIIC 

hex:AcOEt 80:20 44-61 45-47 SIIID 

hex:AcOEt 70:30 62-68 48-49 SIIIE 

hex:AcOEt 50:50 69-81 50-57 SIIIF 

AcOEt 100 82-84 58-67 SIIIG 

68-71 SIIIH 

72-76 SIIII 

77-84 SIIIJ 

De manera adicional, de esta última cromatografía se obtuvieron 21.4 mg 

de la humilinólida D (29); el producto cristalizó en forma espontánea como un 

polvo de color blanco. 

Swietemahonina C (36): tR = 45 minutos (CH3CN:H20 50:50), p.f.= 310-

311 ºC; [a]o= -10.8 (CHCb); UV= 225 nm; IR vrnax (KBr) 1750-1740, 1720, 1510, 
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1118, 1026, 880 cm·1 (Espectro 16); EM-IE m/z (intensidad relativa): 614 [M+ 

(29)] 550 (5), 523 (5), 476 (38), 448 (6),406 (5), 367 (32), 279 (57),236 (41), 219 

(21), 137 (25), 83 (64), 57 (73), 43 (100)) [Espectro 17]. 

Humilinólida A (26): tR = 18 minutos (CH3CN:H20 50:50), p.f.= 256-258 

ºC; [a]o= -78.5 (CHCb); UV= 225 nm; IR vmax (KBr) 3477, 1737-1725, 1710, 

1504, 1436, 1387, 1261, 875 cm·1 (Espectro 20); EM-IE m/z (intensidad relativa): 

588 [M+ (12)] 501 (10), 500 (20), 483 (5), 450 (49), 412 (7), 411 (13), 393 (4), 43 

(100)) [Espectro 21]. 

Humilinólida D (29): tR = 19.5 minutos (CH3CN:H20 50:50), p.f.= 262-264 

ºC; [a]o= -76 (CHCb); UV= 225 nm; IR Vmax (KBr) 3420, 1740, 1725-1710, 1438, 

1375, 1280, 870 cm·1 (Espectro 24).; EM-IE miz (intensidad relativa): 586 [M+ 

(15)] 568 (3), 527 (4), 526 (4), 509 (4), 489 (8), 469 (3), 467 (3), 456 (3), 448 (3), 

425 (25), 410 (8), 379 (13), 43 (100) [Espectro 25]. 

111.3.4.3. AISLAMIENTO DE LA HUMILINA B (30) Y SWIETENINA C (44). 

9.5 g de las aguas madres de la fracción SIIIG (Tabla 6) se 

recromatografiaron en una columna empacada con 190 g de gel de sílice. Para 

la elución de la columna se empleó benceno y mezclas de benceno:AcOEt. Se 

recogieron un total de 171 fracciones de 125 mi cada una, las cuales se 

reunieron de acuerdo a su perfil cromatográfico. El proceso cromatográfico 

recién descrito se resume en la Tabla 7. 

De la fracción terciaria SIIIG1, eluida con benceno precipitaron 17 mg 

adicionales del compuesto 28. El rendimiento total de este producto fue de 254 

mg. 
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Tabla 7. Recromatografía en columna de la fracción secundaria SIIIG. 

Eluyente Proporción Fracciones Fracciones Clave Peso 
(%) colectadas combinadas Fracción 

benceno 100 1-27 1-26 S111G1 0.017 

benceno:AcOEt 99:01 28-40 27-46 S111G2 0.103 

benceno:AcOEt 98:02 41-50 41-51 S111G3 0.172 

benceno:AcOEt 97:03 51-72 52-56 S111G4 0.125 

benceno:AcOEt 95:05 73-132 57-70 S111G5 0.70 

benceno:AcOEt 93:07 133-149 71-84 S111G6 1.28 

benceno:AcOEt 90:10 150-162 85-106 S111G7 0.94 

benceno:AcOEt 70:30 163-171 107-122 S111G8 0.94 

123-129 S111G9 0.13 

130-133 S111G10 0.33 

134-149 S111G11 0.411 

150-151 S111G12 3.9 

152-171 S111G13 1.6 

Con la finalidad de aislar los constituyentes minoritarios presentes en la 

fracción terciaria S111G6 se empleó ta cromatografía liquida de alta presión 

(HPLC), utilizando una columna cromatográfica de fase reversa Nova Pack HR 

C-18 (Waters). Para este análisis, la fase móvil consistió de un sistema 

isocrático de CH3CN:H20 (55:45) y el flujo fue de 8 mi/minuto a una presión de 

1700 libras/pulgadas2. Se inyectaron alícuotas de 500 µI de una solución stock 

de la fracción Sl11G6 preparada, disolviendo 100 mg de la fracción en un mi de 

CH3CN. El tiempo para cada una de los desarrollos cromatográficos fue de 70 

minutos a una longitud de onda de 225 nm. El procedimiento se repitió en 

promedio 1 O veces para cada muestra con la finalidad de obtener cantidades 

suficientes (aproximadamente 20 mg) de cada compuesto. En todos los casos 

las fracciones cromatográficas obtenidas fueron concentradas a sequedad en 

una bomba de alto vacío. 
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La resolución de la fracción SIIIG6 permitió la obtención de 23 mg del 

compuesto 44. El producto se aisló como un polvo blanco cristalino, el cual se 

identificó como swietenina C 

De manera adicional, de esta misma fracción se obtuvieron 13.8 mg del 

compuesto 30, el cual se identificó como la humilina B. Por último, se obtuvieron 

cantidades adicionales { 17 mg) del compuesto 28. Este compuesto presentó un 

tiempo de retención de 62.5 minutos. 

Swietenina C {44): tR = 21 minutos {CH3CN:H20 55:45), p.f.= 239-240 ºC; 

[a]o= -14.9 {CHC'3); UV= 225 nm; IR Vmax {KBr)) 3500, 1735, 1720-1710, 1500, 

1370, 1220, 880 cm·1 {Espectro 28); EM-IE m/z {intensidad relativa): 556 [M+ 

{100)], 468 {91), 467 {17), 418 {12), 379 {31), 330 {20), 319 (6), 253 {16), 232 

{16), 175 {27), 155 {77), 121 {30), 95 {94), 71 {40), 43 {77)[Espectro 29]. 

Humilina B {30): tR = 25 minutos {CH3CN:H20 55:45), p.f.= 212-213 ºC; 

[a]o= -20.2 {CHC'3); UV= 225 nm; IR Vmax {KBr)) 1735, 1720-1710, 1500, 1374, 

1218, 880.cm·1 {Espectro 32); EM-IE m/z {intensidad relativa): 572 [M+ {42)], 529 

(5), 485 {51), 434 (6), 398 {49), 396 (3), 325 (5), 237 {32), 186 (8), 137 {22),_ 87 

(62), 43 (100) [Espectro 33]. 

Los compuestos 26, 27, 28, 29, 30, 36 y 44 se identiificaron por 

comparación de sus datos espectroscópicos y espectrométricos con los 

descritos en la literatura {Segura-Correa et al., 1993 y Kadota et al., 1990a, 

1990b) 

111.3.4.4. AISLAMIENTO DEL METIL-2,3-DIHIDROXI-MELIAC-8(30)­

ENAT0-3-ISOBUTIRATO (25a), METIL-2,3-DIHIDROXI-MELIAC-8(30)-ENAT0-

3-TIGLATO (25b), HUMILINÓLIDA E (55) y HUMILINÓLIDA F {56). 

Dada la complejidad de las fracciones S111G12 y S11G13 (Tabla 7) 

observada en ccf, se decidió emplear también la cromatografía líquida de alta 

presión (HPLC) para la separación de sus constituyentes individuales. Este 
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análisis se realizó, empleando las condiciones descritas en el inciso anterior, 

excepto que la fase móvil fue CH3CN:H20 (50:50) y el tiempo del desarrollo 

cromatográfico fue de 90 minutos. 

De la fracción S11IG12, se obtuvieron los compuesto 26 (17 mg) y 29 (13 

mg). Estos compuestos fueron aislados anteriormente e identificados como las 

humilinólida A y D. De esta misma fracción se obtuvieron 20. 7 mg del 

compuesto 25a, 18.8 mg del compuesto 55 y 29.9 mg del compuesto 25b. Los 

últimos tres compuestos se obtuvieron como polvos blancos, solubles en 

solventes pocos polares. 

De la fracción S111G13 se obtuvieron 17.9 mg del compuesto 56, 

empleando las mismas condiciones cromatográficas. El compuesto se obtuvo 

como un polvo blanco soluble en CHCb o AcOEt. Este compuesto se caracterizó 

como la humilinólida F con base en sus datos espectroscópicos y 

espectrométricos. De manera adicional, se obtuvieron 9 mg adicionales del 

compuesto 36 que presentó un tiempo de retención de 45 minutos. 

Los compuestos 55 y 56 constituyeron nuevos productos naturales y se 

denominaron con los nombres triviales de humilinólida E y F, respectivamente. 

Los últimos cuatro compuestos presentaron las siguientes tiempos de retención, 

constantes físicas (punto de fusión y rotación óptica), espectroscópicas (IR y 

UV) y espectrométricas (EM): 

Metil-2,3-dihidroxi-meliac-8(30)-enato-3-isobutirato (25a): tR = 26.5 

minutos (CH3CN:H20 50:50), p.f.= 89-90 ºC; [a]o= -33.9 (CHCb); UV= 225 nm; 

IR Vmax (KBr) 3459, 2957, 1726, 1504, 1224, 1133, 1025, 758 cm·1 (Espectro 

36);. EM-IE miz (intensidad relativa): 556 [M• (100)], 486 (8), 453 (23), 435 (9), 

379 (54), 367 (10), 269 (12), 196 (14), 134 (39), 95 (52), 83 (17), 71 (39(, 43 

(61) [Espectro 37]. 

Metil-2,3-dihidroxi-meliac-8(30)-enato-3-tiglato (25b): tR = 37 minutos 

(CH3CN:H20 50:50), p.f.= 100-102 ºC; [a]o= 15.9 (CHCb); UV= 225 nm; IR vmu 
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(KBr) 3443, 2997, 1732, 1504, 1223, 1158, 1020, 853, 755 cm·1 (Espectro 42). 

EM-IE miz (intensidad relativa): 568 [M+ (50)], 550 (4), 486 (6), 453 (14), 435 

(3), 395 (19), 296 (5), 191 (7), 173 (5), 134 (10), 95 (20) 83 (100), 54 (48) 

[Espectro 43]. 

Humilinólida E (55): tR = 33 minutos (CH3CN:H20 50:50), p.f.= 98-100 ºC; 

[a]o= -31.5 (CHC'3); DC (MeOH) Ae = -11 (299 nm); UV= 225 nm; IR vmax (KBr) 

3453, 2952, 1730, 1668, 1437, 1223, 1127, 873, 755 cm·1 (Espectro 48); EM-IE 

miz (intensidad relativa): 626 [M+ (44)], 568 (6), 543 (3), 526 (7), 483 (12), 469 

(14), 395 (10), 269 (5), 236 (3), 191 (20), 134 (29), 96 (21), 83 (100), 54 (43) 

[Espectro 49]. 

Humilinólida F (56): tR = 75 minutos (CH3CN:H20 50:50), p.f.= 112-115 

ºC; [a]o= -41.4 (CHC'3); DC (MeOH) Ae = -14 (290 nm); UV= 225 nm; IR vmax 

(KBr) 1756-1744, 1710, 1438, 1372, 1233, 733 cm·1 (Espectro 54); EM-IE miz 

(intensidad relativa): 684 [M+ (31 )], 624 (7), 585 (23), 553 (4), 546 (5), 525 (15), 

437 (12), 377 (5), 295 (8), 235 (14), 95 (24), 83 (100), 55 (40), 43 (24) [Espectro 

55]. 

111.4. OBTENCIÓN DE LOS PRINCIPIOS ACTIVOS DE Malmea 

depressa. 

111.4.1 MATERIAL VEGETAL. 

El material vegetal correspondiente a la madera y la corteza de Malmea 

depressa (Annonaceae) se recolectó en Marzo de 1994, en el Municipio de 

Carrillo Puerto, Quintana Roo. Un ejemplar de referencia se depositó en el 

Herbario Nacional (MEXU, voucher Anaya 93-4), Instituto de Biología; 

Universidad Nacional Autónoma de México. La identificación de la especie 

estuvó a cargo de la Dra. Ana Luisa Anaya del Instituto de Fisiología Celular, 

UNAM. 
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Las hojas de M. depressa se recolectaron en Catemaco Veracruz, en 

Septiembre de 1995. Un ejemplar de referencia fue depositado en el Herbario 

del Instituto de Ecología (XAL), Jalapa. 

111.4.2. OBTENCIÓN DEL ACEITE ESENCIAL A PARTIR DE LAS HOJAS, 

LA CORTEZA Y LA MADERA DE M. depressa. 

El material vegetal seco y fragmentado (hojas, corteza y madera) se 

sometió por separado a una destilación por arrastre con vapor siguiendo los 

procedimientos experimentales convencionales para la obtención de aceites 

esenciales (Vogel, 1989). En el matraz generador de vapor, se colocaron 

aproximadamente 500 mi de agua destilada y en otro se colocaron 200 g de 

hojas ó 100 g de madera y 100 g de corteza en experimentos separados. 

Posteriormente, el matraz generador de vapor se calentó hasta ebullición y el 

vapor generado se hizo pasar a través del material vegetal. El calentamiento del 

matraz generador de vapor se suspendió cuando se obtuvieron 

aproximadamente 250 mi de destilado. El aceite esencial se extrajo del 

destilado mediante un proceso de partición, empleando diclorometano como 

disolvente. La fase orgánica se secó sobre sulfato de sodio anhidro, para 

eliminar la humedad y posteriormente se filtró y se concentró al vacío. Este 

proceso permitió la obtención de 3.4 g, 3.1 g y 4.8 g del aceite esencial de la 

madera, de la corteza y de las hojas, respectivamente. 

111.4.3. PREPARACIÓN DEL EXTRACTO ORGÁNICO DE M. depressa. 

La corteza (200 g) se sometió a tres extracciones sucesivas con CHC'3 

vía maceración. Se emplearon 2 1 del disolvente para cada extracción. La 

solución resultante se concentró a presión reducida, obteniéndose 5 g de 

extracto a partir de la corteza. 
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111.4.4. FRACCIONAMIENTO BIODIRIGIDO DEL EXTRACTO CHC'3 DE 

LA CORTEZA DE M. depressa. 

Durante el fraccionamiento biodirigido se utilizó como bioensayo de 

fitotoxicidad el método bioautográfico descrito en el inciso 111.2.3.1. Las semillas 

de prueba utilizadas fueron Amaranthus hypochondriacus L. Watts y 

Echinochloa crusgalli L. Beauv. El extracto clorofórmico (5 g) se fraccionó 

mediante una cromatografía en columna, utilizando como adsorbente 100 g de 

gel de sílice (Silica gel 60 F254 Merck). El proceso de elución se realizó con 

benceno, mezclas de benceno:AcOEt y mezclas de AcOEt:MeOH, recogiéndose 

un total de 112 fracciones de 100 mi cada una. En la Tabla 8 se describen 

detalladamente los sistemas empleados y las fracciones recolectadas. Las 

fracciones se analizaron por ccf, combinándose aquellas cromatográficamente 

similares. De este proceso se obtuvieron siete grupos de fracciones primarias 

(MI-MVII) [Tabla 8). 

Tabla 8. Fraccionamiento preliminar biodirigido del extracto orgánico de la 
corteza de M. depressa. 

Eluyente Proporción Fracción Fracciones Clave 
(%) colectadas combinadas Fracción 

benceno 100 1-16 8-38 MI* 

benceno:AcOEt. 80:20 17-60 39-50 MIi* 

benceno:AcOEt. 60:40 61-76 51-60 MIII 

AcOEt:benceno 60:40 77-83 61-78 MIV 

AcOEt:benceno 80:20 84-91 79-89 MV 

AcOEt 100 92-97 90-106 MVI 

AcOEt:MeOH 90:10 98-106 107-112 MVII 

AcOEt:MeOH 80:20 107-110 

AcOEt:MeOH 50:50 111-112 
*fracciones activas. 

Se exploró la actividad fitoinhibidora mediante el método bioautográfico 

de cada grupo de fracciones. Para realizar esta determinación se emplearon 

87 



placas de gel de sílice, a las cuales se les aplicó 1 O mg de extracto ó fracción a 

ensayar. Las placas se eluyeron empleando como sistema una mezcla de 

benceno:AcOEt 8:2. Este proceso permitió determinar que las fracciones MI y 

MIi (Tabla 8) contenían compuestos activos, ya que presentaban zonas de 

inhibición bien definidas. En el caso de la fracción MI la zona de inhibición 

correspondió a un cromóforo café con un Rf de 0.75. La zona activa para la 

fracción MIi correspondía a la banda con Rf de 0.40. 

111.4.5. AISLAMIENTO DE LOS CONSTITUYENTES FITOINHIBIDORES 

DE M. depressa. 

Las fracciones activas MI (2 g) y MIi (380 mg) [Tabla 8], eluidas con 

benceno:AcOEt (8:2), se sometieron a cromatografías preparativas sucesivas 

en placas recubiertas con gel de sílice, empleando como sistema de elución 

benceno:AcOEt (8:2). 

De la fracción activa MI se obtuvieron 1.42 g del 1,2,3,4-tetrametoxi-5(2-

propenil)benceno ( compuesto 57). Este producto constituye el principio 

responsable de la actividad biológica detectada anteriormente por el método 

bioautográfico en la fracción MI. El compuesto se aisló como un aceite amarillo 

de olor agradable, soluble en solventes poco polares. 

De la fracción MIi (380 mg) se aislaron cuatro compuestos minoritarios: 

58 {23 mg), 59 (19 mg), 60 {20 mg) y 61 {17 mg). El compuesto 58 se identificó 

como tetrametoxibenzaldehido mediante sus datos espectroscópicos y 

espectrométricos. Este producto se aisló como un aceite de color amarillo y 

constituye un nuevo producto natural. 

Los compuestos restantes se identificaron como el 1,2,3,4-tetrametoxi-5-

{2-propenil)benceno {57), el aldehido 2,3,4,5-tetrametoxicinámico (59), el trans­

iso-miristicina {60) y el alcohol 2,3,4,5-tetrametoxicinamico (61) por comparación 

de sus datos de IR, RNM y EM con los descritos en la literatura {Lopes et al., 

1986; Enríquez et al., 1980; Horada, 1989). 
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111.4.6. AISLAMIENTO DE LA ALANTOINA. 

Del extracto orgánico original precipitó un polvo blanco, el cual mediante 

sucesivos lavados con una mezcla de CHCh:MeOH (8:2) y posterior 

recristalización de MeOH permitió el aislamiento de 3 g del compuesto 62, el 

cual se identificó como alantoina por comparación de sus datos 

espectroscópicos y espectrométricos con los previamente descritos en la 

literatura. Este compuesto se aisló previamente de Platanus orienta/is (Negwer, 

1987). 

111.4.7. CUANTIFICACIÓN Y CARATERIZACIÓN DE LOS 

CONSTITUYENTES DE LOS ACEITES ESENCIALES PREPARADOS A 

PARTIR DE LAS DIFERENTES PARTES VEGETALES DE M. depressa. 

La cuantificación y caracterización de los constituyentes de los aceites 

esenciales derivados de las hojas, la corteza y la madera de M. depressa se 

realizó por cromatografía de gases acoplado a la espectrometría de masas (CG­

EM) empleando las condiciones descritas en el inciso 111.1.1. 

El análisis de los cromatogramas obtenidos indicaron que los tres aceites 

esenciales se encontraban constituidos por los mismos compuestos y en las 

mismas proporciones relativas. La identificación de cada uno de los 

constituyentes se realizó por comparación de los tiempos de retención al 

realizar experimentos de coelución con muestras auténticas obtenidas del 

extracto orgánico de la corteza o por comparación de los espectros de masas 

generados con los registrados en el banco de datos Public/NIST. 
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CAPITULO IV. 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN DE LA INVESTIGACIÓN SOBRE Ma/mea 
depressa. 

IV.1. SELECCIÓN DE LA ESPECIE M. depressa COMO UNA FUENTE 

POTENCIAL DE AGENTES FITOTÓXICOS. 

Los estudios conducentes a la obtención de nuevos principios activos 

vegetales de utilidad tanto terapéutica como agroquímica comprenden varias 

etapas (Hui et al., 1989, Fang et al., 1993; Famsworth y Wamer, 1990). En primer 

termino, es necesario realizar la selección de las especies vegetales idóneas para 

la obtención de los compuestos activos. Para efectuar este proceso se siguen 

generalmente uno o más criterios, los cuales se pueden basar en la semejanza 

del metabolismo secundario entre especies vegetales filogenéticamente 

relacionadas (criterio quimiotaxonómico); en la observación de los efectos que 

ocasionan las interacciones, a veces complejas, entre dos organismos en su 

ecosistema natural ( criterio ecológico); y por último, en el uso que el hombre hace 

de numerosas especies vegetales con fines curativos ( criterio etnobotánico) 

[Benner, 1993; Cox and Balick, 1994;Prance, 1994). 

Una vez que las materias primas se someten a esta selección primaria con 

base en los criterios antes mencionados se realizan pruebas biológicas con el 

objetivo de identificar su potencialidad en algún ensayo preliminar. Aquellas 

especies que demuestran actividades biológicas significativas, se consideran 

entonces candidatos apropiados para la realización de sus estudios químicos 

biodirigidos. Estos permiten la obtención de los principios activos responsables 

de las actividades biológicas demostradas. Por último, los compuestos activos se 

identifican y se someten a una serie de evaluaciones biológicas secundarias con 

la finalidad de obtener una mayor información acerca de sus propiedades 

biológicas, incluyendo su mecanismo de acción (Famsworth y Wamer, 1990; 

Benner, 1993; Prance, 1994; Cox and Balick, 1994 ). 

En el caso específico del presente estudio, la selección de la especie M. 

depressa se realizó con base en dos de los criterios antes señalados. En primer 
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lugar, se consideró que la especie se emplea en la medicina popular Yucateca 

como un agente fitoterapéutico {criterio etnobotánico). En este contexto, es bien 

conocido que las plantas con un reconocido uso medicinal han constituido en 

repetidas ocasiones el punto de partida para la obtención de compuestos activos 

tanto de aplicación medicinal como agroquímica {Farnsworth y Warner, 1990; 

Benner, 1993; Cox and Balick, 1994; Prance, 1994). En segundo lugar, los 

estudios de campo realizados por el biólogo colector permitieron establecer que 

la especie M. depressa es dominante en su ecosistema natural, donde el 

crecimiento de otras especies vegetales es bastante escaso. Estas observaciones 

de índole ecológico permitieron inferir a priori que la especie vegetal podía 

contener aleloquímicos de utilidad para el desarrollo de nuevos · agentes 

herbicidas. 

La identificación y la recolección de la planta, así como las observaciones 

de campo fueron realizadas por la Dra. Ana Luisa Anaya del Instituto de 

Fisiología Celular, UNAM. 

Posteriormente, se demostró la potencialidad fitotóxica y fungicida de los 

extractos derivados de las diferentes partes vegetales de esta especie. La 

potencialidad fitotóxica se determinó mediante el empleó de bioensayos de 

crecimiento radicular en dos especies de malezas: Amaranthus hypochondriacus 

{Amarantacea) y Echinochloa crusgalli (Gramineae). Las técnicas empleadas para 

realizar estas determinaciones fueron la bioutográfica {lnoue et al., 1992, Hai­

Hang et al., 1992) y la de la caja Petri {Anaya et al., 1990 y Pereda-Miranda et al., 

1993; Castañeda et al., 1992; Sánchez y Soto, 1994; ínter alía). Mediante el 

empleo de estos bioensayos se determinó que los extractos clorofórmicos de la 

corteza y la madera de M. depressa inhiben el crecimiento radicular de A. 

hypochondriacus y E. crusgallí. En la Tabla 9 se indican los resultados 

correspondientes y en la Figura 13 se muestra el efecto del extracto de la corteza 

sobre las especies de prueba. La Clso del extracto de la corteza en el caso de A. 

hypochondriacus fue de 134 µg/ml. E crusgallí fue menos sensible al extracto 

obteniéndose una Cl50 de 457 µg/ml. La actividad del extracto clorofórmico de la 
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madera fue comparable a la del extracto total de la corteza (Tabla 9). Es 

importante destacar que los extractos metanólicos de la corteza y de la madera 

fueron inactivos en estas evaluaciones. 

Tabla 9. Efecto fitoinhibidor de los extractos clorofórmicos de la corteza y de la 
madera de M. depressa. 

Muestra 

Extracto CHCl3 de la 
corteza 

Extracto CHCl3 de la 
madera 

Tricolorina A* 

*control positivo. 

Concentración Inhibitoria media (Clso) 
en µg/ml (intervalos de confianza} 

Echinochloa crusgalli Amaranthus 

457 
(500-414) 

600 
(570-630) 

12 
(17-7) 

hypochondriacus 
134 

(164-114) 

200 
(193-215 

37 
(46-29) 

80 

70 

60 

- A. hypochondnecus Cl50 =134 µg/ml 

D E. crusga/1 CI =457 µg/ml 50 . 

¿ 50 -o ·o 
~ 40 .e 
.5 
a, 30 ,, 
~ 20 

10 

o 
50 100 200 

Concentración (µg/mt) 

Figura 13. Efecto del extracto clorofórmico de la corteza de M. depressa sobre el 
crecimiento radicular de A. hypochondriacus. 
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Los resultados de la evaluación del potencial fungicida del extracto 

clorofórmico de la corteza indicaron una moderada actividad antifúngica contra 

Fusarium oxysporum (MIC = 400 µg/ml) y Trichophyton mentagrophytes (MIC = 
400 µg/ml) [Figura 14]. 

Figura 14. Actividad antifúngica del extracto CHCb de M. drepessa. 
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Las actividades biológicas recién descritas para los extractos orgánicos de 

la corteza y de la madera de M. depressa permitieron la selección de esta especie 

como un candidato idóneo para la obtención de prin~ipios fitotóxicos y 

fungitóxicos. En consecuencia, se procedió a la preparación del extracto CHCh de 

la corteza que resultó prácticamente idéntico al de la madera de acuerdo a los 

análisis cromatográficos realizados en capa delgada. Para ello, el material vegetal 

se sometió a un proceso de maceración. Posteriormente, el extracto activo fue 

sometido a un fraccionamiento preliminar utilizando una columna abierta de gel 

de sílice. Este proceso permitió la obtención de siete grupos de fracciones 

primarias (MI-MVII). Las siete fracciones se evaluaron mediante el método 

bioautográfico (lnoue et al., 1992, sección experimental) con la finalidad de 

determinar su actividad fitoinhibidora en las dos especies de prueba (A. 

hypochondriacus y E. crusga/11). Este proceso permitió establecer que la actividad 

fitotóxica se concentraba en las fracciones primarias MI y Mil. 

La fracción MI presentó una zona de inhibición sumamente evidente 

(Figura 15) en tanto que la fracción MIi desarrolló una menor inhibición. Los Rfs 

de las zonas de inhibición fueron de 0.75 y de 0.4 para MI y MIi, respectivamente. 

Al revelar las placas cromatográficas de las fracciones activas con H2S04 al 10%, 

se observó que la fracción primaria MI contenía un compuesto mayoritario (Figura 

15); en tanto que la fracción MIi era una mezcla de por lo menos tres compuestos. 

Con la finalidad de aislar los constituyentes responsables de la actividad fitotóxica 

de las fracciones MI y MIi, ambas fracciones por separado se sometieron a 

sucesivas cromatografías preparativas en capa delgada de gel de sílice, 

empleando como sistema de elución benceno:AcOEt (8:2). Este procedimiento 

permitió la obtención de 1.42 g del 1,2,3,4-tetrametoxi-5-(2-propenil)benceno (57) 

de la fracción MI. Por otra parte, de la fracción activa MIi se aislaron los 

siguientes metabolitos secundarios: el tetrametoxibenzaldehido (58), el aldehido 

2,3,4,5-tetrametoxicinámico (59), trans-iso-miristicina (60) y el alcohol 2,3,4,5-

tetrametoxicinámico {61). El producto 58 representa un nuevo producto natural. 

Las estructuras de los compuestos 57-61 se ilustran en la Figura 16. 
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Figura 15. Bioautografía de la fracción primaria MI. 
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Figura 16. Estructura de los 1111etabolitos secundarios aislados del extracto de la 
corteza de M. depressa. 
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IV.2. CARACTERIZACIÓN DE LOS COMPUESTOS FITOTÓXICOS 

OBTENIDOS DEL EXTRACTO CLOROFÓRMICO DE LA CORTEZA DE M. 

depressa. 

La elucidación estructural de los cinco compuestos aislados se realizó 

mediante la aplicación de técnicas espectroscópicas y espectrométricas. 

El compuesto 57 de aisló como un aceite de color amarillo, de olor 

agradable, soluble en disolventes poco polares. Su fórmula molecular se 

determinó como C13H1a04 por espectrometría de masas. En el espectro de masas, 

el ión molecular (Espectro 3, Tabla 10) se observa en una relación de masa carga 

(miz) 238. 

Tabla 10. Fragmentos presentes en los espectros de masas de los compuestos 
57-61. 

Compuesto Fragmentos (intensidad relativa) 

1,2,3,4-tetrametoxi-5-(2- 238 (97), 223 (100), 192 (70), 191 

propenil)benceno (57) (67), 163 (50), 149 (28). 

2, 3,4, 5-tetrametoxibenzaldehido ( 58) 226 (100), 211 (46), 168 (15), 140 (8), 

125 (10), 97 (7). 

aldehido 2,3,4,5-tetrametoxicinámico 252 (5), 222 (14), 221 (100), 193 (10); 

(59) 179 (18), 178 (13), 177 (17), 166 (14), 

163(7), 151 (32), 150(11). 

trans-isomiristicina (60) 238 (100), 223 (22), 195 (17), 192 

(63), 180 (7), 177 (9), 165 (7), 109 (7). 

alcohol 2,3,4,5-tetrametoxicinámico 254 (100), 239 (33), 211 (16), 196 

(61) (14), 151 (7), 136(4). 

Los espectros de RMN (Espectro 1 y 2, Tabla 11 y 12) presentan el perfil 

típico de un fenilpropanoide (Ce-C3) tetrametoxilado en el núcleo aromático 

(Enríquez et al., 1980; Horada et al., 1989). Así, el espectro de RMN-13C 

(Espectro 2, Tabla 12) presenta señales para 13 átomos de carbono en 
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concordancia con la fórmula molecular establecida. El espectro en su modalidad 

DEPT indica claramente que cuatro de estas señales corresponden a cuatro 

metoxilos unidos a carbonos aromáticos [6c 56.10 (Me0-1 ), 61.25 (Me0-2), 56.10 

(Me0-3) y 62.85 (Me0-4)], dos grupos metilenos (6c33.85 y 115.59) uno de ellos 

vinílico y el otro alifático, y dos grupos metino (6c 107.44 y 137 .16) uno de 

naturaleza aromática y el otro olefínico. Las cinco señales restantes detectadas 

en el espectro de 13C desacoplado son asignables a cinco carbonos aromáticos 

cuaternarios. Cuatro de estas señales [6c 149.38 (C-1 ), 145.20 (C-2), 141.70 (C-

3), 147.63 (C-4)] pertenecen a carbonos unidos a funciones oxigenadas y, la 

quinta corresponde al carbono ipso al propenilo. En el espectro de RMN-1 H 

(Espectro 1) las señales para el residuo propenilo se observan en 6H 5.09 (td, H-

3'), oH 5.96 (ddt, H-2') y 3.36 (d, H-1'). Por otro lado, los metoxilos evidenciados 

en el espectro de RMN-13C aparecen en el espectro de RMN-1 H en 6H 3. 92 (Me0-

1 ), 3.87 (Me0-2), 3.82 (Me0-3) y 3.79 (Me0-4). Por último, la señal del único 

hidrógeno aromático se encuentra en OH 6.44 (H-6). 

Los cuadros de conectividades observado en el espectro de RMN-1 H de 

correlación homonuclear COSY (Figura 17) confirman, en primer lugar, la 

naturaleza del residuo C3; y, por otra parte, que el metino aromático se encuentra 

en disposición orto a uno de los metoxilos y al grupo propenilo de tal forma que el 

anillo aromático se encuentra 1,2,3,4,5 pentasustituido. En el primer caso, se 

aprecia una clara correlación entre los hidrógenos del metileno bencílico (6H 3.36) 

y el metino vinílico en oH 5.96 (H-2'). A su vez, esta última señal correlaciona con 

los hidrógenos del metileno en oH 5.09 (H-3'). 

Las correlaciones recién descritas indican claramente que el residuo C3 

corresponde a un propenilo. En el segundo caso, la interacción entre los 

hidrógenos del metileno bencílico (6H 3.36) y el metino aromático (6H 6.44) 

confirma la disposición orto del grupo propenilo y el metino aromático. Asímismo, 

la interacción de esta última señal con los hidrógenos del metoxilo en 6H 3. 79 

(Me0-4) ponen de manifiesto que el hidrógeno aromático se encuentra también 

en disposición orto a uno de los grupos metoxilos. 
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Tabla 11. Desplazamiento químicos (ppm) obtenidos en la ~MN-1H para los cinco 
metabolitos secundarios aislados del extracto clorofórmico de la 

rt d M d co eza e e,:,ressa. 
Protón Compuesto 

57 58 59 60 61 
H-6 6.44s 7.10 s 6.80s 6.81 s 6.6 s 

Me0-1 3.92 s - - 3.96s -
Me0-2 3.87 s 3.90 s 3.81 s 3.93 s 3.77 s 
Me0-3 3.82s 3.93s 3.87 s 3.90s 3.82 s 
Me0-4 3.79s 3.90s 3.84s 3.83 s 3.83s 
Me0-5 - 3.83s 3.87 s - 3.80s 

H-1' 3.36 d - 7.63d 6.49d 6.32 d 
(6) (16) (16) (16) 

H-2' 5.96 ddt - 6.50 dd 6.23 dq 5.93 dt 
(15, 7, 6) (7, 16) (16, 5) (16, 6) 

H-3' 5.09 td - - 1.90 d 4.22d 
(7, 1.8) (5) (6) 
5.04t -
(15) 

CHO - 10.29 s 9.67 d - -
(7) 

(constantes de acoplamiento en Hertz) 

Tabla 12. Desplazamiento químicos (ppm) obtenidos en la RMN-13C para los 
cinco metabolitos secundarios aislados del extracto clorofórmico de la 
corteza de M. depressa. 

Carbono Compuestos 
57 58 59 60 61 

1 149.38 124.2 144.7 142.6 130.1 
2 145.20 149.37 146.4 141.8 142.2 
3 141.70 144.83 140.9 148.0 145.1 
4 147.63 146.43 148.0 150.9 137.3 
5 128.2 152.2 127.1 147.2 149.3 
6 107.44 103.8 107.2 113.7 103.5 

Me0-1 56.10 - - - -
Me0-2 61.25 61.25 61.3 62.8 60.9 
Me0-3 56.10 57.10 56.3 58.3 55.9 
Me0-4 62.85 61.25 61.9 56.9 61.1 
Me0-5 - 57.10 56.3 56.1 55.9 

1' 33.85 - 147.9 124.4 128.8 
2' 137.16 - 128.4 123.4 124.8 
3' 115.59 - - 18.7 63.5 

CHO - 188.8 193.5 - -
(constantes de acoplamiento en Hertz) 
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Figura 17. Espectro COSY (1H-1H) del compuesto 1,2,3,4-terametoxi-5-(2-
propenil)benceno (57). 

Mediante las evidencias espectroscópicas descritas en el párrafo anterior 

el producto activo se caracterizó como el 1,2,3,4-tetrametoxi-5-(2-pro­

penil)benceno. Es importante señalar que este compuesto se aisló previamente 

de Petroselinum sativum (Horada et al., 1989). Por lo tanto, su aislamiento de 
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Malmea depressa constituye la segunda descripción de este producto en la 

naturaleza. 

El compuesto 58 constituye un nuevo producto natural y se identificó como 

el 2,3,4,5-tetrametoxibenzaldehido con base en sus propiedades 

espectroscópicas. Este metabolito novedoso se aisló como un aceite de color 

amarillo, soluble en disolventes poco polares. Su fórmula molecular se estableció 

como C11H140s con base en los espectros de RNM-13C (Espectro 5, Tabla 12) y 

de masas (Espectro 6, Tabla 1 O). El espectro de masas presenta el ión molecular 

en una miz de 226 urna. Los espectros de RMN (Espectros 4 y 5, Tabla 11, 12) 

permiten evidenciar que el producto 58 es un compuesto aromático simple de tipo 

Cs-C1 (Breitmaier y Voelter, 1989). 

El espectro de RMN-13C del producto 58 (Espectro 5, Tabla 12) presenta 

señales para 11 átomos de carbono, en concordancia con la fórmula molecular 

establecida. Cuatro de estas _señales se atribuyen a los grupos metoxilos de la 

molécula (oc 61.25, Me0-2; 57.10, Me0-3 y Me0-5 y 62.85, Me0-4); la señal en 

oc 188.80 corresponde a un grupo aldehído; y las seis absorciones restantes 

pertenecen a los carbonos del anillo aromático. Cuatro de estas últimas señales 

se encuentran unidas a funciones oxigenadas [oc 149.37 (C-2); 149.83 (C3); 

146.63 (C-4); 152.3 (C-5)]; la quinta es ipso al grupo aldehído [oc 124.20 (C-1)] y, 

la última señal se asigna a un metino aromático [oc 103.8 (C-6)]. El espectro de 

RMN-1H (Espectro 4, Tabla 11) presenta las señales para los cuatro metoxilos en 

OH 3.90 (Me0-2); 3.93 (Me0-5); 3.90 (Me0-3) y 3.83 (Me0-4); además en OH 

10.39 el espectro muestra un singulete que integra para un protón, confirmándose 

así la presencia del grupo aldehído evidenciado anteriormente en el espectro de 

RMN-13C. Por último, se observa una señal simple en OH 7 .1 O (H-6) 

correspondiente al único hidrógeno aromático presente en la molécula. 

En síntesis, las características de los espectros de RMN permiten 

establecer que la molécula presenta cuatro grupos metoxilos y un grupo aldehído 

unidos a un anillo aromático; sin embargo, resta por establecer la disposición 
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relativa de los sustituyentes. En principio es factible proponer las estructuras A-C 

para el producto natural. 

CHO 

A B e 

Para discriminar entre estas tres posibilidades, se procedió al análisis del 

experimento de correlación homonuclear COSY. En el espectro COSY (Figura 18) 

se observa que la resonancia del protón del grupo aldehido (6H10.29) muestra un 

cuadro de conectividad con la señal en 6H 7.10, asignada al protón aromático (H-

6). Por otro lado, la señal del grupo aldehido (6H 10.29) correlaciona también con 

una de las señales asignada a uno de los grupos metoxilo (6H 3.90). 

Estas interacciones, al igual que en el caso del producto 57 sólo son 

posibles si el grupo aldehido se encuentra en disposición orto tanto al metino 

aromático como a uno de los grupos metoxilos (caso de la estructura C). 

Con la finalidad de corroborar esta estructura, se realizaron experimentos 

de asociación NOE (efecto nuclear de Overhauser). Así, la irradiación del 

hidrógeno del aldehido (6H 10.29) provoca la exaltación de las señales en 6H 3.90 

(Me0-2) y en 7 .1 O (H-6) [Figura 19a], como era de esperarse para la estructura C 

propuesta. Por otro lado, la irradiación de la absorción correspondiente al metino 

aromático H-6 (6H 7.10) ocasiona la exaltación de las señales de uno de los 

grupos metoxilo en 6H 3.83 (Me0-5) y de la señal correspondiente al metino de la 

función aldehido (Figura 19b). 

El conjunto de evidencias presentadas permitieron identificar al compuesto 

58 como el 2,3,4,5-tetrametoxibenzaldehido. 
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Figura 18. Espectro COSY (1H-1H) del compuesto 2,3,4,5-tetrameto-benzaldehido 

(58). 
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Figura 19. Experimento de asoc1ac1on NOE del compuesto 2,3,4,5-
terametoxibenzaldehido (58).a) Irradiación de la señal en óH 10.29. b). 
b) Irradiación de la señal en ÓH 7 .1 O. 
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Los compuestos 59, 60, y 61, se identificaron como el aldehido 2,3,4,5-

tetrametoxicinámico, la trans-iso-miristicina y el alcohol 2,3,4,5-

tetrametoxicinámico, respectivamente. Los datos espectroscópicos y 

espectrométricos que permitieron la elucidación estructural de los compuestos 59-

61 se describen detalladamente en las Tablas 1 O, 11 y 12 y están en perfecta 

armonía con los descritos en la literatura para estos compuestos. Cabe aclarar, 

que estos tres fenilpropanoides fueron previamente aislados de Ucaria 

chrysophylla (Lopes et al., 1986). En el caso de los productos 59 y 61, esta 

investigación constituye también la segunda ocasión en que se obtienen de una 

fuente natural. 

IV.4. EVALUACIÓN DEL POTENCIAL FITOINHIBIDOR DE LOS 

METABOLITOS SECUNDARIOS DE M. depressa. 

El potencial fitotóxico de los metabolitos secundarios obtenidos del extracto 

activo de la corteza de M. depressa se determinó de nueva cuenta mediante la 

evaluación de su efecto sobre el crecimiento radicular de A. hypochondriacus y E. 

crusgalli. Se evaluaron los compuestos 1,2,3,4-tetrametoxi-5-{2-propenil}benceno 

(57}, 2,3,4,5-tetrametoxibenzaldehido (58), aldehido 2,3,4,5-tetrametoxicinámico 

(59), trans-isomiristicina {60} y alcohol 2,3,4,5-tetrametoxicinámico (61). 

Los resultados de las evaluaciones realizadas con los compuestos antes 

señalados se muestran en la Tabla 13 y se expresan en forma de 

concentraciones inhibidoras medias (Clso}. En la Figura 20 se indican los 

resultados correspondientes al producto más activo ( 57} y en esta oportunidad los 

resultados se expresan como porcentajes de inhibición a las diferentes 

concentraciones de prueba. 

El compuesto 57 inhibe de manera significativa y selectiva el crecimiento 

radicular de A. hypochondriacus, la Clso es de 43 µg/ml. Al igual que en el caso 

del extracto, la especie E. crusgalli es menos sensible a los tratamientos de este 

compuesto {Clso = 81 O µg/ml}. 
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Tabla 13. Efecto fitoinhibidor de los compuestos puros de M. depressa. 

Muestra 

1,2,3,4-tetrametoxi-5-(2-
propenil)benceno (57) 

2, 3,4, 5-tetrametoxi­
benzaldehido (58) 

Compuesto 59-61 

aldehido 2,3,4,5-
tetrametoxicinámico (59) 

trans-iso-miristicina (60) 

alcohol 2,3,4,5-tetra-
metoxicinámico (61) 

Tricolorina A* 

*Control positivo 

Concentración Inhibitoria media (Clso) en µg/ml 
(intervalos de confidencia) 

Echinochloa Amaranthus hypochondriacus 
crugalli 

810 
(857-765) 

>1000 

>1000 

>1000 

>1000 

>1000 

12 
(17-7) 

43 
(51-35) 

822 
(864-777) 

345 
(425-269) 

>1000 

300 
(346-271) 

>1000 

37 
(46-29) 

80 

• A. hypochondriacus Cl50 = 43 (µg/ml) 

DE. crusgallí Cl50=810 (µg/ml) 

20 

-e-,-..;;=;::...._--==:._......:...._-==--~,-" ----
º 50 100 200 

Concentración( µg/ml) 

Figura 20. Efecto del compuesto 1,2,3,4-tetrametoxi-5-(2-ppropenil)benceno (57) 
sobre el crecimiento radicular de A. hypochondriacus y E. crusgalli. 
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El producto 58 es poco activo contra A. hypochondriacus (C150 = 822 µg/ml} 

e inactivo contra E. crusgalli (Clso > 1000 µg/ml}. Los fenilpropanoides 59 y 61 no 

afectan el crecimiento de las especies de prueba (Cl50 > 1000 µg/ml}. El 

compuesto 60 es moderadamente activo contra A. hypochondriacus (Cl50 = 300 

µg/ml} pero inactivo contra E. crusgalli (Clso > 1000 µg/ml). 

Por último, la mezcla de los compuestos 59-61 presenta una actividad 

moderada sobre A. hypochondriacus (Clso = 345 µg/ml). Sin embargo, su efecto 

contra E. crusgal/i es insignificante (Clso > 1000 µg/ml). La poca actividad 

demostrada por la mezcla de los tres compuestos se puede atribuir a la presencia 

de la trans-isomiristicina (60) ya que los compuestos 59 y 61 por si solos no 

presentan actividad fitotóxica. 

Por otro lado, la comparación de la actividad fitoinhibidora del crecimiento 

vegetal demostrada por los compuestos 57, 58 y 60 indica que la presencia del 

radical propenilo confiere una mayor actividad biológica. 

Algunos autores han descrito, que al aumentar la lipofilicidad del 

fenilpropanoide incrementa la actividad fitoinhibidora. Por ejemplo, el ácido 

trimetoxicinámico (67) es inactivo sobre el crecimiento de algas; en cambio el 

trimetoxipropenilbenceno (68) presenta una actividad inhibidora significativa 

sobre el crecimiento de estos organismos y sobre la germinación de semillas de 

diferentes especies vegetales (Reynols, 1978; Greca et al.; 1992 y1995). De 

manera general, los fenilpropanoides fitotóxicos investigados a la fecha ejercen 

su efecto en un intervalo de concentración comprendido entre 10·2 y 10-4 µM 

(Einhellig, 1986, 1993; Macias, 1995). En consecuencia, el 1,2,3,4-tetrametoxi-5-

(-2-propenil)benceno se encuentra dentro de los fenilpropanoides más activos 

descritos en la literatura ya que las concentraciones inhibidoras medias del 

crecimiento encontradas en el presente estudio oscilan entre 1.8 x 10-4 y 3.4 x 

10·3_ Asimismo cabe resaltar que la actividad del producto natural es comparable 

a la de muchos sesquiterpenoides y monoterpenoides, considerados como los 

productos vegetales con la mayor potencia fitotóxica (Macías, 1995; Duke 1991 ). 
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IV.4. EVALUACIÓN DEL COMPUESTO 1,2,3,4-TETRAMETOXl-5-(2-

PROPENIL)BENCENO SOBRE DIVERSAS ACTIVIDADES FOTOSINTÉTICAS. 

Tomando en cuenta la potente actividad fitoinhibidora del compuesto 

1,2,3,4-tetrametoxi-5-(2-propenil)benceno contra la especie A hypochondriacus 

y con la finalidad de explorar con mayor profundidad su potencial herbicida, se 

decidió evaluar el efecto de este producto sobre diversas reacciones del 

proceso fotosintético. De manera específica, sobre las reacciones de la fase 

luminosa de la fotosíntesis empleando cloroplastos aislados de espinacas. 

Las actividades fotosintéticas estudiadas se seleccionaron tomando como 

referencia el blanco de acción de los herbicidas comerciales y al considerar que 

algunos fenilpropanopides, como los ácidos cinámico, p-cumárico, ferúlico, 

sinápico, caféico y clorogénico, inhiben el proceso de la fotosíntesis (Einhellig, 

1986y 1995; Einhellig et al., 1993; Duke y Lydon, 1993; Duke y Abbas, 1995; 

Moreland, 1980, Mersie y Singh, 1993). 

En primer lugar, se determinó el efecto que presenta el 1,2,3,4-

tetrametoxi-5(2-propenil)benceno (57) sobre la síntesis de ATP. Posteriormente, 

considerando que el producto inhibe de manera significativa la síntesis de ATP 

se procedió a dilucidar el mecanismo mediante el cual ejerce su efecto inhibidor 

sobre el proceso de fotofosforilación. En este sentido, cabe recordar, que la 

síntesis de ATP se puede inhibir en tres niveles diferentes: i) desacoplando la 

síntesis de ATP del transporte de electrones, ii) inhibiendo la transducción de 

energía e iii) inhibiendo la reacción de Hill ( Moreland, 1980; Trebs, 1972; 

Mitchell, 1977). Para discernir entonces, entre estos tres posibles mecanismos 
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de acción se procedió a evaluar el efecto de diferentes concentraciones del 

fenilpropanoide sobre el transporte de electrones basal, fosforilante y 

desacoplado, así como sobre la captación de protones. 

La interpretación de los resultados indicaron que el producto natural 

afecta los transportes de electrones basal, fosforilante y desacoplado así como 

la captación de protones y síntesis de ATP. En consecuencia el compuesto 

actúa a nivel de la cadena transportadora de electrones en los FSI y FSII. Por 

último, para determinar específicamente el blanco ( o el sitio) de acción afectado 

en la cadena transportadora de electrones se procedió a evaluar el efecto del 

fenilpropanoide sobre los FSI y FSII. 

111.4.1. SÍNTESIS DE ATP Y CAPTACIÓN DE PROTONES. 

La síntesis de ATP y la captación de protones se determinó de acuerdo a 

la metodología descrita por Dilley (1972) ) [inciso 111.2.6.4]. Este procedimiento 

se basa en medir el cambio de pH en el medio de la reacción inducido por la 

síntesis de ATP en presencia de ADP y Pi (Calera et al., 1996). Cabe destacar 

que durante la síntesis de ATP a pH 8, la enzima H•-ATPasa consume 

irreversiblemente un protón por cada molécula de ATP sintetizada de acuerdo a 

la siguiente reacción: 

ADP3- + HP04 2• + H+ ~ ATP 4- + H20 

Entonces la variación de pH debido al consumo de protones es 

proporcional a la cantidad de ATP generada. En la Figura 21 se observa el 

efecto del compuesto sobre la síntesis de ATP cuando los electrones se 

transportan del H20 al MV. Esta Figura muestra que el compuesto inhibe 

significativamente la síntesis de ATP de manera dependiente de la 

concentración. El compuesto inhibe en un 98.9% la síntesis de ATP a la 

concentración de 4.54 µM, observándose que la Clso es de 1.48 µM (Tabla 14). 

En la Figura 21 también se muestran los resultados obtenidos sobre la 

captación de protones; este último ensayo biológico se desarrolló empleando 

las mismas condiciones excepto que al medio de reacción no se suplemento 
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con ADP y Pi. El compuesto 57 también inhibe en forma significativa la 

captación de protones. La Clso para la captación de protones es de 1.95 µM 

(Tabla 14). A la concentración de 4.54 µM la captación de protones se inhibe en 

un 96.5 %. 
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Figura 21. Efecto del 1,2,3,4-tetrametoxi-5-{2-propenil)benceno sobre la síntesis 
de ATP y sobre la captación de protones. 

IV.4.2. TRANSPORTE DE ELECTRONES. 

Para determinar el mecanismo mediante el cual el 1,2,3,4-tetrametoxi-5-

{2-propenil)benceno inhibe la síntesis de ATP y la captación de protones se 

determinó el efecto del mismo sobre el transporte de electrones fotosintético 

{fase luminosa). Para este ensayo se emplearon tres condiciones 

experimentales diferentes. En primer lugar, se evaluó el transporte de 

electrones basal {Te· basal); esta actividad se determinó midiendo el flujo de 

electrones dependiente de la luz en el medio basal; en este caso, la velocidad 

del transporte de electrones es baja debido a la ausencia de ADP y Pi en el 

medio (Trebs, 1972). En la segunda determinación, se midió el transporte de 

electrones fosforilante {Te· fosforilante) y para ello se adicionó al medio basal 

ADP { 1 mM) y Pi {3mM) para así permitir la actividad catalítica de la enzima H+ -

ATPasa; en este caso, la velocidad del transporte de electrones es de una a 
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tres veces mayor que la del Te· basal, ya que el gradiente de pH es utilizado 

para la fosforilación (Trebs, 1972). Por último, se determinó el transporte de 

electrones desacoplado (Te· desacoplado), para lo cual se adicionó al medio de 

reacción basal NH4CI (6mM) como un agente desacoplante. Este último 

promueve la disipación del gradiente de H+ generado en la cadena fotosintética. 

observándose una velocidad máxima de flujo de electrones. Sí un compuesto 

inhibe el transporte de electrones bajo estas condiciones se le considera como 

un inhibidor clásico de la reacción de Hill (McCarty, 1977; Trebs, 1972; Mitchell, 

1977). El efecto del compuesto sobre el transporte de electrones fotosintético se 

determinó in vitro empleando al agua como un donador natural de electrones y 

al MV como un aceptor artificial de electrones. Estos ensayos se realizaron 

empleando cloroplastos intactos de espinacas iluminados y lisados al momento 

del ensayo. 

Los resultados indicados en la Figura 22 y en la Tabla 14 indican que el 

1,2,3,4-tetrametoxi-5-(2-propenil)benceno inhibe significativamente los 

transportes de electrones basal, desacoplado y fosforilante en el intervalo de 

concentración de 1 a 5 µM. Las concentraciones inhibidoras medias (Clso) 

calculadas son de 3.6, 5.0 y 2.7 µM, respectivamente. Según los resultados 

obtenidos, el transporte de electrones desacoplado es el más afectado, 

inhibiéndose en un 85% a una concentración de 2. 7 µM. 

Tabla 14. Efecto de 1,2,3,4-tetrametoxi-5(2-propenil}benceno sobre las 
reacciones generales de la fotosíntesis de agua a MV. 

Concentración del 
Reacciones Generales compuesto (µM} 

Flujo de electrones basal 4.54 

Flujo de electrones fosforilante 4.54 

Flujo de electrones desacoplado 4.54 

Síntesis de ATP 4.54 

Captación de protones 4.54 
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% de inhi­
bición (±DS} 

74.0 (3.6} 

50.0 (2.5} 

85.0 (4.2} 

98.9 (O.O} 

96.5 (O.O} 

Clso 
(µM} 

3.60 

5.00 

2.70 

1.48 

1.95 
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Figura 22. Efecto del 1,2,3,4-tetrametoxi-5-(2-propenil)benceno sobre el 
transporte de electrones basal, fosforilante y desacoplado. Las 
velocidades del control para los transportes de electrones basal, 
fosforilante y desacoplado son 580, 488 y 1280 µequv. de e·. hr"1 • mg 
de clorofila. 

El efecto inhibidor que demostró el compuesto sobre el re· (ba~al, 

fosforilante y desacoplado), la síntesis de ATP y la captación de protones fueron 

dependientes de la concentración. Con base en estos resultados, el compuesto 

1,2,3,4-tetrametoxi-5-(2-propenil)benceno se caracterizó como un inhibidor 

clásico de la reacción de Hill. Cabe mencionar que los compuestos que inhiben 

los flujos de electrones basal, fosforilante y desacoplado no permiten que se 

genere el gradiente electroquímico de protones y, por lo tanto, no se dispone de 

la energía libre necesaria para la síntesis de ATP. 

El mecanismo de acción demostrado para el 1,2,3,4-tetrametoxi-5-(2-

propenil)benceno es similar a los descritos para algunos compuestos naturales 

como el piquero! A, el diacetilpiquerol (Mendoza et al., 1994), el cacalol (Lotina­

Hennsen et al., 1991 ), la ivalina ( Bernal-Morales et al., 1994 ), la zaluzanina C 
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(Lotina-Hennsen et al., 1992), la isoallolantolactona (Calera et al., 1995) y la 

juglona (Hejl et al., 1993). 

IV.4.3. EFECTO DEL 1,2,3,4-TETRAMETOXl-5-(2-PROPENIL)-BEN­

CENO SOBRE LAS REACCIONES PARCIALES DE LA CADENA REDOX EN 

EL TRANSPORTE DE ELECTRONES A NIVEL DE LOS FOTOSISTEMAS I Y 11. 

Con la finalidad de ubicar específicamente el sitio y las enzima redox de 

la cadena transportadora de electrones afectados por el fenilpropanoide 57, se 

determinó su efecto sobre el transporte de electrones en los fotosistemas I y 11. 

En el caso del FSI se determinó el efecto del compuesto sobre las siguientes 

reacciones parciales: de PMS a MV y de DCPIPreducido a MV. En el caso del 

fotosistema 11, se ensayo el efecto sobre tres reacciones parciales (H20 

~DCPIP/K:,[Fe(CN)e], H20 ~ SiMo y DCP ~ DCPIP). Para estas 

determinaciones, se emplearon diferentes donadores y aceptares de electrones 

artificiales e inhibidores de la cadena fotosintética, los cuales se describen 

detalladamente en la sección experimental. 

En primer lugar, se determinó la actividad en el fotosistema II en donde 

se midió el Te· de H20 a DCPIP/K:,Fe(CN)e. En esta reacción, el agua actuó 

como un donador natural de electrones y el DCPIP/ K:,Fe(CN)s actuó como·un 

aceptar artificial de electrones, equivalente al aceptar natural Cit bJf (ver Figura 

23). Para inhibir el paso de electrones hacia el FSI se adicionó DBMIB a la 

mezcla de reacción. Los resultados obtenidos de estos ensayos permitieron 

comprobar que el transporte de electrones de H20 a DCPIP/ K:,Fe(CN)s se 

inhibe en un 81 % a la concentración de 9.08 µM. La Clso fue de 4.3 µM (Tabla 

15). 
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Tabla 15. Efecto de 1,2,3,4-tetrametoxi-5-(2-propenil)benceno sobre las 
diversas reacciones parciales de los FS I y 11. 

Reacciones parciales 
FSI 

PMSreducido ~ MV 

DCPIP~MV 

FSII 

DCP~DCPIP 

-1.5 

Concentración del 
compuesto (µM) 

13.61 

13.61 

9.80 

6.05 

9.08 

p7 • 

% de inhibición Clso 
(±OS) (µM) 

41.0 (3.1) 20.50 

27.0 (4.7) 29.60 

81.60 (1.5) 

96.10 (2.3) 

51.00 (3.6) 

4.32 

2.86 

8.90 

-1.0 
,, 

P68o" "'Fe-S 
\A ........... Fd ........... Fri 

-0.5 

o.o 
~a oc:1P ············· ....._, NA1>r11! 

\ e· KJ(Fc(CN)61 ................... ·••••• 
O;:," .. ..... l,u, 

~------- / 
DDMID ~ ....... r100 

FSI 

FSII 

Figura 23. Determinación de electrones desacoplado en el FSII de H20 a 
DCPIP/K:,Fe(CN)a (Cit bJf) 

Posteriormente, se determinó el efecto del 1,2,3,4-tetrametoxi-5-(2-

propenil)benceno sobre la segunda reacción parcial (del H20 al SiMo) y de 

nueva cuenta, el agua actuó como un donador natural de electrones y el SiMo 

(equivalente a FeO, ver Figura 24) actuó como un aceptar artificial de 

electrones. El DCMU se empleó para inhibir el transporte de electrones hacia el 

FSI, específicamente inhibe el re· de FeO a QA, En esta ocasión, el 
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fenilpropanoide inhibió el transporte de electrones en un 96% a la 

concentración de 6.05 µM y la Cl50 calculada fue de 2.8 µM. 

-1.5 

.J.O 

-0.5 

o.o 

0.5 

1.0 

Figura 24. Determinación de electrones desacoplado en el FSII de H20 a SiMo 
(FeO) 

Finalmente, se determinó la velocidad del transporte de electrones en el 

intervalo de DPC a DCPIPrec1ucido· En esta última determinación se adicionó al 

medio del ensayo tris con la finalidad de impedir la hidrólisis del agua. El DCP 

actuó como un donador artificial de electrones a nivel de P680 y el DCPIP 

reducido con asc_orbato actuó como un aceptar final de electrones equivalente al 

aceptar natural Cit bs/f (ver Figura 25). A la concentración de 9.8 µM el 

transporte de electrones se inhibió en un 51 % y el valor de Clso fue de 8.9 µM 

(Tabla 15). 

El transporte de electrones en el FSI se determinó primero sobre la 

reacción que va de PMSrec1ucido a MV. Para este bioensayo se utilizaron 

cloroplastos tratados con KCN, el cual inhibe la actividad de la plastocianina e 

inactiva el transporte de electrones del FSII al FSI (lzawa, 1977). El PMS 

reducido con ascorbato actúa como un donador artificial de electrones a nivel 

de P700 en el FSI y el MV actúa como un aceptar final de electrones (ver Figura 

26). El compuesto de prueba se ensayo en un intervalo de concentración de 1 a 

5 µM. Como se puede deducir a partir de los resultados resumidos en la Tabla 
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15, el transporte de electrones en esta parte del FSI no se afectó 

significativamente por el fenilpropanoide. 
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Figura 25. Determinación de electrones desacoplado en el FSII de DCP (H20) a 
DCPIP (Cit be/f) 
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Figura 26. Determinación de electrones desacoplado en el FSI de PMSred (P100) 

a MV (NADPH). 

La segunda reacción parcial del FSI investigada en presencia del 

producto natural fue de DCPIPrec1ucido a MV. El DCPIP reducido con ascorbato 

actúa como un donador artificial de electrones a nivel del complejo bs/f. En este 

caso, al igual que en la reacción anterior se empleo el MV como un aceptar final 

de electrones, y el DCMU se adicionó a la mezcla de reacción con la finalidad 

de inhibir el flujo de electrones del fotositema 11 al fotosistema I a nivel de Oe 
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(ver Figura 27). El NH4CI se empleo como un agente desacoplante para estudiar 

el efecto del compuesto sólo en el flujo de electrones del FSI. 
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Figura 27. Determinación de electrones desacoplado en el FSI de 
DCPIPreducido (Cit bslf) a MV (NADPH). 

Los resultados de los experimentos sobre esta última reacción indicaron 

que el 1,2,3,4-tetrametoxi-5(2-propenil)benceno no afectó este transporte de 

electrones. 

El análisis global de los resultados obtenidos sobre las reacciones 

parciales de los fotosistemas I y 11, indican que el fenilpropanoide inhibe en 

forma significativa las tres reacciones parciales del fotosistema 11. Por lo que su 

sitio de acción se ubica específicamente entre P680 y QA, El sitio de inhibición del 

1,2,3,4-tetrametoxi-5-(2-propenil)benceno, es igual al de algunos compuestos 

naturales y sintéticos. Dentro de los sintéticos podemos mencionar al DCMU, el 

cual inhibe en un 50% el transporte de electrones entre Paso y QA a una 

concentración de 1 O µM. 

La isoalloalantolactona, el piquero! A, el cacalol, la zaluzanina C, la 

juglona, la ivalina; todos productos naturales, también inhiben el transporte de 

electrones a este mismo nivel. Sin embargo, ninguno de estos compuestos 

desarrolla equiparable con la del fenilpropanoide 57. 

Cabe señalar que el producto natural 1,2,3,4-tetrametoxi-5-(2-

propenil)benceno fue aproximadamente 370 veces más activo que los 
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fenilpropanoides previamente investigados (Einhellig, 1975, 1986, Mersie et al., 

1993). Por ejemplo, los ácidos caféico, p-cumárico, sinápico y ferúlico reducen 

la actividad fotosintética en las hojas de soya { Glicina max) a una concentración 

de 1000 µM { 1 mM); pero en las concentraciones de 100 y 500 µM no afectaron 

este proceso. En estudios mas recientes, se encontró que los ácidos ferúlico y 

p-cumárico inhiben en un 33 y 37%, respectivamente, la fotosíntesis de Abutilon 

theoprasti a una concentración de 100 µM {Mersie y Singh, 1993). 

IV.5. IDENTIFICACIÓN DE LOS CONSTITUYENTES PRESENTES EN 

LOS ACEITES ESENCIALES DERIVADOS DE LAS HOJAS Y DE LA MADERA 

DE M. depressa. 

Considerando, por un lado el nivel de actividad demostrada por el 

fenilpropanoide 57 como un agente fitotóxico y, por el otro, que los 

fenilpropanoides son constituyentes de un gran número de esencias, se 

consideró pertinente demostrar la presencia del compuesto activo 57 en los 

aceites esenciales preparados a partir de la corteza y de las otras partes 

vegetales {hojas y madera) de M. depressa. De esta forma, se podría proponer 

a posteriori un procedimiento más simple y económico para obtener el 

compuesto fitotóxico en una posible escala industrial. De manera adicional, al 

determinar la presencia del compuesto activo en las hojas se contribuiría a la 

preservación de la especie, en el caso de que el producto natural o sus 

análogos resultaran apropiados para una futura comercialización. 

La composición de los aceites esenciales obtenidos por arrastre de vapor 

a partir de la madera, hojas y corteza de M. depressa se determinó mediante un 

análisis por cromatografía de gases acoplado a la espectrometría de masas 

(CG-EM) empleando las condiciones descritas en el inciso 111.1.1. 

Los cromatogramas obtenidos de este análisis indicaron que los aceites 

esenciales derivados de las diferentes partes vegetales están constituidos por 

cinco compuestos con diferentes tiempos de retención (Figuras 28-30). En todos 
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los casos, cuatro de los cinco picos corresponden a los compuestos 57-60 

aislados previamente del extracto orgánico de la corteza. 

57 
100 

80 Compuesto TR % 
(minutos) 

57 7.50 95 
58 8.64 1.25 

60 59 10.92 1.21 
60 7.72 1.34 
63 8.25 1.11 

40 

20 

3 5 7 9 11 13 

t/min 

Figura 28. Cromatograma del aceite esencial de la madera de M. depressa. 

Estos constituyentes fueron identificados por comparación de sus 

tiempos de retención, al realizar experimentos de coelución con muestras 

obtenidas anteriormente del extracto orgánico. Por otro lado, los espectros de 

masas de los cuatro componentes resultaron idénticos a los de los compuestos 

57-60 (ver Tabla 10). El quinto compuesto aparentemente se trata de la cis-iso­

miristicina (63) ya que el espectro de masas resulta idéntico al registrado para 

este compuesto en el banco de datos Public /NIST. Para caracterizar 

inequívocamente a este producto se requiere aislarlo en forma pura y 

determinar sus parámetros espectroscópicos. 
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67 8.11 
68 10.31 
69 11.92 
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Figura 29. Cromatograma del aceite esencial de la corteza de M. depressa 

57 
100 

80 Compuesto TR o/o 
(minutos) 

67 7.58 96.00 
68 8.64 1.20 

60 69 10.92 1.51 
60 7.70 1.28 
63 8.26 1.21 

40 

20 
60 
/ 63158 59 

3 5 7 9 11 13 

t/min 
Figura 30. Cromatograma del aceite esencial de las hojas de M. depressa 
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Los espectros 7 a y 7b corresponden a los espectros de masas generados 

por el compuesto de 63, de origen natural, de tiempo de retención de 8.25 

minutos y el registrado para la cis-isomiristicina en el banco de datos antes 

mencionados. 

Con relación a la concentración relativa de los constituyentes detectados 

en los aceites esenciales, el constituyente mayoritario corresponde al 

fenilpropanoide activo 57, cuya proporción osciló entre un 94 y un 97.8 %. La 

concentración de los otros constituyentes fueron comparables en todos los 

casos (ver Figuras 28-30). 

Cabe aclarar que el alcohol 2,3,4,5-tetrametoxicinámico (59) aislado del 

extracto orgánico de la corteza no estuvo presente en ninguno de los aceites 

esenciales analizados (hojas, corteza y madera). 

La presencia de compuestos aromáticos tetrametoxilados en las distintas 

partes vegetales de M. depressa podría ser de relevancia quimiotaxonómica, ya 

que la biosíntesis de compuestos aromáticos simples tetraoxigenados es rara en 

la naturaleza. A la fecha, sólo se han descrito siete de estos productos 

naturales [trans-isomiristicina (60), cis-isomiristicina (63), alcohol 2,3,4,5-

tetrametoxicinámico (61), aldehído 2,3,4,5-tetrametoxicinámico (59), 1,2,3,4-

tetrametoxi-5-(2-propenil)benceno (57), apiol (64) y dilapiol(65)] (Lepes et al., 

1986). 
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IV.6. POTENCIAL CITOTÓXICO Y ANTIFÚNGICO DE 1,2,3,4-

TETRAMETOXl-5-(2-PROPENIL)BENCENO. 

Considerando los resultados de las evaluaciones biológicas demostrados 

por el 1,2,3,4-tetrametoxi-5-(2-propenil)benceno (57) se decidió determinar el 

efecto citotóxico del compuesto y del extracto clorofórmico de la corteza de M. 

depressa sobre diferentes líneas celulares con la finalidad de conocer la 

toxicidad o inocuidad del producto sobre los mamíferos. Las líneas celulares 

empleadas para este bioensayo fueron: el carcinoma mamario (MCF-7), el 

carcinoma de pulmón (A-549) y el adenocarcinoma de colon (HT-29) y como un 

control positivo se utilizó la adriamicina. Los resultados de estas evaluaciones 

se muestran en la Tabla 16 e indican que el fenilpropanoide 57 y el extracto no 

demostraron un efecto citotóxico significativo sobre las líneas celulares 

ensayadas ya que las DEso fueron mayores a 4 y 20 µg/ml, respectivamente. 

Tabla 16. Actividad citotóxica del extracto orgánico de la corteza de M. depressa 
y del 1,2,3,4-terametoxi-5-(2-popenil)benceno (57). 

Muestra 

Extracto 
orgánico 

Compuesto 57 

Adriamicina 

Línea celular (DEso µg/ml) 

A-549 MCF-7 

20.57 20.86 

70.80 46.40 

HT-29 

20.46 

29.30 

7 X 10"3 

*Control positivo. A-549, carcinoma de pulmón; MCF-7, carcinoma mamario HT-29, 
adenocarcinoma de colon. 

Los criterios de actividad previamente establecidos para definir la 

actividad citotóxica de extractos y compuestos puros indican que un extracto es 

activo cuando presenta una DEso < 20 µg/ml; para el caso de compuestos puros 

la DEso debe ser< a 4 µg/ml (Anderson et al., 1991). 
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De manera adicional, se exploró el potencial fungicida del 

fenilpropanoide sobre las mismas especies de hongos empleados durante el 

proceso de selección de esta especie. Los resultados de esta evaluación 

indicaron que el producto natural, al igual que el extracto original, únicamente 

muestra actividad contra T. mentagrophytes {CIM = 500 µg/ml) y contra el 

fitopátogeno F. oxysporum {CIM = 250 µg/ml). Sin embargo, el nivel de actividad 

detectado no es comparable al de los fungicidas comerciales pero podría ser de 

utilidad en los mecanismos de defensa de la especie productora. 

IV.7. CONCLUSIONES. 

Los resultados derivados de la presente investigación confirman una vez 

más que las observaciones de tipo ecológicas y etnomédicas constituyen 

criterios importantes para la preselección de materias primas como una fuente 

potencial de principios herbicidas. La aplicación de estos criterios para la 

selección de la especie M. depressa en conjunto con la implementación de un 

estudio fitoquímico biodirigido y la realización de ensayos biológicos 

secundarios apropiados condujeron a demostrar que el compuesto 1,2,3,4-

tetrametoxi-5-(2-propenil)benceno, presente en altos rendimientos en la especie 

M. depressa, constituye un agente fitotóxico capaz de inhibir el crecimie.nto 

radicular de A. hypochondriacus e interferir con el metabolismo energético 

vegetal inhibiendo el transporte de electrones fotosintético, en cloroplastos 

aislados de espinacas, a nivel del fotosistema II en el rango de la cadena 

transportadora de electrones comprendido entre P680 y QA, El nivel de actividad 

demostrado por este compuesto en las distintas evaluaciones biológicas 

realizadas fue significativo y permite proponer que el producto natural constituye 

un candidato apropiado para el desarrollo de nuevos agentes herbicidas 

biodegradables y menos tóxicos. 

La simplicidad en la estructura molecular del producto natural activo 

permite inferir a priori que su síntesis y la de análogos con una mayor potencia 

no debe implicar una gran dificultad. 
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Por otro lado, el producto 57 se encuentra en M. depressa en altos 

rendimientos tanto en la corteza como en la madera y las hojas. La presencia 

del producto natural en las hojas en altos rendimientos es de gran importancia 

ya que de lograrse una eventual comercialización del producto y de 

determinarse que la especie vegetal constituye la única fuente para su 

obtención, no se ocasionaría un daño irreversible a la fuente natural mediante la 

recolección de la corteza o de la madera del árbol. 
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CAPITULO V 

RESUL TACOS Y DISCUSIÓN SOBRE EL ESTUDIO DE LOS 
PRINCIPIOS INSECTICIDAS DE Swietenia humi/is Zuccarini. 

V.1. DETERMINACIÓN DE LA POTENCIALIDAD INSECTICIDA DE 

Swietenia humilis. 

La selección primaria de S. humilis se realizó considerando como criterio 

primordial que la mayoría de las especies de la familia Meliaceae biosintetizan 

metabolitos secundarios de tipo tetranortriterpenoide (criterio 

quimiotaxonómico), los cuales poseen una potente actividad insecticida entre 

otras actividades biológicas (Mikolajczak y Reed, 1987; Champagne et al., 1992; 

Rembold y Puhlman, 1993; Kubo, 1993; Arnason et al., 1993; Segura-Correa et 

al., 1993; Schmutteter, 1995; Govindachari et al., 1995, 1996; lsman et al., 1996; 

inter alia). Posteriormente, durante la realización de un ensayo biológico 

preliminar conducente a la determinación de la potencialidad insecticida de los 

extractos totales derivados de las semillas de la planta, se comprobó que este 

material vegetal contiene principios activos capaces de inhibir el desarrollo de 

las larvas del gusano barrenador del maíz ( Ostrinia nubilalis). 

Para determinar la actividad insecticida preliminar de los extractos 

hexánico y clorofórmico derivados de las semillas de S. humilis se evaluó el 

efecto de los mismos sobre la mortalidad de las larvas naonatas (Fase 111, entre 

los días 9 y 13} de Ostrinia nubilalis. Para ello, los extractos se incorporaron a la 

dieta artificial de las larvas del insecto a una concentración del 0.1 % al inicio de 

la fase 111 (día 9 del desarrollo larvario). Al cabo de esta fase (día 13) se 

procedió a contar las larvas sobrevivientes para determinar el porcentaje de 

mortalidad. De acuerdo a los resultados obtenidos, únicamente el extracto 

clorofórmico afectó significativamente la sobrevivencia de las larvas, 

ocasionando un 75% de mortalidad con relación al control. Por otro lado, el 

extracto hexánico ocasionó un porcentaje de mortalidad de las larvas de un 25 

% con respecto al control. 
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V.2. AISLAMIENTO DE LOS METABOLITOS SECUNDARIOS DEL 

EXTRACTO CLOROFÓRMICO ACTIVO DE LAS SEMILLAS DE S. humilis. 

Con base en los resultados previamente presentados, se decidió llevar a 

cabo el estudio fitoquímico convencional de las semillas de S. humilis con la 

finalidad de aislar los principios activos. Para preparar el extracto en gran 

escala, se procedió en primer lugar a desgrasar el material vegetal con hexano. 

Posteriormente, este material se extrajo con cloroformo mediante un proceso de 

maceración. 

El extracto resultante de las semillas de S. humilis se fraccionó de 

manera preliminar mediante una cromatografía en columna abierta sobre gel de 

sílice. Este proceso perm.itió la obtención de tres grupos de fracciones primarias 

(SI-SIII) [Tabla 4]. El análisis de los espectros de IR de las fracciones primarias 

permitió detectar que las fracciones II y III contenían compuestos de naturaleza 

limonoide. En ambos casos, los espectros presentan absorciones típicas para 

grupos furano, cetona y éste·r de B-lactona, entre otros. Estas absorciones son 

características de los limonoides previamente descritos en el género Swietenia 

(Kadota et al., 1990a, 1990b; Segura-Correa et al., 1993; Okorie y Taylor, 

1971 ). Las fracciones primarias SIi y SIII fueron sometidas a diversos procesos 

cromatográficos incluyendo la cromatografía líquida de alta presión (HPLC). La 

aplicación de estos procedimientos analíticos permitió el aislamiento de once 

limonoides del tipo mexicanólida, dos de los cuales representan nuevos 

productos naturales y se denominaron con los nombres triviales de 

humilinólidas E (55) y F (56). Los restantes productos aislados y caracterizados 

incluyen: el metil-2,3-dihidroxi-meliac-8(30)-enato-3-isobutirato (25a); el metil-

2,3-dihidroxi-meliac-8(30)-enato-3-tiglato (25b); las humilinólidas A (26), B (27), 

C (28) y D (29); la humilina B (30); la swietemahonina C (36) y la swietenina C 

(44). Los dos últimos constituyen nuevos metabolitos secundarios para la 

especie; en tanto que las humilinólidas A-D (26-29), la humilina B (30), el metil-

2,3-dihidroxi-meliac-8(30)-enato-3-isobutirato (25a) y el metil-2,3-dihidroxi­

meliac-8(30)-enato-3-tiglato (25b) habían sido previamente aislados de las 
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semillas de S. humilis (Okorie y Taylor, 1971; Segura-Correa et al., 1993). Cabe 

destacar que los productos 25a y 25b fueron inicialmente aislados en mezcla 

(Okorie y Taylor, 1971) y en esa oportunidad los investigadores propusieron 

tentativamente la estructura molecular de los dos compuestos con base en el 

análisis de los espectros de masas y RMN-1H de la mezcla. En la Figura 31 se 

muestran las estructuras de los productos aislados y en la Tabla 17 se resumen 

sus rendimientos. 

Tabla 17. Metabolitos secundarios aislados de las semillas de S. humilis 

Nombre Fracción Rendimiento 

(%)* 

humilinólida A (26) SIII 0.290 

humilinólida B (27) SIi 0.045 

humilinólida C (28) SIi 0.290 

humilinólida D (29) SIII 0.054 

humilina B (30) SIII 0.021 

swietamahonina C (36) SIII 0.076 

swietenina C (44) SIII 0.036 

metil-2, 3-dihidroxi- SIII 0.032 

meliac-8(30)-enato 

3-isobutirato 

(25a) 

metil-2, 3-dihidroxi- SIII 0.047 

meliac-8(30)-enato 

3"'.tiglato 

(25b) 

humilinólida E (55) SIII 0.029 

humilinólida F (56) SIII 0.036 

*el rendimiento se expresa en porcentaJe con respedo al peso total del matenal vegetal seco. 
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V.3. CARACTERIZACIÓN DE LAS MEXICANÓLIDAS OBTENIDAS DEL 

EXTRACTO CLOROFÓRMICO DE LAS SEMILLAS DE S. humilis. 

La identificación de las humilinólidas A-D (26-29) se realizó por 

comparación de sus propiedades espectroscópicas y espectrométricas con 

aquellas de muestras auténticas; la humilina B (30), la swietemahonina C (36) y 

la swietenina C (44) se identificaron mediante la comparación de sus 

propiedades espectroscópicas y espectrométricas con las previamente descritas 

en la literatura (Kadota et al., 1990a, 1990b). En el caso de los compuestos 25a, 

25b, 55 y 56, su caracterización se realizó mediante la interpretación cuidadosa 

y detallada de sus espectros de IR, RMN y EM. Para los compuestos 25a, y 

25b, ésta investigación constituye la primera, que describe en forma precisa y 

completa sus constantes espectroscópicas y espectrométricas. Los espectros 

de IR, EM, RMN de las humilinólidas A-D (26-29), de la humilina B (30), de la 

swietemahonina C (36) y de la swietenina C (44), así como de los compuestos 

25a, 25b, 55 y 56 se presentan en el Apéndice l. Por último, cabe destacar que 

las estructuras de los compuestos 29 y 36 se confirmaron de manera inequívoca 

mediante un análisis de difracción de rayos X. En las Figuras 32 y· 33 se 

muestra una vista estereoscópica de estos dos últimos compuestos. 
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Figura 33. Vista estereoscópica de la swietemahonina C (36). 
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V.3.1. IDENTIFICACIÓN DE LA HUMILINÓLIDA E (55), EL METIL-2,3-

DIHIDROXI-MELIAC-8(30)-ENAT0-3-ISOBUTIRATO (25a) Y EL METIL-2,3-

DIHIDROXI-MELIAC-8(30)-ENAT0-3-TIGLA TO (25b ). 

Las mexicanólidas aisladas de S. humilis en la presente investigación se 

clasifican en dos grupos: (1} aquellas que presentan una doble ligadura entre los 

carbonos C-8 y C-30 y (2) las que presentan una función epóxido en las mismas 

posiciones. Evidentemente, ambos grupos presentan características 

espectroscópicas y espectrométricas comunes (Tabla 18-21 ), distinguiéndose el 

uno del otro fácilmente por la presencia en sus espectros de IR y RMN de las 

absorciones relacionadas con la función olefínica trisubstituida ó epoxídica, según 

sea el caso (Kadota et al., 190a, 1990b; Segura-Correa et al., 1993; Mikolajczak y 

Reed, 1988). 

En primer lugar, se discutirá la elucidación estructural de la humilinólida E 

(55) y de los compuestos 25a y 25b, los cuales presentan como característica 

común una doble ligadura entre los carbonos C-8 y C-30 y un grupo hidroxilo en 

el carbono C-2 del núcleo base. 

Los espectros en el IR (Espectros 36, 42, 48; Apéndice 1) de los tres 

compuestos (25a, 25b y 55) presentan absorciones asociadas con la presencia 

de grupos carbonilos de cetona (umax 171 O cm·\ lactona y éster (umax - 1735 

cm·\ y grupos hidroxilo (Umax 3450-3430 y 1230-1215 cm·\ ViníliCO (Umax - 1640 

cm·1) y furano (umax 1440-1430, 780-760 cm-1). 

Los espectros de masas generados por la técnica de impacto electrónico 

de los compuestos 25a, 25b y 55 (Espectros 37, 43, 49; Apéndice 1) presentan 

iones moleculares en una relación de masa carga (miz) de 556, 568 y 626 urna, 

respectivamente. Estos iones moleculares corresponden a las fórmulas 

moleculares C31 H400s, C32H400s y C34H42Ü11, respectivamente. 

La comparación de los espectros de RMN (Tablas 18 y 19, Espectros 38, 

39, 44, 45, 50, 51; Apéndice 1) de estos tres productos con los de las 

humilinólidas C (28) y D (29) y la swietenina C (44) confirman la presencia de un 

núcleo mexicanólida del tipo metil-2,3-dihidroxi-meliac-8(30)-enato en sus 
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estructuras. En todos los casos, los espectros de RMN presentaron las siguientes 

señales diagnósticas: 

a) Tres multipletes en oH -6.10, - 7.5 y- 7.8, asignables a los hidrógenos (H-21-

H-23) del anillo de furano ubicado en la posición C-17 del núcleo base (ver 

Tabla 18). En el espectro de RMN-13C, las señales para este grupo funcional se 

observan en Oc-109 (C-22), -140 (C-21), -120 (C-20) y-143 (C-23). 

b) Un singulete en el intervalo de oH 5.55 - 5.74, atribuible al hidrógeno base de la 

función lactónica del anillo O-seco (H-17) [Kadota et al., 1990a]. Las 

absorciones correspondientes a los grupos carbonilo y oximetino de esta 

unidad se observan en los espectros de RMN-13C entre oc 78-79 (C-17) y 

oc169-171 (C-16), respectivamente. 

c) Una absorción vinílica en oH 5.3 correspondiente a la doble ligadura 

trisubstituida ubicada entre C-8 y C-30. Cabe hacer notar que la multiplicidad 

de esta señal es diagnóstica para establecer la presencia o ausencia de un 

sustituyente en la posición C-2 del núcleo mexicanólida. Cuando en C-2 existe 

un sustituyente como en caso de los compuestos 25a, 25b y 55 esta señal se 

observa como un triplete (J»14 = J»s = 1.8 Hz) debido al acoplamiento alílico 

de H-30 con H-9 y H-14. Cuando en C-2 no existe sustituyente (caso del 

compuesto 44) la señal se observa como un doblete tripleteado (J 2.30 = 7.2 Hz, 

J = 2-s = 1.8 Hz) debido al acoplamiento de H-30 con H-2, H-9 y H-14 (Kadota et 

al., 1990a, 1990b, Segura-Correa et al., 1993). 

En el espectro de Carbono-13 las señales para los carbonos de la doble 

ligadura aparecen alrededor de 6c 137 (C-8) y 6c 129 (C-30). 

d) Un singulete en el intervalo entre 6H 4.78 y 5.65 asignable al oximetino en C-3. 

La mayoría de las mexicanólidas presentan en esta posición una función éster 

de diferente naturaleza (Champagne et al., 1992; Mikolajczak et a/.,1988; 

Vanucci et al., 1992). La multiplicidad de esta señal dependerá también de la 

presencia o ausencia de un sustituyente en C-2. En los tres casos que se 

discuten, esta señal aparece como un singulete, lo cual corrobora que en C-2 
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existe un sustituyente. El carbono correspondiente absorbe en el espectro de 

RMN-13C entre 6c -79 y- 85. 

e) Una señal simple centrada en 6H 3.71 correspondiente al metoxilo de la función 

carboximetilo que se encuentra presente en todas las mexicanólidas (H-31 ). La 

señal del carbonilo de esta función absorbe en 6c - 173, en tanto que el metilo 

lo hace en 6c - 52 (C-31 ). 

f) Una señal atribuible a un carbono cuaternario unido a una función oxigenada 

alrededor de 6c 77 en los espectros de RMN-13C (Tabla 19). Esta señal es 

característica para el C-2 de las mexicanólidas y su desplazamiento químico 

depende de la naturaleza del sustituyente oxigenado. En el caso específico de 

los compuestos 25a, 25b y 55 el desplazamiento químico observado (6c - 77) 

es congruente con la presencia de un grupo hidróxilo en esta posición (C-2). 

g) Por último, en la zona comprendida entre 6H O. 76 y 1.44 y 6c 15 y 29 se 

observan cuatro señales para cuatro metilos alifático unidos a centros 

cuaternarios (Tabla 18). 

En el caso del compuesto 55 los espectros de RMN, además de las 

señales antes mencionadas presentan absorciones asociadas con la presencia de 

un residuo tigloilo, un acetilo y de una función oxigenada unida a un carbono 

secundario. La señales correspondientes al residuo tigloilo se encuentran en 6H 

6.91 (H-26, qq), 1.74 (H-27, d) y 1.82 (H-32, s) en el espectro de RMN-1H 

(Espectro 50); y en 6c 167.08 (C-24), 127.53 (C-25), 139.71 (C-26), 14.62 (C-27) y 

11.82 (C-32) en el espectro de RMN-13C (Espectro 51 ). Las del grupo acetilo se 

observan en 6H 2.19 (6-COMe) y 6c 168.28 (6-COMe) y 20. 93 (6-COMe ). Por 

último, las del oximetino se detectan en 6c 72.47 (C-6) y en 6H 5.57 (H-6); esta 

última señal se observa en el Espectro de RMN-1H como un singulete. 
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Tabla 18. Datos de RMN-1H para los compuestos 25a, 25b, 28, 29, 44 y 55. 

Protón 25a 25b 28 29 44 55 
H-2 4.10 s 4.10 s - 4.10 s 3.49 ddd 4.10 

(OH) (OH} (OH) (9.6, 1.5} (OH} 
H-3 4.89 s 4.80 s 5.65s 4.75 s 4.61 d 4.78 s 

(9.6} 
H-5 3.33 dd 3.39 dd 3.36 dd 3.29 dd 3.43 s 3.62 s 

(4.2, 9.5} (3.6, 8.1} (8.8, 3} (3.9, 8.1) 
H-6 2.37 dd 2.38 dd 2.37 dd 5.73 s 4.55 s 5.57 s 

(16, 2.5} (17, 2.5} (15.6, 2} 
2.18 dd 2.41 dd 2.40 dd 
(16, 9.5} (17, 9) (15.6, 9} 

H-9 2.33m 2.30m 2.30m 2.28m 2.31 m 2.25 ddd 
(13.8, 

3.8, 1.5} 
H-17 5.68 s 5.60 s 5.68 s 5.74 s 5.60 s 5.56 s 
H-18 1.23 s 1.10 s 0.98 s 1.10 s 1.00 s 1.05 s 
H-19 1.11 s 1.24 s 1.20 s 1.19 s 1.44 s 1.27 s 
H-21 7.8 dd 7.80 dd 7.80 dd 7.80 dd 7.53 dd 7.71 dd 

(1.8, 1.1) (1.8, 0.9) (1.8, 0.8} (1.8, 0.8} (1.8, 1.0) (0.9, 1.9) 
H-22 6.47 dd 6.48 dd 6.45 dd 6.47 dd 6.37 dd 6.45 dd 

(1.8, 1.1) (1.8, 0.9} (1.8, 0.8} (1.8, 0.8) (1.8, 1.0) (0.9, 1.9) 
H-23 7.42 t 7.43 t 7.40 t 7.42 t 7.43 t 7.44t 

(1.8} (1.8) (1.8) (1.8) (1.8) (1.9) 
H-25 2.67 sept - - - 2.62 sept -

(7) 

H-26 1.20 d 6.81 qq 6.90 qq - 1.16 d 6.91 qq 
(7} (1.5, 7.2} (7, 1.5) (7} (7, 1.5) 

H-27 1.18 d 1.75 d 1.77 d - 1.17 d 1.74 d 
(7} (7.2} (7) (7) (7} 

H-28 0.81 s 0.80 s 1.08 s 0.92 s 1.11 s 1.00 s 
H-29 0.76 s 0.84 s 0.73s 0.89 s 0.87 s 0.95 s 
H-30 5.38 t 5.35 t 5.35 t 5.38 t 5.37dt 5.32 t 

(1.8) (1.8) (1.8) (1.8} (7.2, 1.5) (1.5) 
H-31 3.71 s 3.72 s 3.69 s 3.74 s 3.74 s 3.73 s 
H-32 - 1.85 s 1.81 s - - 1.82 s 

2-COMe - - - - - -
6-COMe - - - 2.19 s - 2.19 s 
3-COMe - - - 2.20 s - -

Los desplazamientos químicos están expresados en ppm, referidos al TMS y las constantes de 
acoplamiento (en parentesis) en Hz. Las asignaciones se realizaron por una combinación de los 
experimentos COSY y HETCOR. 
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Tabla 19. Datos de RMN-13C para los compuestos 25a, 25b, 28, 29, 44 Y 55. 

Carbón 25a 25b 28 29 44 55 
C-1 215.00 215.03 208.02 213.80 216.50 213.95 

C-2 76.90 76.53 85.09 77.42 48.82 77.39 

C-3 84.56 84.87 79.22 85.52 78.90 85.64 

C-4 39.44 39.47 40.48 39.39 39.07 39.84 

C-5 41.44 41.38 41.37 44.81 45.53 44.95 

C-6 32.67 32.64 32.62 72.37 72.78 72.47 
C-7 173.76 173.85 173.82 170.89 175.94 171.02 
C-8 136.57 136.79 137.52 136.25 138.17 136.69 
C-9 56.63 56.69 56.41 56.91 57.43 57.34 
C-10 49.41 49.31 50.21 49.55 50.39 49.50 
C-11 20.46 20.53 20.42 20.34 21.20 21.05 
C-12 34.39 34.40 34.27 34.18 34.58 34.40 
C-13 36.83 36.92 35.85 36.50 36.61 36.74 
C-14 45.01 44.98 45.09 44.81 45.13 44.64 
C-15 29.81 29.63 29.66 29.87 29.72 29.51 
C-16 169.05 168.56 168.77 170.47 169.14 169.66 
C-17 76.90 76:53 76.82 76.58 78.38 77.18 
C-18 21.85 21.63 21.72 20.71 21.45 21.43 
C-19 15.67 15.73 15.62 15.53 16.41 15.54 
C-20 120.61 120.70 120.57 120.63 121.19 120.82 
C-21 141.95 141.92 141.86 141.24 140.54 141.31 
C-22 109.72 109.69 109.58 109.43 109.23 109.44 
C-23 142.97 143.03 142.94 142.98 143.15 143.18 
C-24 176.58 167.36 166.49 - 174.19 167.08 
C-25 34.00 127.50 127.28 - 33.87 127.53 
C-26 19.11 139.86 139.59 - 18.44 139.71 
C-27 18.56 14.65 14.61 - 18.87 14.62 
C-28 19.85 22.06 21.49 22.04 22.99 22.34 
C-29 21.85 19.70 22.10 21.78 22.74 22.06 
C-30 129.00 129.13 125.52 129.24 123.41 129.40 
C-31 52.24 52.24 52.17 53.27 53.34 53.25 
C-32 - 11.92 11.95 - - 11.82 

2-COMe - - 169.05 - - -
2-COMe - - 20.68 - - -
6-COMe - - - 169.5 - 168.28 
6-COMe - - - 20.93 - 20.93 
3-COMe - - - 169.00 - -
3-COMe - - - 22.04 - -

Los desplazamientos químicos están expresados en ppm. Las asignaciones se comprobaron por 
el experimento DEPT y por comparación de los desplazamientos con los modelos descritos en 
la literatura. 
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La ubicación relativa de estas unidades estructurales se realizó con base 

en el análisis de las correlaciones observadas para los oximetinos en oH 4. 78 (H-

3) y 5.57 (H-6) en los espectros de correlación homonuclear (COSY) y 

heteronuclear (HMBC). 

De tal forma que las correlaciones detectadas en el espectro HMBC (Figura 

34 y 35) entre el oximetino en OH 5.57 (H-6) y las señales asignables a C-5 (oc 

44.95), al carbonilo de la función carboximetilo [oc 172.02 (C-7)] y al carbonilo de 

la función acetoxi (oc 168.28 (6-COMe)] permiten ubicar al residuo acetoxi en la 

posición C-6. De manera adicional, la señal correspondiente al hidrógeno H-5 (oH 

3.62) correlacionó en el espectro COSY (Figura 36) con el oximetino en OH 5.57, 

confirmando así la asignación de este último como H-6 y, en consecuencia la 

ubicación del residuo acetoxi en C-6. 
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Figura 34. Correlaciones de H-6 con C-5, C-4 y C-28 en el Espectro de HMBC 
(500, MHz, CHCIJ-d) de la humilinólida E (55). 
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Figura 35. Correlaciones de H-6 con el carbonilo C-7 y con el carbonilo de la 
función acetoxi en C-6 en el Espectro de HMBC (500, MHz, CHC'3-d) 
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Figura 36. Correlación homonuclear de los protones H-5 y H-6; H-26 y H-32 en 
el Espectro COSY de la humilinólida E (55). 
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Por otro lado, las interacciones detectadas en el Espectro HMBC entre el 

oximetino en 6H 4.78 (H-3) y los carbonos 6c 22.34 (C-28), 6c 22.06 (C-29) y 6c 

167.08 (C-24) confirman la ubicación del residuo tigloiloxi en C-3 (Figura 34, 35 

y 37). 
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Figura 37. Correlación del proton H-32 con el carbonilo C.24 y con los carbonos 
C-25 y C-26 en el Espectro de HMBC (500 MHz, CHCb-d) de la 
humilinólida E (55). 

Los fragmentos con una relación miz de 527, 526, 495 y 494 observados 

en el espectro de masas del producto 55 (Espectro 49; Apéndice 1) confirman 

también la ubicación de los grupos tigloiloxi y acetoxi en C-3 y C-6, 

respectivamente. Estos fragmentos se generan a partir del ion molecular debido 

a las rupturas c, c + H, d, d + H, respectivamente, que se ilustran en la Figura 

38. 
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mexicanólida (Kadota et al., 1990a, 1990b). 
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La estereoquímica relativa de la molécula se determinó con base en las 

constantes de acoplamiento observados para cada protón y mediante el análisis 

de los cuadros de conectividad observados en el espectro NOESY (Figura 39). 
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Figura 39. Correlación homonuclear de H-3/H-29, H-28; H-5/H-3, H-6; H-19/H-6; 
H-18/H-14, H-21; H-26/H-29, H-6, H-5 y H-32 en el Espectro NOESY 
de la humilinólida E (55). 

Las interacciones más importantes detectadas en el espectro son las 

siguientes: H-3/H-29, H-28 y H-5; H-5/H-3,H-6; H-19/H-9, H-6; H-18/H-14, H-21; 

H-26/H-29, H-6, H-5 y H-32. 

Las interacciones de H-29 con H-5 y H-26 son congruentes con la 

orientación ~ del metilo axial en C-4 (C-29), del residuo tigloiloxi y de H-5. Por 

otro lado, la interacción H-19 / H-9 es consistente con la disposición ex. del 
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metilo en C-1 O y de H-9. Por último, las interacciones de los hidrógenos del 

grupo metilo en C-3 con H-21 y H-14 indican la disposición a del furano en C-17 

y del hidrógeno H-14. La estereoquímica absoluta de este producto se 

comprobó que era la misma que la swietenina (McPhail y Sim, 1964), con base 

en el efecto Cotton negativo alrededor de 300 nm observado en el espectro de 

dicroismo circular (Figura 40). 
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Figura 40. Espectro de dicroismo circular de la humilinólida E (55). 

Los espectros de RMN del producto 25b resultaron prácticamente 

idénticos a los de la humilinólida E (55) difiriendo tan sólo en la ausencia de las 

señales asociadas con la presencia del grupo acetoxi en C-6. En el caso del 

espectro de RMN-1H (Espectro 44; Apéndice 1) en lugar de las señales para el 
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grupo acetilo y para el oximetino correspondiente a H-6 presentes en el 

espectro del compuesto 55, se observa un sistema AB asignable a los 

hidrógenos de un metileno. La rama B de este sistema aparece como un doblete 

de doblete (J =16, 2.5 Hz) centrado en 6H 2.35 y la rama A aparece como un 

doblete de doblete (J = 3.6 y 9 Hz) centrado en 6H 2.18. Por otro lado, en el 

espectro de RMN-13C la señal para este metileno se observa en 6c 32.67 

(Espectro 45; Apéndice 1). La presencia de este conjunto de señales en los 

espectros de RMN del producto 25b indican entonces que el compuesto no 

presenta sustituyente en C-6. Es importante mencionar que los fragmentos con 

una miz de 73 (fragmento d, Figura 38) y 7 4 (fragmento d + H, Figura 38) urna 

observados en el espectro de masas del producto 25b (Espectro 43; Apéndice 1) 

confirman la afirmación anterior. 

El análisis comparativo de los espectros de RMN y de masas de los 

compuestos 25a y 25b permiten establecer que la única diferencia entre los dos 

compuestos es la naturaleza del éster en la posición C-3. La presencia en los 

espectros de RMN del limonoide 25a (Espectros 38 y 39; Apéndice 1) de las 

señales en 6H 2.76 (H-25), 1.20 (H-26) y 1.18 (H-27) y en 6c 176.58 (C-24), 34.0 

(C-25), 19.11 (C-26) y 18.56 (C-27) indican que la función carbinólica en C-3 del 

núcleo metil-2,3-dihidroxi-meliac-8(30)-enato de 25a se encuentra esterificado 

por un residuo de ácido isobutírico en lugar de uno de ácido tíglico como en el 

caso de la mexicanólida 25b. El fragmento de miz 87 urna detectado en el 

espectro de masas del producto 25a (Espectros 37; Apéndice I y Figura 38) 

proporciona una evidencia adicional de la presencia de un residuo isobutiriloxi 

en la molécula. Tanto en el compuesto 25a como en el compuesto 25b la 

ubicación del residuo en C-3 se determinó mediante el análisis de los espectros 

de HMBC (Espectro 40 y 46; Apéndice 1). Al igual que en el caso del compuesto 

55, el hidrógeno del oximetino en C-3 de los dos compuestos muestra una 

correlación con los carbonos C-28, C-29 del núcleo base y con el carbonilo (C-

24) del tigloiloxi (25b) o del isobutiriloxi (25a). Con base en las evidencias antes 

descritas, los compuestos 25a y 25b se caracterizaron como el metil-2,3-
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dihidroxi-meliac-8(30)-enato-3-isobutirato y el metil-2,3-dihidroxi-meliac-8(30)­

enato-3-tiglato, respectivamente. Asímismo las evidencias analizadas confirman 

las propuestas estructurales de Okorie y Taylor (1971 ). La estereoquímica 

relativa de los sustituyentes se determinó también con base en las mismas 

consideraciones que para el compuesto 55. 

V.3.2. IDENTIFICACION DE LA HUMILINÓLIDA F (56). 

Del segundo grupo de mexicanólidas aisladas de S. humilis sólo se 

discutirá la elucidación estructural del nuevo producto natural, es decir de la 

humilinólida F. Como ya se indicó previamente, este conjunto de limonoides 

presenta como característica común la presencia de un epóxido entre C-8 y C-

30 en lugar de una doble ligadura que presenta el grupo que se discutió en el 

inciso anterior. 

La formula molecular del producto 56 se determinó por espectrometría de· 

masas como C3sH44012 a partir del ion molecular observado en una miz de 684 

urna (Espectro 55; Apéndice 1). Su espectro en el IR (Espectro 54; Apéndice 1), 

al igual que el caso del producto 55, presenta absorciones características para 

grupos lactona, éster, furano y cetona. Sin embargo, en lugar de la absorción 

para una doble ligadura trisubstituida entre C-8 y C-30 se observa una señal de 

intensidad moderada para un grupo epóxido (umax 1233 y 733 cm·\ Los 

espectros de RMN (Tabla 20 y 21) muestran una gran similitud a los del 

producto 55 y las otras mexicanólidas (Tablas 18-21) aisladas en el presente 

estudio. 
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Tabla 20. Datos de RMN-1H para los compuestos 26, 27, 30, 36 y 56. 

Proton 26 27 30 36 56 
H-2 - - - 3.5 dd -

(2.7, 9.6) 
H-3 4.93 s 5.02 s 5.10 s 4.99 d 5.72 s 

(9.6) 
H-5 3.15 s 3.36 s 3.31 dd 3.44s 3.45 s 

(8.5, 3) 
H-6 4.45s 5.48 s 2.34 dd 5.48 s 5.49s 

(17, 3) 
2.39 dd 
(17, 8.5) 

H-9 1.94 m 1.94 m 1.98 dd 1.96 m 1.95 m 
(14, 4) 

H-17 5.16 s 5.18 s 5.15 s 5.14 s 5.18 s 
H-18 1.01 s 1.01 s 1.04 s 1.02 s 1.01 s 
H-19 1.39 s 1.07 s 1.53 s 1.09 s 1.29 s 
H-21 7.49 dd 7.44 dd 7.49 dd 7.48 dd 7.46 dd 

(1.8, 1) (1.8, 1) (1.8, 0.9) (1.0, 1.8) (1.8, 0.9) 
H-22 6.42 dd ·6.44 dd 6.45 dd 6.44 dd 6.41 dd 

(1.8, 0.8) (1.8, 0.8) (1.8, 0.9) (1.0, 1.8) (1.8, 0.9) 
H-23 7.46 t 7.44t 7.43 t 7.43t 7.43t 

(1.8) (1.8) (1.8) (1.8) (1.8) 
H-25 2.82 sept 2.77m 2.8 sept 2.75 sept -
H-26 1.28 d 1.29 d 1.27 d 1.27 d 6.98 qq 

(7) (7) (7) (6.9) (7.5, 1.8) 
H-27 1.25 d 1.26 d 1.29 d 1.29 d 1.94d 

(7) (7) (7) (6.9) (7.5) 
H-28 1.07 s 1.06s 1.11 s 1.08 s 1.18 s 
H-29 0.87 s 0.91 s 0.92 s 0.94 s 0.92 s 
H-30 3.45 s 3.49 s 3.5 s 3.26d 3.48 s 

(2.7) 
H-31 3.83 s 3.79 s 3.75 s 3.79 s 3.82 s 
H-32 - - - - 1.93 s 

2-COMe 2.18 s 
6-COMe 2.19 s 2.18 s 2.19 s 
3-COMe 

Los desplazamientos químicos están expresados en ppm, referidos al TMS y las constantes de 
acoplamiento (en paréntesis) en Hz. Las asignaciones se realizaron por una combinación de los 
experimentos COSY y HETCOR. 

145 



Tabla 21. Datos de RMN-13C para los compuestos 26,27, 30, 36 y 56. 

Carbono 26 27 30 36 56 
C-1 212.41 211.82 213.03 212.90 206.02 
C-2 80.71 79.27 79.31 48.71 80.81 
C-3 85.74 85.22 84.87 77.80 85.57 
C-4 40.42 40.37 39.47 39.95 42.06 
C-5 46.06 45.18 41.31 45.50 45.13 
C-6 72.03 71.80 32.62 72.25 72.04 
C-7 175.15 170.73 171.39 171.16 171.11 
C-8 62.73 62.62 61.04 60.11 62.57 
C-9 54.55 55.19 55.30 56.13 55.34 
C-10 49.25 49.19 49.20 48.48 50.57 
C-11 20.45 19.73 19.85 19.78 19.91 
C-12 32.54 33.02 33.09 33.39 33.44 
C-13 35.70 36.01 36.55 36.32 36.09 
C-14 43.43 44.74 44.70 45.40 44.85 
C-15 32.21 33.02 33.41 33.51 33.07 
C-16 170.56 170.73 170.88 171.76 169.20 
C-17 78.03 78.06 79.10 79.14 79.48 
C-18 26.90 26.37 26.47 26.59 26.71 
C-19 17.11 15.98 16.03 15.93 16.07 
C-20 120.64 120.01 120.09 120.12 120.21 
C-21 140.55 140.81 140.82 140.99 140.93 
C-22 109.55 109.94 109.73 110.18 110.06 
C-23 143.47 143.13 143.30 143.26 143.30 
C-24 175.41 175.31 175.48 175.95 166.59 
C-25 34.20 34.02 34.17 34.18 127.74 
C-26 18.70 18.65 19.08 18.82 139.77 
C-27 19.55 19.44 19.05 19.50 14.68 
C-28 22.40 22.44 22.38 23.33 20.93 
C-29 21.00 21.74 21.03 22.52 21.33 
C-30 67.20 67.34 66.47 63.25 65.18 
C-31 53.50 53.32 53.39 53.34 53.34 
C-32 - - - - 12.59 

2-COMe - - - 171.05 
2-COMe - - - - 22.50 
6-COMe - 169.50 - 169.62 169.70 
6-COMe - 20.81 - 53.34 23.85 

Los desplazamientos químicos están expresados en ppm. Las asignaciones se comprobaron por el 
experimento DEPT y por comparación de los desplazamientos con los modelos descritos en la 
litreratura. 
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Las principales diferencias observadas entre los espectros del producto 

55 y 56 corresponden a las absorciones relacionadas con la naturaleza de los 

grupos funcionales presentes entre C-8/C-30 y en C-2. A continuación se 

resumen estas diferencias: 

1. En primer término, en lugar de las señales para la doble ligadura 

trisubstituida ubicada entre C-8/C-30 se observan absorciones 

atribuibles a una función epoxídica [6H 3.48 (H-30, s) y 6c 62.57 (C-8), 

65.18 (C-30)] (Espectros 56 y 57; Apéndice 1). Al igual que en el caso 

de los compuestos de tipo metil-2,3,-dihidroxi-meliac-8(30)-enato la 

multiplicidad del hidrógeno base del epóxido (H-30) permite determinar 

la ausencia o presencia de un sustituyente en C-2. En el caso del 

compuesto 56, la señal se observa como singulete en congruencia con 

la presencia de un sustituyente en C-2. De este segundo grupo de 

mexicanólidas, el único compuesto que no presenta sustituyente en C-

2 es la swietemahonina C (36) [Espectro 18; Apéndice I]. En 

consecuencia, el hidrógeno base para la función epoxídica se observa 

como un doblete (J:,0.2 = 2.7 Hz). A diferencia de los compuestos de la 

serie vinílica, H-30 no muestra acoplamiento con los hidrógenos H-14 

y H-9. Otros cambios asociados con la presencia del grupo epóxido 

son: el desplazamiento paramagnético (&6H =,.., + 0.4) de la señal de 

H-9 en el espectro de RMN-1 H y el desplazamiento diamagmético de 

esta misma señal (C-9) en el espectro de RMN-13C (&6c = - 2.0). 

2. En segundo lugar, la señal para C-2 {6c 80.81) se encuentra 

paramagméticamente desplazada alrededor de 3 ppm en el producto 

56 {Espectro 57, Apéndice 1). Además, los espectros de RMN del 

limonoide 56 {Espectros 56 y 57, Apéndice 1) presentan una señal 

adicional para un grupo acetilo; las señales para este grupo se 

observan en 6H 2.18 {2-COMe) y 6c 171.05 {2-COMe) y 22.50 {2-

COMe). Estas observaciones en conjunto con el patrón de 
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fragmentación observados en el espectro de masas (Espectro 55, 

Apéndice 1) confirman que el compuesto 56 presenta una función 

acetoxi en C-2 en lugar de un grupo hidroxilo. 

Al igual que el producto 55 los espectros de la humilinólida F presentan 

señales atribuibles a la presencia de un grupo tigloiloxi en C-3 [BH 6.98 {H-26), 

1.94 (H-27), 1.93 (H-32) y Be 171.05 (C-24), 127.74 (C-25), 139.77 {C-26), 

14.68 {C-27) 12.59 {C-32)] y de un acetoxi en C-6 [BH2.19 {6-COMe)y Be 169.70 

{6-COMe), 23.85 (6-COMe)]. De nueva cuenta, la ubicación de los sustituyentes 

antes mencionados se estableció mediante el análisis del espectro HMBC 

{Espectro 58, Apéndice 1). Las correlaciones más importantes observadas en el 

espectro para este compuesto natural se indican en la Figura 41. 
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Figura 41. Correlaciones más importantes observadas en la humilinólida F {56). 
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La estereoquímica relativa se determinó de la misma forma que para los 

compuestos descritos en el inciso anterior. En la Figura 42 se indican las 

correlaciones más importantes observadas en el espectro NOESY. Por último, la 

estereoquímica absoluta resulto igual que la del compuesto 55 al observarse en 

el espectro de dicroísmo circular un efecto Cotton negativo en 330 nm (Figura 

43). 

Las evidencias antes descritas permitieron proponer la estructura 55 para 

el producto natural. 
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Figura 42. Correlación homonuclear de H-3/H-29, H-28; H-5/H-3, H-6; H-19/H-6; 
H-18/H-14, H-21; H-26/H-29, H-6, H-5 y H-32 en el Espectro NOESY de 
la humilinólida F (56). 
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Figura 43. Espectro de dicroismo circular de la humilinólida F (56). 

V.4. EVALUACIÓN DEL POTENCIAL INSECTICIDA DE LOS LIMONOIDES 

AISLADOS DE S. humilis SOBRE LAS LARVAS DE Ostrinia nubilalis (Hubner). 

La evaluación del potencial insecticida de los limonoides aislados de las 

semillas de S. hu,nilis se determinó empleando como insecto de prueba las larvas 

de Ostrinia nubilalis (gusano barrenador del maíz) en tercer estadio de 

crecimiento, desarrolladas bajo condiciones controladas de luz, humedad, 

temperatura y alimentación (Amason et al., 1987). La metodología empleada para 

esta determinación fue desarrollada por Arnason y colaboradores (1987). 

Mediante el empleo de este bioensayo se puede determinar el efecto de extractos 

y productos puros sobre los diferentes parámetros de crecimiento del insecto de 

prueba como son: el peso promedio y el porcentaje de mortalidad de las larvas, el 

porcentaje de pupación, el peso promedio de las pupas, el tiempo promedio de 

pupación, el tiempo promedio de emergencia del adulto, el porcentaje de 

emergencia y el peso promedio del adulto. 
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Las humilinólidas A-D (26, 27, 28 y 29) se ensayaron a las concentraciones 

de 5 y 50 ppm; la swietenina C (44), la humilina B (30), la humilinólida E (55), el 

metil-2,3-dihidroxi-meliac-8(30)-enato-3-isobutirato (25a) y el metil-2,3-dihidroxi­

meliac-8(30)-enato-3-tiglato (25b) se ensayaron a la concentración de 50 ppm. La 

tusendanina (3), un limonoide insecticida de uso comercial se empleó como un 

control un positivo. 

Con relación al peso promedio de las larvas, se observó que las 

humilinólidas A-O (26-29) evaluadas a 50 ppm afectan en forma significativa el 

peso promedio de las larvas durante su desarrollo. La humilinólida C (28) 

presenta una actividad similar a la demostrada por el control positivo [Figura 44, 

Tabla 22]; los compuestos más activos en orden decreciente de potencia fueron 

las humilinólidas A (26), B (27), D (29) y la swietenina C (44) [Figuras 45-47; 

Tablas 23 y 24; Apéndice 11]. 

Tabla 22. Efecto de las humilinólidas A-O (26-29) sobre el crecimiento y la 
mortalidad de las larvas de Ostrinia nubilalis. 

Tratamiento Concentración Peso máximo Mortalidad de larvas 
{ppm) alcanzado {%) 

{mg) 
Control 68.0 ±5.7 3.3 

Humilinólida A 5 55.5 ± a.o 36.6 

(26) 50 19.6 ± 3.3 43.3 

Humilinólida B 5 80.1 ±7.9 36.6 

(27) 50 25.8 ± 3.4 so.o 
Humilinólida e 5 36.1 ±6.4 43.3 

(28) 50 17.1 ± 5.6 so.o 
Humilinólida D 5 80.3 ±6.1 40.0 

(29) 50 38.8 ±8.9 63.3 

Toosendanina 5 51.1 ±4.1 26.7 

( control positivo) 50 17.0± 2.5 36.7 

Los valores representan los promedios de 30 insectos de prueba (P<0.05). ± error estándar. 
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Figura 44. Efecto de las humilinólidas A-O (26-29) sobre el peso promedio de 
las larvas de Ostrinia nubilalis. 

A la concentración de 5 ppm sólo la humilinólida C afecta el peso promedio 

máximo alcanzado por las larvas (Tabla 22). De nueva cuenta, el efecto es similar 

al desarrollado por el control. 

La mortalidad de las larvas se ve afectada en forma significativa por las 

humilinólidas A-O (26-29), incluso los cuatro compuestos resultan mucho más 

activos que el control positivo a la concentración de 50 ppm (Figura 48, Tabla 22). 

A la concentración de 5 ppm los limonoides de prueba no afectan en forma 

significativa la mortalidad larvaria [Tabla 22 y Figura 49 (Apéndice 11)]. Por otro 

lado, el efecto tóxico de la humilinólida E (55) sobre las larvas es similar al del 

control positivo (Tabla 23, Apéndice 11). El resto de los limonoides objeto de 

estudio no altera la sobrevivencia de las larvas con respecto al control. 
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Figura 48. Efecto de las humilinólidas A-O (26-29) a la concentración de 50 
ppm sobre el porcentaje de mortalidad de las larvas de Ostrinina 
nubilalis. 

Un segundo parámetro de desarrollo del insecto que se altera como una 

consecuencia de la toxicidad de los compuestos de prueba es el porcentaje de 

larvas que alcanzan el estado de pupación; este parámetro se afecta en forma 

significativa por las humilinólidas C (28) y D (29). El efecto de estas dos 

mexicanólidas es· mucho mayor que el demostrado por el control positivo (Figura 

50, Tabla 25; Apéndice 11). Con relación a las otras mexicanólidas, los 

compuestos 55 y 25a presentan un efecto similar al del control positivo en esta 

etapa de desarrollo del insecto (Figura 51 y Tabla 26; Apéndice 11). 

En general, el peso promedio de las pupas no se afecta por ninguno de los 

siete compuestos ensayados (Figuras 52-54; Tablas 25-27; Apéndice 11). 

Por otro lado, el tiempo promedio de pupación se afecta en forma 

significativa por la humilinólida B {27), a la concentración de 50 ppm {Figura 55); 

el compuesto retarda hasta en seis días el tiempo necesario para alcanzar el 

estado de pupa. El efecto es similar al demostrado por el control positivo. El resto 
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de los compuestos evaluados no alteran en forma significativa el tiempo de 

pupación (Figuras 56 y 57; Tablas 25-27; Apéndice 11). 
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Figura 50. Efecto de las humilinólidas A-D (26-29} sobre el porcentaje de 
pupación. 
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Figura 55. Efecto de las humilinólidas A-D (26-29} sobre el tiempo promedio de 
pupación. 
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El tiempo promedio de emergencia del adulto se afecta, de nueva cuenta, 

por las humilinólidas A-D. Específicamente, las humilinólidas A-D (26-29) retardan 

en forma significativa la emergencia del adulto. A una concentración de 50 ppm 

estos compuestos ocasionan un retraso en el tiempo de emergencia del adulto de 

hasta ocho días (Figura 58; Tabla 25 (Apéndice 11). Los demás limonoides no 

alteran este parámetro de desarrollo (Figuras 59 y 60; Tablas 26 y 27; Apendice 

11). 
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Figura 58. Efecto de las humilinólidas A-D (26- 29) sobre el tiempo promedio 
de emergencia del adulto. 

Con respecto, al peso promedio alcanzado por el adulto, la humilinólida A 

(26) disminuye en forma similar que la tusendanina el peso del adulto, le sigue en 

actividad la humilinólida C (28). Las humilinólidas B y D (27 y 29) prácticamente 

no alteran esta etapa de desarrollo del insecto de prueba (Tabla 25 (Apéndice 11) 

y Figura 61 ). El resto de las mexicanólidas ensayadas no muestran un efecto 

significativo sobre el peso promedio de los adultos (Figuras 62 y 63; Tablas 26 y 

27; Apéndice 11). 
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Figura 61. Efecto de las humilinólidas A-0 (26-29) sobre el peso promedio del 
adulto. 

Por último, el porcentaje de emergencia del adulto se modifica en forma 

apreciable por las humilinólidas A-O (26-29) a la concentración de 50 ppm; la 

humilinólida C (28) demostró una mayor potencia, seguida por las humilinólidas O 

(29), A (26) y B (27). Cabe aclarar, que la actividad de las humilinólidas A-O sobre 

este parámetro es mucho mayor que la demostrada por la tusendanina [Figura 64, 

Tabla 25 (Apéndice 11)]. La humilinólida E (55) y el metil-2,3-dihidroxi-meliac-

8(30)-enato-3-isobutirato (25a) modifican el porcentaje de emergencia del adulto 

de manera similar al demostrado por el control positivo (Figuras 65 y 66; Tablas 

26 y 27; Apéndice 11). 
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Figura 64. Efecto de las humilinólidas A-D {26-29) sobre el porcentaje de 
emergencia del adulto. 

De acuerdo con los resultados obtenidos, se observa que las humilinólidas 

C {28) y D {29) constituyen los compuestos más activos, y por lo tanto, se pueden 

considerar como candidatos idóneos para el desarrollo de nuevos agentes 

insecticidas de origen natural. Ambos compuestos demostraron una actividad 

mayor que la tusendanina, sobre la mortalidad larvaria y emergencia del adulto. 

Por otro lado, la humilinólida C altera el peso promedio de las larvas de igual 

forma que el control positivo. 

El efecto de las humilinólidas A-D {26-29), a la concentración de 50 ppm, 

sobre el ciclo de vida de O. nubilalis es comparable al efecto previamente 

demostrado por otros limonoides como el antotecol, la cedrelona, la nomilina, la 

gedunina, la buseina y la entandropragmina (Arnason et al., 1987, 1993). Otro 

ejemplo importante lo constituye la azadiractina (8), la cual reduce el crecimiento 

larvario y aumenta el índice de mortalidad de las larvas de O. nubilalis a la 

concentración de 1 O ppm. Este limonoide también reduce en un 50% el 
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crecimiento de las larvas de Schistocerca gregaria, S. frugiperda, Pectinophora 

gossypiella, entre otros, a la concentración e 0.04 ppm (Champagne et al., 1992). 

A la fecha sólo se ha descrito la actividad insecticida de cinco limonoides 

de tipo mexicanólida. Estos compuestos incluyen al 3-~-isobutiriloxi-1-oxo-meliac-

8(30)-enato, la xilocarpina, las rugeninas A y B y el 3-~-butiriloxi-1-oxo-meliac-

8( 14 )-enato. Los cuatro primeros compuestos presentan actividad fagoinhibidora 

contra S. frugiperda (Mikolajczak et al., 1988; Mootoo et al., 1996). 

Específicamente, la actividad insecticida de la xilocarpina y de las rugeaninas A y 

B contra Spodoptera frugiperda a 1000 ppm es comparable a la de la azadiractina 

(insecticida comercial) (Mootoo et al., 1996). Por último, el 3-~-butiriloxi-1-oxo­

meliac-8(14)-enato ha demostrado actividad fagoinhibidora contra Agrotis 

segetum a una concentración de 100 ppm (Vanucci et al., 1992). Aunque resulta 

difícil comparar los niveles de actividad insecticida de las mexicanólidas de S. 

humilis con las mexicanólidas antes mencionadas, debido a que las evaluaciones 

se realizaron con diferentes especies de insectos y con diferentes técnicas, es 

evidente que las humilinólidas A-D (26-29) son activas contra O. nubilalis a 

concentraciones menores. 

V.5. OTRAS ACTIVIDADES BIOLÓGICAS EXPLORADAS PARA LOS 

LIMONOIDES DE S. humilis. 

Con la finalidad de contribuir al conocimiento de las propiedades biológicas 

de los limonoides aislados de las semillas de S. humilis se realizaron una serie de 

ensayos biológicos que escapan del objetivo central de la presente disertación. 

En primer lugar, se determinó el efecto citotóxico de los limonoides 

aislados de las semillas de S. humilis sobre tres líneas celulares derivados de 

tumores humanos. Las líneas celulares ensayadas incluyeron A-549 (carcinoma 

de pulmón), MCF-7 (carcinoma mamario) y HT-20 (adenocarcinoma de colon). 

para este bioensayo se empleo a la adriamicina como un control positivo 

(Anderson et al., 1991 ). 
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Tabla 28. Actividad citotóxica de los limonoides aislados de las semillas de S. 
humilis sobre tres líneas celulares. 

Compuesto A-549 MCF-7 HT-29 

Extracto CHCb 91.29 50.10 32.56 

humilinólida A 64.4 79.5 59.6 

humilinólida B >100 >100 81.1 

humilinólida C 37.7 94.1 >100 

humilinólida D 60.6 65.0 53.6 

humilinólida E >100 72 >100 

humilinólida F 66.5 53.0 >100 

swietenina C 82.9 >100 >100 

swietemahonina C 74.7 57.3 89.5 

humilina B >100 >100 >100 

metil-2,3-dihidroxi- 5Ó.8 76.9 87.3 

meliac-8(30)-

enato-3-isobutirato 

metil-2,3-dihidroxi- 67.5 >100 86.4 

meliac-8(30)-

enato-3-tiglato 

adriamicina 7.9 X 10º3 3.5 X 10-3 3.5x10·2 

Los resultados son expresados como DE50 (µg/ml). A-549 (carcinoma de pulmón), MCF-7 
(carcinoma mamario) y HT-29 (adenocarcimona de colon). 

Los resultados de estas evaluaciones permitieron determinar que los once 

compuestos evaluados no mostraron actividad citotóxica, ya que los valores de 

DEso fueron mayores a 20 µg/ml (Tabla 28). Esto indica que estos compuestos 

posiblemente carecen de efecto citotóxico sobre el hombre y otros animales, lo 

cual representa una ventaja si se considera un posible desarrollo comercial de 

estos productos como agentes insecticidas de origen natural. Claro está que se 

requiere de la realización de experimentos in vivo para sustentar esta afirmación. 

159 



Por otro lado, se determinó el efecto de los humilinólidas A-D (26-29) sobre 

los protozoarios Entamoeba hystolítica y Giardia lamblia. Esta actividad biológica 

se exploró tomando en cuenta que la planta se emplea a nivel popular como un 

agente antiamibiano. Cabe mencionar que estos ensayos se realizaron en el 

laboratorio del parasitología del Hospital de Pediatría del Centro Médico Nacional 

Siglo XXI. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 29. 

Los resultados obtenidos de las evaluaciones anteriores no permiten 

validar científicamente el uso popular de las semillas de la especie vegetal para el 

tratamiento de la amibiasis y el cáncer ya que ni el extracto ni los compuestos 

puros demostraron actividad antiprotozoaria o citotóxica, respectivamente. 

Tabla 29. Resultados de la actividad antiamibiana de las humilinólidas A-D (26-
29) sobre Entamoeba hystolítica y Giardia lamblia. 

E. hystolítica G. lamblia 

Compuesto Concentración lnhibidora media (Clso) µg/ml 

Extracto CHCh 159.81 260.78 

(172.8-129.2)* (362.4-214.2)* 

humilinólida A 98.62 79.83 

(118.9-81.78)* (99.21-64.24)* 

humilinólida B 77.64 95.03 

(89.17-67.14)* (127.4-74.65)* 

humilinólida C 91.03 151.53 

(122.4-67.65)* (185.5-129.1 )* 

humilinólida D 144.81 250.78 

( 168.8-124.2)* (365.4-197.2)* 

metronidazol 0.04 0.21 

*Intervalos de confianza. Análisis probit. 
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V.6. CONCLUSIONES. 

Los resultados obtenidos de la investigación sobre el potencial insecticida 

de las semillas de S. humilis confirman que la aplicación del criterio 

quimiotaxonómico en ciertos casos es apropiado para la preselección de especies 

vegetales como fuentes potenciales de principios insecticidas. 

El estudio fitoquímico convencional del extracto orgánico de las semillas de 

S. humilis permitió el aislamiento de once limonoides de tipo mexicanólida, dos de 

los cuales constituyen nuevos productos naturales (humilinólida E y humilinólida 

F). Otros dos compuestos constituyeron nuevos productos para la especie vegetal 

(swietenina C y swietemahonina C) y los siete restantes (humilinólida A-0, metil-

2,3-dihidroxi-meliac-8(30)-enato-3-isobutirato y metil-2,3-dihidroxi-meliac-8(30)­

enato-3-tiglato y humilina B) habían sido aislados previamente en la especie 

investigada. 

La actividad insecticida se determinó empleando larvas del insecto Ostrinia 

nubilalis (gusano barrenador del maíz). Con respecto a este bioensayo, 

únicamente se evaluaron nueve compuestos, los cuales incluyeron a la 

humilinólida A-E, la humilina B, la swietenina C, el metil-2,3-dihidroxi-meliac-

8(30)-enato-3-isobutirato y el metil-2,3-dihidroxi-meliac-8(30)-enato-3-tiglato._ De 

los nueve compuesto evaluados, sólo las humilinólidas C y O resultaron altamente 

activos, afectando diversos parámetros del crecimiento del insecto Ostrinia 

nubilalis. 

Mediante el análisis de los resultados obtenidos de esta evaluación 

biológica, se observó que los compuestos que mostraron una mayor actividad 

insecticida sobre el insecto de prueba son aquellos que presentan en sus 

estructuras una doble ligadura entre los carbonos C-8 y C-30 y un grupo acetoxi 

en las posiciones 2 ó 6. Por el contrario, los limonoides con grupo epóxido en las 

mismas posiciones son menos activos y además requieren de la presencia de 

funciones oxigenadas (OH o AcO) en C-2 y C-6 para ejercer su efecto. 

161 



Cabe mencionar que ninguno de los once compuestos aislados ni el 

extracto integro demostró actividad citotóxica contra las tres diferentes líneas 

celulares derivados de tumores humanos ensayados. Estos resultados aunque 

muy preliminares contribuyen a la compilación de datos biológicos relativos a la 

inocuidad de estos productos para el hombre y otros mamíferos. 
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PERPECTIVAS GENERALES DEL PRESENTE TRABAJO. 

1.- Explorar el efecto del compuesto fitotóxico (1,2,3,4-tetrametoxi-5-(2-

propenil)benceno] de M. depressa sobre otros posibles sitios de acción en 

el metabolismo vegetal. 

2. - Determinar el efecto postemergente del compuesto fitotóxico sobre distintas 

especies de monocotiledóneas y dicotiledóneas. 

3.- Cuantificar el compuesto fitotóxico (1,2,3,4-tetrametoxi-5-(2-propenil)­

benceno] de M. depressa en el material vegetal (hojas) colectado en 

distintas épocas del año y en distintos sitios geográficos, para determinar 

las posibles influencias de las variaciones en las condiciones climátológicas 

y geográficas sobre la biosíntesis del compuesto activo. 

4.- Explorar el mecanismo de acción como agentes insecticidas de los 

limonoides más activos (humilinólidas A-D) sobre Ostrinia nubilalis. 

5.- Determinar la actividad insecticida de los once limonoides sobre otras 

especies de insectos. 

6.- Realizar estudio de toxicidad in vivo de los limonoides con mayor actividad 

insecticida. 

7. - Comprobar si el uso medicinal de la especie S. hu milis como agente 

antiparasitario está relacionado con un efecto sobre la actividad contráctil 

del músculo liso del tracto gastrointestinal. La inducción de un efecto de 

relajación de la musculatura lisa podría representar un efecto benéfico para 

el tratamiento de los cólicos asociados con la disentería amibiana. En tanto 

que un efecto contrario favorecería la expulsión de parásitos intestinales. En 

este sentido, durante la realización de la presente investigación, se 

determinó el efecto del compuesto mayoritario (humilinólida A} de S. humilis 

sobre la contracción espontánea del íleon de cobayo, utilizando la 

metodología descrita en el inciso 111.2.2. El compuesto de prueba, se evaluó 

a las concentraciones de 12.5, 25, 50 y 250 µM. La insolubilidad del 

compuesto en el vehículo utilizado y en otros disolventes orgánicos, impidió 
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su evaluación a concentraciones mayores. Los resultados obtenidos se 

muestran en la Tabla 30. 

Tabla 30. Efecto de la humilinólida A (26) sobre la contracción espontanea de 
íleon de cobayo. 

Concentración del compuesto (µM) 

control (0.01 % DMSO) 

12.5 

25 

50 

250 

acetilcolina* 

*control positivo (0.1 µM). 

Porcentaje de actividad (DS) 
n=8 

2.71 ± 1.90 

7.26 ± 2.05 

32.30 ± 9.1 

37.48 ± 6.05 

59.71 ± 5.27 

100 ± 3.10 

Estos resultados indican que la humilinólida A (26) aumenta el tono y la 

amplitud de la contracción espontánea del íleon de cobayo. El efecto observado 

es dependiente de la concentración (Figura 67) y la CEso calculada fue de 120 

µM . En la Figura 68 se muestra el registro obtenido a la concentración de 250 

µM donde claramente se observa el incremento del tono y la frecuencia de la 

contracción espontánea del íleon de cobayo aislado luego de la aplicación de la 

humilinólida A a la concentración antes indicada. 
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Figura 67. Efecto de la humilinólida A (26) sobre la actividad contráctil del íleon 
de cobayo. 
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Figura 68. Efecto de la humilinólida A (26) sobre la actividad contráctil del íleon 
de cobayo a la concentración de 250 µM. 

165 



Lamentablemente, estos resultados no son concluyentes para determinar 

si la especie vegetal ejerce un efecto espasmolítico o espasmogénico debido a 

que solamente se evaluó el compuesto mayoritario. Sin embargo, los resultados 

contribuyen al conocimiento del potencial farmacológico de los limonoides, ya 

que a la fecha no se ha descrito la actividad sobre la contractilidad del músculo 

liso de ningun otro limonoide. En consecuencia, esta investigación preliminar 

constituye la primera descripción sobre este tipo de actividad farmacológica 

para estos metabolitos secundarios. 

Con base en estos resultados sería pertinente continuar con la 

investigación farmacológica del extracto integro y de los demás 

tetranortriterpenoides presentes en las semillas de la especie vegetal con la 

finalidad de validar el uso popular de la planta. 
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Espectro 1 Espectro de RMN-1H del 1,2,3,4-tetrametoxi-5-(2-propenil)benceno (57) 
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Espectro 2. Espectro de RMN-13C del 1,2,3,4-tetrametoxi-5-(2-propenil)benceno (57) 
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Espectro 3. Espectro de Masas del 1,2,3,4-tetrametoxi-5-(2-propenil)benceno (57) 
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Espectro 5. Espectro de RMN-13C del 2,3,4,5-tetrametoxibenzaldehido (58) 
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Espectro 6. Espectro de Masas del 2,3,4,5-tetrametoxibenzaldehio (58) 
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Espectro 11. Espectro de RMN-13C de la humilinólida C (28). 
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Espectro 23 Espectro de RMN-13C de la humilinólida A (26). 
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Espectro 29. Espectro de masas de la swietenina C (44). 
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Espectro 31 Espectro de RMN-13C de la swietenina C (44). 
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Espectro 35.Espectro de RMN-13C de la humilina B (30). 
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Espectro 49 Espectro de masas de la humilinólida E (55). 
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ANEXO 11. 

RESULTADOS ADICIONALES DE LA EVALUACIÓN DEL POTENCIAL 
INSECTICIDA DE LOS LIMONOIDES DE S. humilis. 
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Tabla 23. Efecto de la humilinólida E (55), del metil-2,3-dihidroxi-meliac-8(30)­
enato-3-isobutirato (25a) y del metil-2,3-dihidroxi-meliac-8(30)-enato-3-
tiglato (25b) sobre el peso máximo alcanzado y porcentaje de 
mortalidad de las larvas de Ostrinia nubilalis. 

Tratamiento Concentración Peso máximo Mortalidad de larvas 
(ppm} alcanzado (%) 

{mg} 
Control 94± 5.64 3 

Humilinólida E 

(55} 50 94.07 ± 55.64 23 

Metil-2,3-dihidroxi-meliac-8(30)-enato-3-isobutirato 
25a 50 90.60 ± 5.53 16 

Metil-2,3-dihidroxi-meliac-8(30)-enato-3-tiglato 
25b 50 96.63 ± 5.24 o 

Toosendanina 50 41.81 ± 5.64 23 

Los valores representan los promedios de 30 insectos de prueba (P<0.05). ± error estándar. 

Tabla 24. Efecto de la humilina B (30) y swietenina C (44) sobre el peso máximo 
alcanzado y porcentaje de mortalidad de las larvas de Ostrinia nubilalis . 

Tratamiento Concentración Peso máximo Mortalidad de larvas 
(ppm} alcanzado (%) 

{mg} 
Control 100 ±4.57 10 

Humilina B (30} 50 96.96 ±4.49 10 

Swietenina e 

(44} 50 86.98 ±4.57 16 

Toosendanina 50 22.92 ± 4.41 33 

Los valores representan los promedios de 30 insectos de prueba (P<0.05). ± error estándar. 
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Tabla 25. Efecto de las Humilinólidas A-O (26-29) sobre otros parámetros de desarrollo de 
Ostrinia nubilalis (Continuación). 

Humilinólida 

e 
5ppm 26.0 ----- 57.3 - 16.6 33.0 ----- 29.1 --

±O.O ±O.O ±O.O ±O.O 

50ppm ----- 37.0 ----- 87.9 13.3 ---- 44.0* - 40.2 
±O.O ±O.O ±O.O ±O.O 

Humilinólida 

o 
5ppm 23.7 27.0 69.3 89.1 53.3 32.6 34.0 29.1 48.0 

±0.6 ±0.5 ±1.0 ±2.2 ±0.5 ±0.6 ±1.3 ±2.2 

50ppm 27.0 31.5 76.9 87.9 10.0 37.0 37.0 33.3 51.5 
±O.O ±2.5 ±O.O ±7.5 ±O.O ±O.O ±O.O ±4.9 

Toosendanina 

5ppm 29.8 31.1* 63.5 81.2 63.3 39.0* 41.0 23.0 43.0 
±0.9 ±1.0 ±2.1 ±1.0 ±0.9 ±1.6 ±1.4 ±1.9 

50ppm 33.4* 35.9* 48.9 65.7 50.0 42.4* 45.8* 17.6 34.4 
±1.3 ±1.2 ±3.9 ±4.1 ±1.8 ±0.7 ±0.8 ±2.2 

* Las medias son significativamente diferentes del control en Xi cuadrada Kruskal-Wallis (P <0.05). 
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Tabla 26. Efecto de la humilinólida E (55), del metil -2,3-dihidroxi-meliac-8(30)-enato-3-isobutirato (25a) 

y del metil -2,3-dihidroxi-meliac-8(30)-enato-3-tiglato (25b) sobre otros parámetros de 

desarrollo de Ostrinia nubilalis. 

Compuesto Tiempo Peso máximo de %de Tiempo Peso promedio o/ode 
y promedio de las pupas pupación promedio de del adulto emergencia 

concentración pupación (mg) emergencia del (mg) del adulto 
(ppm) (días) adulto 

(días) 
M H M H M H M H 

Control 28.66 27.87 80.77 119.4 84 35.5 94.69 94.59 73 

±1.06 ±1.12 ±4.94 ±5.24 ±4.2 ±5.54 ±5.54 

Humilinólida 
E (55) 

50ppm 28.00 26.60 79.33 87.29 26 34.5 94.07 94.07 23 

±1.82 ±1.42 ±8.57 ±6.63 ±2.9 ±5.54 ±5.54 

Metil -2,3-dihidroxi-meliac-8 30)-enato-3-isobutirato (25a) 
SOppm 28.00 27.00 78.21 102.1 33 36.5 90.60 90.60 30 

±1.42 ±1.59 ±6.63 ±7.42 ±3.5 ±5.53 ±5.53 

Metil -2,3-dihidroxi-meliac-8, 30)-enato-3-tiglato (25b) 
50ppm 24.50 27.00 76.39 100.6 70 33.0 96.63 96.63 63 

±0.91 ±1.12 ±4.2 ±5.2 ±4.7 ±5.64 ±5.64 

Toosendanina 
50ppm 33.00 33.00 61.91 71.15 26 > 41 41.80 41.80 20 

±1.42 ±1.59 ±6.63 ±7.42 ±5.64 ±5.64 

* Las medias son significativamente diferentes del control en Xi cuadrada Kruskal-Wallis (P <O.OS). 
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Tabla 27. Efecto de los compuestos humilina By swietenina C (30 y 44) sobre otros parámetros de 
desarrollo de Ostrinia nubilalis. 

Compuesto Tiempo Peso máximo de %de Tiempo Peso promedio %de 

y promedio de las pupas pupación promedio de del adulto emergencia 

concentración pupación (mg) emergencia del (mg) del adulto 

(ppm) (días) adulto 

(días) 

M H M H M H M H 
Control 24.06 24.06 85.34 95.48 87 32.5 38.66 52.59 82 

±0.79 ±0.79 ±5.59 ±3.37 ±3.5 ±4.0 ±2.4 

Humilina B 

(30) 

50ppm 25.60 25.60 86.02 93.20 63 34.5 37.53 50.35 55 

±0.68 ±0.68 ±3.54 ±4.5 ±4.5 ±2.5 ±3.2 

Switenina e 
(44) 

50ppm 23.83 23.83 75.12 93.18 44 34.0 32.79 51.52 49 

±0.88 ±0.88 ±5.00 ±4.23 ±3.0 ±4.0 ±3.02 

Toosendanina 
50ppm 36.56 36.56 57.16 65.43 55 >44 23.34 33.14 24 

±0.76 ±0.76 ±7.91 ±3.54 ±5.6 ±2.5 

• Las medias son significativamente diferentes del control en Xi cuadrada Kruskal-Wallis (P <0.05). 
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Figura 45. Efecto de las humilinólidas A-D (26-29) sobre el peso promedio 
máximo alcanzado por las larvas de Ostrinia nubilalis. 
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Figura 46. Efecto de la humilinólida E (55), el metil-2,3-dihidroxi-meliac-8(30)­
enato-3-isobutirato (25a) y del metil-2,3-dihidroxi-meliac-8(30)­
enato-3-tiglato (25b) sobre el peso promedio de las larvas de 
Ostrinia nubilalis. 
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Figura 47. Efecto de la humilina B (30) y de la swietenina C (44) sobre el peso 
promedio de las larvas de Ostrinia nubilalis. 
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Figura 49. Efecto de las humilinólidas A-D (26-29) a la concentración de 5 ppm 
sobre el porcentaje de mortalidad de las larvas de Ostrinina nubilalis. 
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Figura 51. Efecto de la humilinólida E (55), el metil-2,3-dihidrixo-meliac-8(30)­
enato-3- isobutirato (25a) y del el metil-2,3-dihidrixo-meliac-8(30)­
enato-3- tiglato (25b) sobre el porcentaje de pupación. 
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Figura 53. Efecto de la humilinólida E (55) del metil-2,3-dihidroxi-meliac-8(30)­
enato-3-isobutirato (25a) y del metil-2,3-dihidroxi-meliac-8(30)­
enato-3-tiglato (25b) sobre el peso promedio de las pupas de O. 
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Figura 54. Efecto de la humilina B (30) y de la swietenina C (44) sobre el peso 
promedio de las pupas de O. nubilalis. 
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Figura 56. Efecto de la humilinólida E (55) del metil-2,3-dihidroxi-meliac-8(30)­
enato-3-isobutirato (25a) y del metil-2,3-dihidroxi-meliac-8(30)­
enato-3-tiglato (25b) sobre el tiempo promedio de pupación. 
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Figura 57. Efecto de la humilina B (30) y de la swietenina C (44) sobre el 
tiempo promedio de pupación. 
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Figura 59. Efecto de la humilinólida E (55) y del metil-2,3-dihidroxi-meliac-
8(30)-enato-3-isobutirato (25a) y del metil-2,3-dihidroxi-meliac-
8(30)-enato-3-tiglato (25b) sobre el tiempo promedio de 
emergencia del adulto. 
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Figura 60. Efecto de la humilina 8 (30) y de la swietenina C (44) sobre el 
tiempo promedio de emergencia del adulto. 
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Figura 63. Efecto de la humilina B (30) y de la swietenina C (44) sobre el peso 
promedio del adulto. 
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Figura 65. Efecto de la humilinólida E {55), del metil-2,3-dihidroxi-meliac-
8(30)-enato-3-isobutirato {25a) y del metil-2,3-dihidroxi-meliac-
8(30)-enato-3-tiglato {25b) sobre el porcentaje de emergencia del 
adulto. 
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Figura 66. Efecto de la humilina B (30) y de la swietenina C (44) sobre el 
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Fractionation of the CHCla extract ofthe stem bark of Malmea depressa, guided by phytogrowth­
inhibitory bioassays, led to the isolation of four known phenylpropanoids: 1,2,3,4-tetramethoxy-
5-(2-propenyl)benzene (1), 2,3,4,5-tetramethoxycinnamaldehyde (3), trans-isomyristicin (4), and 
2,3,4,5-tetramethoxycinnamyl alcohol (5), and a new Cs-C1 derivative that was characterized 
by spectral means as 2,3,4,5-tetramethoxybenzaldehyde (2). Compound 1 exhibited significant 
phytogrowth-inhibitory activity on seedlings of Amaranthus hypochondria.cus (IC50 = 43 µg/ 
mL) and Echinochloa crusgalli (IC50 = 810 µg/mL) and moderate antifungal activity against 
Trichophyton mentagrophytes (MIC 500 µg/mL) and Fusarium oxysporum (MIC = 250 µg/mL). 

Malmea depressa (Baill.) R. E. Fries (Annonaceae) 
[syn. Guatteria lei.ophylla (Donn. Sm.) Saff. ex. Stand!.], 

· commonly known by the Maya people as "elemuy", 
"sufricaya", "elemuy-box", and "nazareno prieto", is a 
tree (up to 10 m high) found in Central America and 
Mexico, from Veracruz to the Península ofYucatan. In 
the tropical forest it is a dominant species. The tree is 
used by local people as an analgesic agent and for the 
treatment of diseases such as pellagra and liver and 
kidney stones.2 No previous studies on the phytochem­
istry and biological properties of this species have been 
reported. In a general screening of severa! plant 
extracta for antifungal, cytotoxic, and plant-growth­
inhibiting agents, the CHCla extract and the essential 
oil of the stem bark of M. depressa demonstrated a 
significant inhibition of the radicle growth of Amaran­
thus hypochondriacus and Echinochloa crusgalli. In 
this investigation we describe the isolation and identi­
fication of the major phytotoxic constituents of M. 
depressa. 

Th.e initial phytogrowth-inhibitory activity of the 
CHCla extract of the stem bark of M. depressa on 
seedlings of A. hypochondriacus and E. crusgalli3- 5 gave 
ICso values of 134 and 457 µg/mL, respectively (Table 
1). The esaential oil of the stem bark also significantly 
inhibited the radicle growth of both species (Table 1). 
In addition, the CHCla extract displayed moderate 
antifungal activity against Fusarium oxysporum and 
Trichophyton mentagrophytes, with MIC values of 400 
and 300 µg/mL, respectively, brine shrimp lethality 
[(BST), LC50 = 62 µg/mL with a 95% confidence interval 
of 66-57 µg/mL] and equivocal cytotoxic activity against 

• Abstrac:t published in Aduance ACS Abstracta, February 1, 1996. 

Table l. Phytogrowth Inhibitory Activity of the CHCl.a 
Extract, the Essential Oil, and Isolates 

sample 

CHCl.a extract 

essential oil 

1 

2 

3+4+5 

tricolorin A*" 

seedling growth ICso, µ,lmL 
(95% confidence intervals) 

E. crusgalli A. hypoclwndria.cus 

457 134 
(500-414) ( 164-114) 
475.2 116 

(593-385) < 152-85) 
810 43 

(857-765) (51-35) 
>1000 822 

>1000 

12 
(17-7) 

(864-777) 
345 

(425-269) 
37 

(46-29) 

• Tricolorin A served as the positive control. 

three human solid-tumor cell lines (lung carcinoma, 
A-549; breast carcinoma, MCF-7; and colon adenocar­
cinoma, HT-29; the EDso values being 30, 21, and 21 
µg/mL, respectively).8•7 

The CHCla extract was fractionated by column chro­
matography over Si gel to yield seven primary fractions 
(F-1 to F-7) with a direct bioautographic bioassay being 
used for activity-directed fractionation. Successive 
preparative TLC of the active fraction F-1 allowed the 
isolation of l,2,3,4-tetramethoxy-5-(2-propenyl)benzene 
( 1) as the major active compound. 

Preparative TLC of active fraction F-2 led to the 
isolation of the novel compound 2 and the known 
compounds 2,3,4,5-tetramethoxycinnamaldehyde (3), 
trans-isomyristicin (4), and 2,3,4,5-tetramethoxycin­
namyl alcohol (6). Compounds 1 and 3-6 were identi-

0163-3864/9613259-0202$12.00/0 © 1996 American Chemical Society and American Society of Phannacognosy 



Notes 

fied from their IR, NMR, and MS data, which were 
identical to those previously described.8•9 

1 R= -CH2-CH=CH2 

2· R• -CHO 

J: R= -CH•CH-CHO 

4: R • • CH = CH • CH J 

5: R = • CH = CH • CH 20H 

Compound 2 was obtained as a yellow oil. lts molec­
ular formula, C11H140s, was deduced from elemental 
analysis and EIMS measurements. The IR spectrum 
showed absorption bands attributable to an aromatic 
aldehyde (2825, 1724 cm-1) and an aromatic ether (1265 
cm-1 ). The NMR spectra supported the presence of the 
aldehyde functionality (oe 10.36; Oc 188.80) and clearly 
indicated that the natural product contained a tet­
ramethoxyphenyl moiety. The signals attributable to 
the aromatic methoxyl groups appeared at 6e 3.95 
(OMe-2), 3.87 (OMe-5), 3.99 (OMe-3), and 3.97 (OMe-4) 
in the 1H-NMR spectrum and oc 61.25 (OMe-2), 56.10 
(OMe-3 and 5), and 62.85 (OMe-4) in the 13C-NMR 
spectrum. The only aromatic proton resonance waa 
observed at 6e 7.10, which ahowed a cross peak with 
the methine signal at Oc 103.80 in the HETCOR 
spectrum. The other aromatic carbons observed in the 
13C NMR were quatemary and appeared at Oc 124.00 
(C-1), 149.37 (C-2), 149.83 (C-3), 146.63 (C-4), and 
152.30 (C-5). The analysis of the 1H-1H NOESY 
correlations confirmed the subatitution pattem of the 
aromatic ring. In fact, the NOESY spectrum of 2 
showed that the aromatic proton (oe 7.10) had cross 
peaka both with the aldehyde hydrogen (oe 10.36) and 
with the methoxyl protons at 6e 3.87. In addition, the 
aldehyde proton (oe 10.36) correlated not only with H-6 
but alao with the signa! at o 3.95; thus, it wu assigned 
to the methoxyl group at C-2. These observations were 
in agreement with the disposition of the methoxyl 
groups at C-2, C-3, C-4, and C-5 of the aromatic ring. 

The essential oil obtained by H20 and · steam distil­
lation of the stem bark wu also investigated by GC­
MS analysis, which showed the presence of 1-4 and an 
unidentified compound. Identification waa made by 
comparison of the GC mobilities, by study of maaa 
fragmentation, and by coinjection with compounds 1-4 
isolated during the course of this study from the CHCla 
extract. It should be noted that tetraoxygenation of 
simple aromatic compounds is rare in nature,8 and their 
presence in M. depressa could be of chemotaxonomic 
relevance. 

Compound 1 produced significant inhibition ofradicle 
growth in A. hypochondriacus (ICso = 43 µg/mL) but was 
less sensitive against E. crusgalli (IC50 = 810 µg/mL). 
These resulta were in agreement with those of Horada 
and Nakayama,10 who demonstrated that this com­
pound reduced radicle growth of rice seedlings by 55% 
at a concentration of 100 µg/mL. Also, the growth­
regulatory activity of 1 was comparable to that previ­
ously demonstrated for several phenylpropanoids, in­
cluding apiol (6), which also possess a tetraoxygenated 
aromatic ring.10- 14 The new natural product 2,3,4,5-
tetramethoxybenzaldehyde (2) and the mixture of 
phenylpropanoids 3 + 4 + S were markedly less active 
in the phytogrowth-inhibitory bioassays than l. The 
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level of activity against A. hypochondriacus is signifi­
cant, inasmuch as the concentration threshold required 
for most of the natural phytogrowth-inhibitors tested 
in similar experiments has often been in the 100-1000 
µg/mL range.15,16 Thus, 1 may be considered for devel­
opment into an environmentally safe herbicide. Its 
mode of action is under investigation and will be 
communicated in due course. 

CH:v:: 6 
'-o 

The cytoto:xic, brine-shrimp-lethality, and antifungal 
propertiea of the major phenylpropanoid 1 were also 
evaluated. It was inactive in the BST (LC50 144 µg/mL) 
and did not exhibit cytotoxic activity against the A-549 
(EDso = 29 µg/mL), MCF-7 (ED50 = 46 µg/mL), and HT-
29 (EDso = 71 µg/mL) cell lines but showed moderate 
antifungal activity against T. metagrophytes and F. 
oxysporum with MIC values of 500 and 250 µg/mL, 
respectively. 

Ezperimental Section 

General Ezperimental Procedures. IR spectra 
were obtained on a Perkin-Elmer 599 B spectrophot.om­
eter. 1H-NMR (300 MHz) and 13C-NMR (75 MHz) 
spectra were registered on a V arlan VXR-3008 spec­
trometer in CDCb with TMS as intemal standard. 
GC-MS analysea were accomplished on a Hewlett­
Packard Model 5890 gas chromatograph interfaced with 
a JEOL JMS AX50HA masa spectrometer. 

The GC column wu a PAS-1701-tested 1701 silicone 
column (25 m x 0.32 mm i.d.) programmed from 1-150 
ºC at the rate of 7 ºC x min; the carrier gas was He (7 
psi, 1 mUmin). Analytical and preparative TLC were 
performed on Si gel 60 F254 E. Merck plates, and the 
spots were visualized by spraying with a 10% solution 
of H2S04, followed by heating at 110 ºC. Column 
chromatography was carried out on Si gel 60 (70-230 
mesh, E. Merck). 

Plant Material The plant material (stem bark) of 
M. depressa was collected in Municipio de Carrillo 
Puerto, Quintana Roo, Mexico, in March 1994. A 
voucher specimen (Anaya 93-4) has been deposited in 
the National Herbarium (MEXU), Instituto de Biología, 
Universidad Nacional Autónoma de México, México D.F. 

E:nraetion and Bioassay-Direeted Fraetion• 
ation. The air-dried stem bark (200 g) was ex:tracted 
with CHCl3 at room temperature. After filtration, the 
solution wu evaporated under reduced pressure to yield 
5 g of residue, which was subjected to column chroma­
tography over Si gel (100 g). Elution was accomplished 
with a mixture of solventa of increasing polarity ( CsHs 
gradually enriched with EtOAc); fractions of 100 mL 
each were collected and pooled based on TLC profiles 
to yield seven major fractions (F-1 to F-7). Bioauto­
graphic bioassay of the primary fractions showed that 
F-1 (Rr 0.75) and F-2 (Rr 0.45) were phytotoxic. Suc­
cessive preparative TLC ofthe active fraction (F-1) (2.0 
g) allowed the isolation of compound 1 (1.42 g) as a 
yellow oil. Preparative TLC of F-2 (380 mg), using the 
same solvent system, led to the isolation of compounds 
2-5: 2 (23 mg), 3 (19 mg), 4 (20 mg), and S (17 mg). 
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Compounds 1 and 3-5 were identified by comparison 
of their IR, NMR, and MS data with those previously 
described. 8•9 

2,3,4,5-Tetramethoxybenzaldehyde (2): pale yel­
low oil; IR Vmu (CHC}a) 2825, 2720, 1724, 1265 cm-1; 

EIMS miz (rel int) M+ 226 (100), 211 (54.4), 196 (6.4), 
195 (5.3), 193 (14.4), 183 (12); 1H-NMR ó 10.36 (s, CHO), 
7.10 (s, H-6), 3.95 (OMe-2), 3.87 (OMe-5), 3.99 (OMe-
3), 3.97 (OMe-4); 13C-NMR ó 188.80 (CHO), 61.25 (OMe-
2), 56.10 (OMe-3 and 5), 62.85 (OMe-4), 124 (C-1}, 
149.37 (C-2), 149.83 (C-3), 146.63 (C-4), 152.30 (C-5), 
103.80 (C-6). 

Essential Oil. The essential oil was prepared by 
H20 and steam distillation from 200 g of plant material, 
yielding 1.45 g. 

Phytogrowth-Inhibitory Activity. The phyto­
growth-inhibitory activity of the CHCla extract, frac­
tions, and pure compounds was evaluated on seedlings 
of A. hypochondriacus and E. crusgalli by using a Petri­
dish bioassay (PDPIB) according to the procedure previ­
ously described.3- 5,15 The seeds of E. crusgalli and A. 
hypochondriacus were purchased from V alley Seed 
Service, Fresno, CA, and Mercado de Tulyehualco, 
D.F., México, respectively. The data were analyzed by 
ANOVA (p < 0.05), and ICso values were calculated by 
Probit analysis on the basis of the percentage of in­
hibition obtained. The organic extract and isolates were 
evaluated at 50, 100, 250, and 500 µg/mL. Tricolorin 
A was used as a positive control.15 In addition, a di­
rect bioautographic phytogrowth-inhibitory bioassay 
(BPIB), 17,18 in which the seeds of the target species grow 
directly on the TLC platea (Si gel G60 F254 plates 5 x 
20 cm, E. Merck) was employed for activity-guided 
fractionation. Samples (ca. 10 mg each) were applied 
as a band, and then the developed platea (benzene­
EtOAc 9:1) were dried, coated with agar (20 mL), and 
left to solidify. The seeds (ca. 150/plate) of the target 
species were distributed over the coated TLC platea and 
incubated at 27 ºC in the dark for 24 h for A. hypochon­
driacus and for 48 h for E. crusgalli. In each experi­
ment, a plate with the agar served as the control. 

Bio888ays with Phytopathogen Fungi. Bioassay 
was carried out using a previously described procedure3 
employing Pythium sp., Helminthosporium sp., and F. 
oxysporum. Test samples were evaluated at 50, 100, 
200, 300, 400, and 500 µg/mL. Activity criteria: MIC 
values <500 µg/mL.3 

Bioassays with Human Fungal_Pathogem. Gan­
dida albicans (ATCC 10231), Aspergillus niger (ATCC 
16888), and Trychophyton mentagrophytes (ATCC 9129) 
were obtained from ATCC. Positive controla: ampho­
tericin B (Sigma, 15 µg/mL) for C. albicans and A. niger 
and griseofulvin (Sigma, 8 µg/mL) for T. mentagro­
phytes. The test material was dissolved in MeOH and 
evaluated by the agar-dilution method as described.19 

MIC values represent the lowest concentration of test 
sample at which complete inhibition of growth occurs. 
The MIC value for griseofulvin was 2.60 µg/mL and for 
amphotericin B was 3 µg/m.L. 

Notes 

Brine Shrimp Lethality and Cytotoldc Activity. 
The extracta, fractions, and isolates were evaluated for 
lethality to brine shrimp larvae, and in uitro cytotoxic 
activity was determined according to previously de­
scribed protocols.6.7 The cell lines used were lung 
carcinoma (A-549), breast carcinoma (MCF -7), and colon 
adenocarcinoma (HT-29), with Adryamicin as the posi­
tive control (DE60 = 3 x 10-2, 3 x 10-1, and 7 x 10-3 

µg/mL, respectively). Activity criteria: EDso values of 
<20 µg/mL for extracta and <4 µg/mL for pure com­
pounds. 
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Abstract-Four limonoids, humilinolides A-D from Swie1e11ia humilis and 
cedrclanolide from Cedrela salvadorensis, werc evalua1ed for 1heir elfecl on 
the European com borcr, Os1ri11ia 11ubilalis in comparison wilh 1oosendandin, 
a commercial inseclicide derived from Melia az.edarach. Whcn incorporated 
inlo artificial diets of neonates al 50 ppm, ali compounds caused larval mor­
talily as well as growth rcduclion and incrcased the development time of 
survivors in a concentration-dependent manner. Humilinolide C also rcduced 
growlh and survivorship al 5 ppm. Additional elfecls observed in many oí the 
limonoid-1rcated groups included a significan! delay in lime to pupation and 
adull emergence. The compounds showed comparable activity to toosendanin, 
a commercial insecticide. Furthennorc, the cytotoxicity of the humilinolides 
to thrce human cell lines was low. 

Key Wonls-Humilinolides, cedrclanolide, limonoids, inseclicides, Euro­
pean com borcr, cytotoxicity. 

INTRODUCTION 

Many limonoids of the Meliaceae and Rutaceae families possess antifeedant, 
toxic, or growth-reducing properties to different species of insects (Amason et 
al., 1993; Champagne et al., 1989, 1992; Isman et al., 1995; Mikolajczak and 
Reed, 1987). Two of these compounds, azadirachtin f~m seeds of the neem 

•To whom correspondence should be addrcssed. 
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tree of India, Azadirachta indica, and toosendanin from the bark of Melia toos­
endan and Melia azedarach of China have been commercialized for use as 
practical pest control agents (Chiu, 1995). In both cases the parent natural 
product has generally better efficacy than derivatives. Limonoids are valued as 
well for their low mammalian toxicity, nonneurotoxic mode of action, and low 
persistence, which enhance their value as botanical pesticides. 

H 
OCOCH(Me)J 

o 
i 

humilinolide A: R=OH 
humilinolide B: R=OAc 

OR1 

o 
Me a - 1 

o 

o 

humilinolide C: R=H: R1=COC(Me)=CHMe; Rz=Ac 
humilinolide D: R=OAc; R1=Ac; Rz=H 

F1G. 1. Humilinolides A-D. 

Although the Meliaceae are well represented in the neotropics and are 
known as natural sources of insecticides (Pennington, 1981 ), no insecticide has 
been commercialized from the neotropical Meliaceae. In an effort to find prnc­
tical insecticides from the Americas, several groups have screened extracts of 
Meliaceae for effects against lepidopteran larvae. The significantly active extrncts 
included species of the common American genera, Swietenia and Cedrela. For 
example, it was found that leaf extracts of Swietenia humilis Zucc. inhibited 
growth (50% effective concentration, EC50 = 100 ppm) and deterred fecding 
(EC50 = 23 ppm) by the variegated cutworm Peridroma saucia. Phytochcmical 
investigation led to the isolation of seven limonoids, including humilinolides 
A-D (Figure 1) from seeds (Okorie and Taylor, 1970; Segura-Correa et al., 
1993). S. humilis is commonly known in Mexico as "zopilote" and "cobano." 
lt grows in the low to mid-elevation of subtropical regions of Mexico including 
the states of Guerrero, Michoacan, Colima, Sinaloa, and Chiapas and extends 
along the Pacific slope into Central America as far south as Guanacaste province, 
Costa Rica (Standley, 1920-1926). Cedrela salvodorensis is a tree growing at 
mid-elevation (500-1500 m) in the same geographical range. Recently the new 
liinonoid cedrelanolide (Figure 2) was isolated and identified from the bark of 
this species (Segura-Correa et al., 1994). 

In the present paper, humilinolides A-D and cedrelanolide were examined 
for their effects on the European com borer (ECB), Ostrinia nubilalis Hübner. 
O. nubilalis is a polyphagous pest of com, and the economic losses due to this 
insect on sweet com in Minnesota alone were estimated to exceed $5,000,000 
annually (Noetzel et al., 1985). It also causes damage to potatoes (Stewart, 
1994), winter wheat (Buntin 1992), and bell peppers (Fran et al., 1992). Toos­
endandin was included both as a reference standard and because its effects on 
ECB had not been examined. Toosendanin at 20 ppm is known to deter feeding 
by the asiatic com borer, Ostrinia fumicalis (Chiu, 1995). In order to assess 

COaMe 

Cedrelanolide 

FIG. 2. Cedrelanolide. 



the potential for nontarget effects, the cytotoxicity of several of the limonoids 
to human cell lines was detennined. 

METHOOS ANO MA TERlALS 

Plant Ex1ractions. Swietenia humilis was collected in the state of Guerrero, 
Mexico, and was identified by Dr. Robert Bye, Jardin Botanico, Instituto de 
Biologia, UNAM. The air-dried seeds (1 kg) were ground into powder, defatted 
with hexane, and then exhaustively extntcted by maceration with CHC13 al room 
temperature. The resulting CHCl3 extract was concentrated under reduced pres­
sure to give a residue (125 g). The concentrated residue was chromatographed 
on silica gel, eluting with benzene-EiOAc-MeOH using a step gradient of 
increased polarity to yield three major fractions (FI-FIII). Fraction 11, eluting 
with EtOAc was rechromatographed on silica gel using hexane-EtOAc (mixtures 
of increasing polarity) as eluents to yield humilinolides B (14.28 mg) and C 
(29.0 mg). Further column chromatography over silica gel of FIII (eluted with 
EtOAc-MeOH 7:3) using hexane-EtOAc (6:4) allowed the isolation of hu­
milinolides A (171.4 mg) and D (21.4 mg). In all cases, final purification was 
achieved by preparative TLC on silica gel using benzene-EtOAc (1: 1) as the 
eluent. IR, MP, and NMR data of the isolated humilinolides A-D (1-4) were 
identical to those of authentic samples (Segura-Correa et al., 1993). Toosen­
danin was a gift from Professor Chiu, and cedrelanolide was isolated from 
Cedrela salvadorensis as described previously (Segura-Correa et al., 1994). 

Bioassays with ECB. Larvae used for the experiments were obtained from 
the culture at the University of Ottawa, which was maintained under previously 
described conditions (Amason et al., 1987). All test materials were dissolved 
in 95 % ethanol and added to the artificial diet at one of two concentrations (5 
or 50 ppm) or control (1 mi 95% ethanol). Neonate larvae were placed collec­
tively for nine days in glass vials containing a cube of the appropriately treated 
diet. Thirty larvae were then transferred to separate vials with corresponding 
diet cubes. Larvae were weighed approximately every four days, at which time 
the old diet was replaced with fresh stock. Larval weight gains an<i mortality 
were recorded the last day before the first larva pupated (approximately after 20 
days). Other life-cycle measurements were recorded, such as time to pupation 
and adulthood, weight of pupae and adults, mortality of larvae, and adult 
deformities. Ali treatments were effected in a controlled environment chamber 
with an 18L:6D photoperiod, a 25ºC day and 19ºC night temperature regime, 
and a relative humidity of approximately 80%. 

Cytotoxicity Assays. Cytotoxicity against human solid tumor cells was 
measured at the Purdue Cell Culture Laboratory, Purdue Cancer Center, in a 
seven-day NTI assay for MCF-7 breast carcinoma, HT-29 colon adenocarci-

noma, and A-549 lung carcinoma with adryamicin as the positive control 
(Anderson et al., 1991). 

Data Analysis. Data analyses for all the live insect bioassays were statis­
tically analyzed using SAS ANOVA and GLM procedures. (SAS lnstitute, 1982). 

RESULTS ANO OISCUSSION 

At the laival stage, ali the compounds tested inhibited growth compared to 
controls when incorporated into diets at 50 ppm (Figures 3 and 4). At 20 days 
this growth reduction is clearly significant in the 50 ppm group (Table 1), but 
only humilinolide C, cedrelanolide, and toosendanin showed significant inhi­
bition at 5 ppm (Table 1). When expressed as the percentage of respective 
controls, toosendanin was the best laival growth inhibitor with humilinolide C 
producing comparable inhibition (Figure 5). Toosendanin and cedrelanolidc at 
both 5 and 50 ppm induced only moderate laival mortalities ( < 37 % ), but the 
humulinolides generally produced higher mortalities ( > 36 % at both concentra­
tions). 

The percentage of larvae that reached pupation decreased in ali tested com­
pound groups in comparison to the control groups (Table 2). The most important 
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F10. 3. Growth ofECB larvae fed control diets ordiets treated with 50 ppm humilinolidcs 
A-D. 
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FIG. 4. Growth ofECB larvae fed control diets ordiets treated with 50 ppm cedrelanolide 
or toosendanin. 

TABLE I. ACTIVITY OF LIMINOIDS ON LARVAL GROWTH PARAMETERS OF o. nubilalis 

Concentration Mean weight LaNal monality 

Treatment (ppm) gained (mg) (%) 

Control - 69.7 ± 3.2 a• 13.3 

Cedrelanolide s SS.1 ± 4.9 b 23.3 

so 41.6 ± S.9 b 13.3 

Toosendanin s Sl.l ± 4.1 b 26.7 

so 17.0 ± 2.S e 36.7 

Control 68.0 ± S.7 a 3.3 

Humilinolide A s SS.S ± 8.0 a, b 36.6 

so 19.6 ± 3.3 b 43.3 

Humilinolide 8 s 80.1 ± 7.9 a 36.6 

so 2S.8 ± 3.4 b so.o 
Humilinolide C s 36.1 ± 6.4 b 43.3 

so 17.1 ± S.6 b so.o 
Humilinolide D s 80.3 ± 6.1 a 40.0 

so 38.8 ± 8.9 b 63.3 

• Means followed by the same letter within a column, are not significantly different in a Student­
Newman-Keuls (SNK) test al P < O.OS (treatments are compared to their respective controls only, 
e.g., toosendanin is not compan:d to humilinolide A). Means are ± standard error. 
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FIG. 5. Growth of ECO larvae reared on treated diets at 20 days, as a percent of respec­
tive control. 

effect was observed with humilinolides D and C, which at 50 ppm resulted in 
only 10% and 13% pupation, respectively. Significant delays in time to pupation 
were observed in 5 ppm cedrelanolide-treated males, 50 ppm treated fcmales, 
5 ppm toosendanin-treated males, and both males and females at 50 ppm. Devel­
opment of males was delayed in 50 ppm treatments with humilinolide B. Of ali 
the limonoids tested, only toosendanin significantly reduced pupal weights of 
males and females at 50 ppm. In several of the humilinolide C groups there 
were too few survivors for statistical analysis. 

Survival to adult stage, as compared to the pupal stage, showed no funher 
reductions with toosendanin or cedrelanolide (Table 2). However, the humiJi­
nolides produced additional mortality and lower survivorship to the adult stage 
for most compounds and concentrations. Mean adult weights were significantly 
reduced (male and female) with 50 ppm toosendanin treatments. Significant 
delays in mean time to the adult stage were seen in many of the treatments. 

The cytotoxic activity of humilinolides A-D was determined against thrcc 
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SCENT MARKING, SCENT ORIGIN, ANO SPECIES 
SPECIFICITY IN MALE PREMATING BEHA VIOR OF 

TWO SCANDINA VIAN BUMBLEBEES 

PETER BERGMAN* and GUNNAR BERGSTRÓM 

Department o/ Chemicul Ecology 
B01anicul lnsrilu1e, Go1eborg Universily 

Curl Skousbergs Gala 22, S-4/3 /9 
Go1eborg, Sweden 

(Received May 21, 1996; accepled December 16, 1996) 

Abstract-The rnarking behavior and the scent-marking compounds in males 
of two Scandinavian bumblebee species Bombus pru1orum and Bombu~· lup­
idariu.s were studied. There are characteristic differences in the behavior and 
in the chemisuy of the two species. Males of B. prutorum scent marked small 
arcas of the edges of birch leaves in a quick and unpredictable manner, depos­
iting famesol, geranylgeranyl acetate, famesyl acetale, (Z)-11-octadecanol, 
hexadecanol, and a pentacosadiene. In B. lapidarius, scent marking on birch 
leaves was much slower and the entire edge of the leaf was marked with 
(Z)-9-hexadecenol and hexadecanol. These compounds were also detected in 
the cephalic ponion of the labial gland in males. Thus, males of B. lupidurius 
produce a blend of fany acid derivatives while B. prutorum males, in addition 
to fatty acid derivatives, also produce sesqui- and diterpenes. The total amoum 
of scent compounds per milligrdm of labial glands was 0.2 µgin B. pratorum 
and 40 µg in B. lapidariu.s. Famesol and famesyl acetate were detected via 
headspace collection in the air around leaves marked by B. pru1orum and 
(Z)-9-hexadecenol was detected around leaves marked by B. lapidarius. 

Key Wonls-Labial gland, male mating behavior, marking pheromone, Bom­
bu.s pra1orum, Bombus lapidariu.s, Hymenoptera, Apidae, GC-MS, isopren­
oids, fatty acid derivatives. 

INTRODUCTION 

The majority of bumblebee species worldwide (about 300) have annual colonics 
that originate from a single mated and hibemated queen (Prys-Jones and Corbet, 

•To whom corespondence should be addressed. 
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C(25) 0.7202 (3) 0.37.52 (1) : 0.4327 (.5) 0.065 (1) 
C(26J 0.6164 (4) 0.3.587 (I)· OJ629 (6) 0.091 (2) 
C(27) 0.7772 (4) 0.4109 (1) 0.3.530 (7) 0.011 (2) 
C(28) 0.7314 (4) 0.3321 (1) 0.8404 (6) 1 0.017 (2) 
C(29) 0.6898 (5) 0.2943 (2) 0.9352 (6) 0.132 (2) 
C(30) 0.6637 (.5) 0.3716 (2) 0.87.54 (6) 0.12S (2) 
C!ll) 0.780.5 (.5) 0.4.570(2) 0.1330 (8) 0.1.54 (3) 

1 

t Panial occupancy (sec below). 

Tab\e 2. Geometry o/ hydrogen bonds and C-H· · -O 
inleraclions (A, •) 

D-H· · ·A D-H ff .• ·A D· • . ,t 
C(6}-H(4)· · ·0(3'1) 0.98 2.46. 3.2S (3) 
C(ll}-H(II)· · •0(1) 0.98 2..5i 3.ill (.5) 
N(3}-H(20)· · ·N(2) 0.76 (4) 2.28 (4) 2.644 (.5) 
C(l6}-H(21)· · •0<1) 0.98 2.48 2.80.5 (.5) 
C(20}-H(26)- • ·0(2) 0.98 2.42 3.02S (.5) 

D-H···A 
131 
120 
110 (4) 
99 

120 
109 C(23}-HC34)• • ·0<2) 0.98 2.22 2. 706 $4) 

C(24}-H(3.5)· • •0(3) 0.98 2.45 2.82 (1) , 102 
C(24}-H(3.5)- • ·O<l') 0.98 2.4$ 2.77 (3) 1 98 
C(26)-H(J7)• • ·0(41 0.98 2.21 2.713 (.5) 
C(JO}-H(43)· • ·0<4 ) 0.98 2..52 3.427 (6) 

109 
1.54 

Sym~ codcs: (i)..r - J, J - y, 2 - i: (ii) z,y, 1 + z. 

Table 3. Summary o/ bond lenglhs ( A) 
Rangc 

1.364 (6)-1.405 (.5} 
1 J 18 (.5)-1.3.5.5 (5) 
1..516(7)¡ 1..5611 (5) 
1.4.50 (6)-1.481 (6) 
1.489 (.5)-1..532 (.5) 
1.36 7 (.5)-1.369 (.5) 
1.449 (.5)-1.474 (4) 
1.21 (1 )-1.232 (5) 
1.307 (.5) 
1.4.52 (6) ; 

Mean 
1.313 (7) 
1.337 (7) 
1..534 (6) 
1.466(8) 
I..Sl3 (6) 
1.361 (7) 
1.461 (5) 
1.23 (1) 

Toe structure wa.~ solved by direc:t methoc:ls using SIR92 (Al­
tomare et al., 1994) and expandcd using Fourier techniques 
(Beurskens et al., 1994). AJI calculations were peñormed 
using TEXSAN (Molecular Structure Corporation, 1992) and 
MSGAFC Di.ffractometer Control Software (Molecular SlrUc· 
ture Corporation, 1988) was uscd f or data collection and cell 

, refinement Toe amine H atoms were rcfined with isolrOpie. 
displacement parameters. Toe remaining H atoms were fixed 
in ca1culated positions (methyl groups staggered, with C-H 
0.98 A and displacemcnt parameters 20~ larger Iban those of 
the parent atoms). Toe partial disórder of the crystal structure 
involves the carbonyl 0(3) atQm of the ester fragment The 

. occupancies of the two positions were adjusted as the refinc­
ment progressed to yield approximatcly equal displacemcnt 
parameters, the final values being 0.71 and 0.29 for 0(3) and 
0(3•), respectively. Toe· absolute configuration was based on 
the known chiralities of two centers. A paral1el refinement of 
the opposite enantiomer gave slightly higher residuals (R = 
·0.0392 and wR = 0.0376). 

' 
Financial,support was provided by a grant to RJA 

from the National Cancer Institute of Canada. ' 

Lists oí structure faclors; anisotropic displaccment paramccen, H­
atom coordinatcs and col!'plelc gcomeuy, including torsion anglcs 
and contact dis1anccs, havé bcen deposited wilh· thc lUCr (Rcítrcncc: 
FGll20). Copies may be obtained chtough Thc Managing Editor, 
lnicmalional Union of Cryscallography, 5 Abbey Squarc, Chester CH 1 
_2HU, England. 

C 1996 ln1cma1ional Union of Cryslallography 
Printcd in Grcal Britain - ali rights rc.~rvcd 
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Abstract 
The title molecule, methyl a,10-bis(acctoxy)-4-(3-furan­
yl)-l,4,4a,S,6,6a,7,8,9,~0,ll,121Hiodecahydro-l l-hydroxy-
4a,7,9,9-tctramethyl-2,13-dioxo-7,ll-methano-2H-cyclo-. 
octaU][2]benzopyran-8-acetate, C31H310 11 , consists Qf 
four six-mcmbcred rings (A, B, C and D) and a five­
mcmbered furan ring (E). TI1e A ring is fused al C(2}­
C(l)-C(l0) to the B· ring. The BIC and CID rings 
are trans- and cis-fused, respcctivcly. Rings A, B, C 
and D adopt conformations intennediate betwccn twist 
·274 and boat B,,1, intei:mediatc bctwccn half-chair I H6 

and cnvelope 1E, distortcd chair 1C, and half-chair 

f Concribulion No. 1421 oí che ln.~1icu10 de Química and Facullad de 
Química,_ Universidad Nacional Autónoma de M~xico, ~uico. 
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' 6 H,, respectively. The crystaJ, structure is• stabilized 
by an intennolecular 0-H· · ·O hydrogen bond, three 
C-H· · ·O intcnnolecular hydrogen bonds and van der 
Wa:ils interactions. 

o.o3o (7), q3 = o.518 c1>, Q = o.s 18 (7) A. e = 3.3 <S>, 
'() = -154.5 (12}°: q2 = 0.283 (7), q3 = -0.427 (6), 
Q = 0.512(7)A, 9 = 146.4(8), ,'() = 155.3(1)º. 
The crystal structure is stabilizcd by an int~nnolec­
ular hydrogen bond between thd 0(7)-H hydroxy 
group and the 0(9) carbonyl group [H(7A)! · ·0(9') 

Comment 2.2 (7), 0(7)·, ,0(91) 2.815 (7) Á and 0(7)-H; · ·0(9¡) 
~umi!inolidc D, (1), is a tetrano~te~noid ':"~ch w~ , 146 (7)º: symmetry code: (i) x- ¡, 1-y, -d; There 
1solated from thc sccds of Swittcma lium,1,s (Mel,- are three C-H·. ,O jnteractions shorter than· 3.5 A: 
aceae).·Details of the source and chemical background C(23)·. ,0(2¡¡) 3.292(llt, C(25)·. ·0(7m) 3.367 (11) and 
of huniilinolide D are &!ven •by Segura-C~rr~ Mata, C(31) .. ·0(6¡¡,) 3.310 (12) A [symmetry codes: (ii) ! + x, 
Anaya, Hemández-Bautista. Villena. Sonano-García, }-y, -z: (iii) ·-½ -x,-1-y, -½ + z]. \ 
Bye & Linares (1993). · ¡ 

¡)-
11 .21 

(1) 

The' absolute configuration or the tille compound 
is inferred from the known stereochemistty of hu­

. milinblide A (Segura-Correa et· al., 1993) deduced 
from chemical and X-ray studies. The Cremer & 
Pople (1975) ring-puckering parámeters for the A, 
B, C and D rings are, rcspectively, q2 = 0.792 (7), 
q3 = o.ol5 C6), Q = 0.192 o> A, e = 88.9 C5>, '() 
= -162.0(5)°: q2 ~ 0.474(7),· q3 = 0.343(7), Q 
= 00.585 (7) A, l1 = .54.l (7), I()· = -23.3 (9)º; q2 = 

,. 

1 

Fig. l. The molecular slrUCture of thc title compound showing lhe 
atorn. labelling. Ellipsoids are plouc:d al lhe 50 .. probability level. 

Fig. 2. A perspective drawing of the packing amngement oí lhe tille 
, compound. 1be dashed lines indicate the intcrmolccul:ir hydror,t'n 

bonding. 

Experimental 
Crystal data 

C31H31011 
Mr"' 586.63 
Orthorhombic 
n,2,2, 
a • 14.510 (1) Á 
b • 17.248 (1) Á 
e .. 11.908 c2> A 
v- 2980 (1) Á3 

Z•4 
D. ,.¡ 1.307 Mg m-3 

Data colltction 
Rigaku AFC-5R diffractom­

eter 
wscans 
Abs9rption correction: 

,¡, sean (North, Phillips 
& Mathews, 1968) 
T ... = 0.94, T ..... = 1.00 

2551 measured reflections 
2526indepcndentreflections 

Cu Ka radiation 
Á = 1.54184 Á 
Cell parameters from 25 ; 

reflections \ 
8 • 32. 7-40.0° 1 

1-' • 0.83 mm-• 
T• 296 K 
Prism 
0.40 X 0.33 X 0.22 mm 
Colourless 

1854 observed reflections 
[F > 40'(F)) 

o ... = 60.25° 
h = o- 16 
k = O - 19 
I = o- 13 
3 standard reftections 

monitored every 150 
reflections 

intensity decay: 5% 



M. SORIANO-GARCIA et al. 1529 

Refine111e11t 
Refinement on F 
R = 0.0562 
K·R = 0.0651 
S = 1.32 
l 854 tcftcctions 
382 paramctcrs 
H atoms rcfined isotropically 

K' = 1/ql(F) 
(/j,/q)rnu = 0.032 
/j,Prnu = O.IS e Á-3 

.tiprnin = -0.21 e A-3 

Extinction correction: nonc 
Atomic scattering foctors 

Í[Om SHEI..XTL-Plus 
(Sheldrick. 1991) 

Tablé l. Fractional atomic coordinates and equivalent 
· isotropic displacement pararneters (1\2) 

Urq • (1/JiE;'E¡U;¡ajaj~·ªi· 
z y z Urq 

O(\) -0.1010 (4) '0.2.S21 (3) 0.1708 (5) o.oso (2) 
0<2> ..;o.0912 (4J o.6691 <3> 0.1971 <5> 0.081 <2> 
0<3l ·o.om <J> • 0.6407 <3> o,0996 (4> 0.061 <2> 
0(4) ,0.2552 (4) · 0.6514 (3) -0.1569 (5) 0.091 (2) 
0<5> ...;o.1%6 (3> o.,4745 <3> -o.01ao <5> o.066 <2> 
0<6> ~0.3502 <4> o.4727 <4> -p.0142 <8> 0.121 <41 
0(7) -D.2200 (4) 0.3722 (3) 0.1980 (6) 0.084 (2) 
0(81 0.0067 (3) 0.2691 (3) -0.2224 (4) 0.067 (2) , 
0(9) 0.1575 (3) Q.2.486 (3) , -Ó.2525 (5) 0.081 (2). 
0(10) , 0.0473 (4) 0.4730 (3) -0.2342(5) o.oso (2) 
O( 11) 0.0301 (4) 0.3792 (3) -0.3649 (5) 0.079 (2) 
C(I) -0.0871 (5) 0.3012 (4) 0.1121 (7) 0.059 (3) 
C(2) ' -0.1481 (5) OJ781 (4) 0.1151 (7) 0.061 (3) 
C(J) -0.1925 (5) G.3919 (4) -0.0003 (7) 0.062 (l) ª'' -0.1425 (5) 0.3509 (4) -0.0911 (7) 0.051 (3) 
C(5) . -O.IQ59 (5) 0.3605 (4) -0.0735 (6) 0.051 (2) 
C(61 0.028' (5) 0.3419 (4) -0.1733 (5) 0.051 (2) 
C(7) 0.0345 (5) 0.4064 (5) -0.2611 (1) 0.063 (3) 
C(I) 0.0021 (5) 0.4425 (3) 0.1603 (6) 0.047 (2) 
C(9) 0.0571 (5) 0.3770 (4) 0.1086 (6) 0.052 (2) 
C(IO) -0.0034 (5) 0.3201 (3) 0.0371 (6) 0.050 (2) 
C(I I) 0.1404 (4) 0.4083 (3) 0.0432 (6) t 0.051 (2) 
C(l2) 0.1960 (4) 0.4667 (3) 0.1101 (6) 0.053 (2J 
C(l3) 0.1403 (5) 0.5340 (4) 0.1571 (6) 0.051 (2) 
C(l4) 0.0517 (5) 0.5020 (4) 0.2247 (6) 0.051 (2) 
C(l5) 0.0021 (5) 1 0..5682 (4) 0.2738 (6) 0.056 (2) 
C(l6). -0.0252 (6) 0.6215 (4) 0.1894 (6) o.os, (l)_ 
C(l7) 0.0980 (5) 0.5111 (4) 0.0617 (6) 0.052 (2) 
C( 18) C>.2025 (5) 0.5832 (4) 0.2321 (6) 0.061 (3) 
C(l9) 0.04'9 (5) 0.2422 (4) O.o221 (6) 0.062 (3) 
C(20) 0.1660 (5) 0.6241 (4) -0.0100 (6) O.ml (3) 
C(21) 0.1909 (6) 0.6032 (4) -0.1131 (7) 0.070 (3) 
C(22) 0.2166 (6) 0.6911 (4) 0.0127 (11) 0.084 (4) 
Q23) 0.2699 (7) 0. 7047 (5) -0.0779 (1) 0.091 (4) 
C(24) -0.2803 (6) 0.5083 (5) -0.0190 (11) 0.071 (4) 
Q25) -0.2720 (7) 0.5931 (5) -0.02J7 (7) O.J02 (4) 
Q26l -o: 1747 (5) 0.2670 (4) -o.imo 1111 o.b79 <l> 
C(27) -0:1692 (5) 0.3191 (5) -0.2091 (7) 0.079 (l) 
cc2a1 -ollm (5l o.4437 (4> o.ma (6) o.056 (3) 
C(29) O.OROI (6) 0.2265 (5) -0.2519 (7) 0.070 (3) 
C(30) 0.0515 (7) 0.1520 (5) -0$14 (9) 0.127 (5) 
C(ll) o.~I (7) 0.4354 (6) -0.4531 (7) 0.116 (.5) 

Table 2. Selec¡ed geometric parameters (A, •) 
0(1)-C(I) ,i 1.207 (9) 0(2)-C(l6) 1.191 (10) 
0(3)-C(l6) 1.367 (9) O(l)-C(l7) 1.470 (8) 
0(4K(21) 1.351 (10,' 0(4)-C(23) 1.33] (11} 
0(5)-C(3) l.442 (1) 0(5)-C(24) 1jc7 (\0) 
0(6)-C(24l 1.117 (11) 0(7)-C(2) 1.427 (1,0) 
0(1)-C(6l 1.420 (1) 0(1)-,(X29) I.Jn (10) 
0(9)-C(29) 1.171 (10) O(IO)-C(7) 1.210 (10) 
0(11)-C(7) 1.316 (11) 0(11)-C(31) 1.443 (11) 
Ql)-C(2) 1.502 (10) C(l)-C(IO) 1.521 (10) 
Q2)-C(l) 1.540 (12) C(2)-C(211). 1.509 (10) 
C(J)-C(4) 1.543 (11) Q4)-C(5) 1..5U (9) 
Q4)-C(26) 1..522 (10) C(4)-C(27) 1..527 (11) 
Q.5)-C(6) , 1.545 (9) Q5)-C(IO)• 1.571 (9) 
C(6)-C{7) 1..536 (11) C(l)-C(9) 1..519 (9) 

C(8)-C(l4) 1.521 <9) 
C(9)-C(IO) 1..569 (9) 
C(l0)-C(l9) Ul3 (9) 
Q12)-C(l3) 1.520 (9) 
C(l3)-C(l7) 1.m (9) 
C(l4)-C(l5) 1..517 (9) 
C(l7)-C(20) 1.502 (10) 
C(20)-C(22) 1 _196 ( 111 
C(24)-C(2!1) l.4KI (121 

C(l6)-0(l)-C(l7) 122.0 (5) 
C(l)-0(5)-C(24) 117.7 (6) 
C(7)-0(ll)-C(31) 115.6 (7) 
0(1)-C(l)-C(IO) 125.2 (6) 
0(7)-C(l)-C( 1) 113.0 (6) 
C(l)-C(2)-C(3) 110.J (6) 
C(l)-C(2)-C(28) 105.5 (6) 

, 0(5)--C(3)-C(2) 107.5(6)" 
C(2)--C(3)-C(4) 114.4 (6) 
C(3)--C(4)-C(26) 108.3 (6) 
C(3)-C(4)-C(27) 109.6 (6) 
C(26)--C(4)-C(27) 107.8 (6l 

, C(4)-C(5)-C(IO) 113.8 (5) 
0(8)-C(6)-C(5) 111.5 (5) 
C(21)-0(4)-C(23) 105.5 (7) 
C(6)-()(l)-C(29) 115.5 (6) 
0(1)-C(l)-C(l) 122.1 (7) 
C(2)--C(l)-C(IO) 112.5 (6) 
0(7)-C(2)-C(3) 109.2 (6) 
0(7)-C(2)-C(28) 104.0 (6) 
C(3,-..;c{2)-C(28) 114.7 (6) 
0(.5)-C(3)-C(4) 111.2 (6) 
C(3)-C(4)-C(.5) 105.1 (6) 
C(5)-C(4)-C(26) 11'"9 (6) 
C(5)--C(4)-C(27) IIIJ (6) 
C(4)-C(5)-C(6) 115.3 (6) 
C(6)-C(5)-C(IO) 112.0 (5) 
O(l)-C(6)-C(7) 111.1 (6) 
C(5)-C(6)-C{7) 114.3 (6) 
O(IO)-C(7)-C(6) 120.7 (8) 
C(9)-C(l)-C(14) 114.1 (6) 
C(l4)-C(8)-C(28) 122.7 (6) 
C(8)-C(9}-C( 11) 111.2 (5) 
CCl)-C(I0)-(."(5) 108.3 (5) 
C(5)-C(IO}-C(9) 110.2 (5) 
C(~)-C(IO)-C(l9) 115.2 (6) 
C(9)--C(ll)-C(l2) 112.3 (6) 
C(l2)-C(l3)-C(l4) 109.I (5) 

C(8)-C(281 
C(9)-C(II) 
C(ll)-C(l2) 
C(l3)-C(l41 
C(IJ)-C(IB) 
C(l5)-C(l6) 
C(20)-C(2 l 1 
C(22>-C(2JI 
C(:?9)-CCIIII 

Cí14)-C(ll)-C{l7J 
C(l4)-C(ll)-C(l8) 
C(B)-C( 14)-C( 1 l) 
C(ll)-C(l4>-C( 15) 
0(2)-C(l6)--0()) 
O(l)-C(l6)-C(l!I) 
0(3)-C(l7)-C(20) 
C(l7)-C(20)-C(21) 
C(2 I )-C(20)-C(22) 
C(20)-C(22)-C(23) 
0(5}-t-C(24,-:..0C6) 
0(6)-C(24)-C(25) 
0(8)-C(29)-0(9) 
0(9)-C(29)-C(l0) 
O( 10)-C(7)-()( 11) 
O(l l)-C(7)-C(6) 
C(9)-C(8)-C(28) 
C(l)-C(9)-CI 101 
C(IO)-C(9)-C(l 1) 
C(l)-C(IO)-C(9) 
C( 1 )-C( 10)-C( 19) 
C(9)-C(IO)-C( 19) 
C(ll)-C(l2)-C(ll) 
C(l2)-C(l))-C(l7) 

• C(l2)-C(IJ)-C(IR) 
C(l 7)-C(ll)-C( 18) 
C(l)-C(l4)-C(1S) 
C(l4)-C(l5)-C(l6) 
0(2)-C( 161-Q IS) 
O(l)-C( 17}-C(l l) 
Qll)-C(l7)-C(20) 
C(l 7)-C(20)-C(22l 
0(4)-C(21)-C(20) 
0(4)-C(ll )-C(22) 
0<5>-C<24>--C<m 
Q2)-C(28)-C(8) 
0(8}-C(29)-C(l0) 

1.326 (10) 
1.52K (Q) 

1.52) (9) 

1.532 (9) 
1.527 (10) 
1.503 (10) 
1.341 (11) 
1.346 IDl 
1.472 ( 121 

105.7 (5) 
110.7 (61 
11).5 (!I) 
110.0 (~) 
117.-1 (7) 
117.11 (61 
105.2 (5) 
124.l (6) 
105.5 (7) 
106.5 (8). 
123.1 (8) 
125.9 (9) 
123.1 (7) 
125.5 (8) 
126.9 (8) 
112.] (7) 
122.3 (6) 
112.5 (5) 
11).0 (6) 
102.J (Sl 
109.1 (5)· 
110..5 (5) 
114.7 (5) 
110.4 (5) 
109.0 (5) 
111.9 (5) 
114..5 (6) 
114.1 (6) 
124.7 (7) 
113.8 (~i 
115.2 (6) 
130.2 (7) 
111.4 (7) 
111.1 (11) 
110.9 (7) 
124.7 (6) 
111.4 (7) 

1ñe H atoms oí the CH and CH2 groups werc allowcd to ride 
on their bonded C atoms and rcfined. The H 11tom bonded 
to atom 0(7) was located on a differcnce Fourier map at an 
advanced stagc of anisotropic iefinement and its coordinatcs 
rcfined. Thc structurc solution ·and rcfinemcnt werc canied 
out using SHELXTL-Plus (Sheldrick, 1991). PARST(Nardclli, 
1983) was uscd f or gcomctricaJ calculation.1.-

Usts oí 11n1eturc factors, anisotropic cíisplacemenl paramcters, H­
alom coordinatcs and complclc geomcuy havc becn ckposilrd wi1~ 
lhc IUCr (Rcraence: SZI030). e~ ffll)' be ohlaigcd lfirough Thc 
Managing Editor, lnlcmalional Union or Clystaliography, 5 Abbcy 
Square, Chcstcr CH l lHU, England: · 

.. 
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Contractile Response Induced by a Limonoid 
(Humilinolide A) on Spontaneous Activity of 
Isolated Smooth Muscle 

Mercedes Perusquía,1* Ricardo Hernández,1 Maria Adelina Jiménez,1 Rogelio Pereda-Miranda1 and 
Rachel Mata1 

Universidad Nacional Autónoma de ~é,tico, 1 Instituto de Investigaciones Bio!TIEdicas, Depanamento de Biología Celular, Apartado 
Postal 70-492, Mbico D.F. 04511, and : Facultad de Química. Departamento de Fannacia, Coyoacm D.F.04510. Mellico. 

The in i·ilro elTed or tbe limonoid humilinolide A, isolated rrom Swietenia humilil (Meliaceae), on spontaneous 
contractions or guinea-pig ileum, and uterus rrom oestrus, dloestrus, ovariectomized and oestrogen-primed rats 
was studied. Humilinollde A caused a concentration dependent and non-reversible excitatory elTect on Intestinal 
and uterine smooth muscle, distinguished as spasmogenic and uterotonic action respectively. However, the 
potency or this compound to induce contractlon was dilTerent in tbe dlstfnct preparations assayed: in ileal 
musculature or male gulnea-pigs, as weU as in uterine muscle or dioestrus and ovariectomized rats, a slight 
excitatory elTect was obsen·ed; in contrast to an intense excitatory effect displayed in rat uterus with high 
oestrogen levels (oestrus and oestrogenized), These data suggest that the contractile response induced by 
humilinolide A could be mediated by oestrogeos, probably by occupancy or some receptors in myometrfal plasma 
membranes to induce uterotonic response, which may be oestrogen-dependenL O 1997 by John Wiley & Sons, 
Ltd. 

Ph>101htr. Rts. 11, 354-357 (1997) 
~o. ofFigures: 4. No. ofTables: l. :,.lo. oí References: 13. 

Ktyv.-ord.s: limonoids; humilinolide A; s ... ·itrtnia humilir. smooth muscle; guinea-pig ileum; rat uterus; spasmogenic activity. 

INTRODUCTION 

Swierenia humi/is Zucc (Meliaceae) is a tree which 
commonly grows in the tropical arcas of Mexico. The seeds 
of this species are highly valued for the treannent of 
gastrointestinal disorders, including worms and amaebiasis 
(Díaz, 1976: Soto Nuñez and Sousa. 1995). 

Previous phytochemical analysis conducted with the 
seeds led to the isolation and characterization of seven 
limonoids. including humilinolide A (Fig. 1) (Okorie and 
Taylor, 1971; Segura-Correa et al., 1993). The limonoids 
produced by this species, possess insect and plant growth 
regulating properties (Segura-Correa et al., 1993; Jiméncz 
et al., 1997). However, the pharmacological potcntial of 
these compounds has not been yet explored, panicularly the 
effects related to the use of the plant for the trcannent of 
gastrointestinal malaises. 

Therefore, in an attempt to find a pharmacological basis 
for the reputed !herapeutic properties of the seeds, the aim 
of the present study was to evaluate thc in virro effcct of 
humilinolidc A on the smooth muscle conuactility deter­
mining its effect on the spontaneous conuactile response of 
guinea-pig ileum. In addition, this compound was also 
tested in other types of smooth muscle with spontaneous 
contractility, as models of rat uterus in different endocrinc 
situations, i.e. with high oestrogen levcls (in oestrus and 

This worlc forms part of the Ph.D thesis by Maria Adelina Jiml!nez. 
• Correspondence 10: M. Perusquía. Universidad Nacional Autónoma de 
Mtlico, lns1iru10 de Investigaciones Biomédicas. Departamento de 
Biología Celular, Apartado Postal 70-492, Ml!xico D.F. 04511. 
Contnct grant sponsor: Dirección General de Asuntos del Personal 
Acadl!mico; Contract grant numbcr: IN 203494. 

CCC C951-418X/97/0503S4-04 517.50 
© 1997 by John Wilcy & Sons, Lid. 

oestrogenized) and with low oestrogen levels (in dioestrus 
and ovariectomized). 

MATERIAL AND METHODS 

Thc animals uscd in this study were obtained from Charles 
River Brceding Laboratories (Wilmington, MA), housed in 
our animal facility under controlled lighting (lights-on from 
0700-1900h) and temperature (21 ºC) conditions, and 
given ad libirum water and food. 

Humilinolide A was \solated from thc seeds of S. humilis 
collected in the state of Guerrero, Mexico and was idenlified 

Figure 1. Molecular structure of humilinolide A. 
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by Dr Robert Bye, Jardín Botanico, Instituto de Biología, 
lJNAM. The air dried seeds ( 1 kg) were ground into powder 
and defatted with hex.ane and then exhaustively extracted by 
maceration with CHCl3 at room temperature. The resulting 
CHCl3 extract was concentrated under reduced pressure 10 
give a residue (125 g), which was chromatographed on Si 
gel, 01her elution was achieved with benzene/EtOAc/ 
MeOH using a step gradient of increased polarity to yield 
1hree majar fractions (FI-FIII). Fraction FIII, eluted with 
EtOAc: MeOH 7: 3, was funher rechromatographed on Si 
gel using hexane-E10Ac (mixtures of increasing polarity) 
and this process allowed the isolation of humilinolide A. 
Purification to homogeneity was achieved by preparative 
TLC on Si gel using benzene: EtOAc ( 1 : 1) as the eluent. 
IR, MP, and 1'.'MR data of the isolated humilinolide A were 
identical to those of an authentic sample (Segura-Correa et 
al., 1993; Jiménez et al., 1997). 

Preparation or guinea-pig ileal smooth muscle. Mate Hartley 
guinea-pigs weighing 450-600 g were killed by a blow on 
the head, and the distal ileum was removed. Lengths of 
approximately 4 cm of full thickness tissue, including 
muscle and serosal membrane were cut from the middle 
region of ileum and transferred to wanned (37 ºC), 
oxygenated (02/C02 95: 5) Krebs-bicarbonated solution of 
the following composition (mM): NaHC03 25, NaCI 120, 
KCI 4.7, KH2P04 1.2, MgSO, 1.2, CaCl2 2.5 and glucose 11 
(pH adjusted to 7.4). The intestinal enclosure was evacuated 
by injection of Ringer's solution and then, the tissue was cut 
transversally into rings about l cm long. 

Prepantion or rat uterine smooth muscle, Female Wistar rats 
weighing 180-200 g were used, vaginal smears of these 
animals were inspected daily for 2 weeks, and animals 
showing regular 4-day oestrous cycle were selected on the 
day of oestrus (group I) or dioestrus (group in. Other 
animals were ovariectomized under ether anaesthesia and 
they were used 2 weeks after ovariectomy (group IIl), the 
last group were oestrogen-primed rats receiving a s.c. 
injection of oestradiol benzoate (purchased from Sigma 
Chemical Company, St. Louis, MO, USA) dissolved in com 
oil (100 µg/kg) 24 h before the start of the experiment 
(group IV). 

Toe rats were killed by cervical dislocation and the uteri 
removed immediately and placed in Krebs-bicarbonated 
solution, which was identical to that described above except 
that the concentration of CaC12 was lower ( 1.5 mM). The 
uterine homs were isolated, cleaned of surrounding fat and 
loose connective tissue, and transversally bisected into two 
rings, approximately l cm long. 

Protocol of the experiments, The rings from both tissues were 
placed venically in a 10 mL tissue chamber and bathed in 
Krebs-bicarbonated solution, under optimum resting force 
of 1 O mN (1 g tension), and allowed to rest for 30 min 
before starting the experiment. The contractile response of 
each tissue was recorded isometrically using transducers 
(Grass Ff03) connected to a polygraph (Grass 79). 

After stabilizing (1 h) the tissues in Krebs-bicarbonated 
solution, the spontaneous ileal and uterine contraction of 
each different group described above was recorded for 10 
min, and this was taken as lhe control value (100%). 
lmmediately, humilinolide A, dissolved in ethanol lo a final 
innocuous concentralion of 0.1 o/o, was added to the bath 
lissue, and tested by adding increasing concentrations 
(ranging from 3.1 lo 200 µM) in a non-accumulative manner 

© 1997 by John Wilcy & Sons, Lid. 

(only one concentration was used for each ring). The effect 
of humilinolide A was also recorded for 10 min, and the 
response was compared with the control. 

In order to evaluate the contractile response of humil­
inolide A, its potency was compared with that of 
acetylcholine (purchased by Sigma Chemical Company, St. 
Louis, MO, USA), which was used as a positive control, 
since it produces depolarization and tonic contractions of 
nonvascular smooth muscle (Bolton, 1979). The humil­
inolide A concentration, at which the Erru (100% of 
contraction) was obtained on uterine or ileal smooth muscle, 
was compared with the acetylcholine concentration, at 
which the Erru (100% of contraction) was achieved in cach 
muscle. 

Statistics and calculations, The total contractile activity (the 
area under the curve inscribed by the frequency and 
amplitude of contraction) was measured during each 10-min 
interval using the planimetric method. The data for 
compound action on the ileal or uterine contractility were 
calculated as mean value of more than six indcpendent 
determinations, each from different expcriments and 
expressed as percentage ±SO. To study the effect of 
humilinolide A on intestinal and uterine contractility their 
concentration-response curves were plotted, and the EC!oO 
(value for humilinolide A concentration at which 50% of the 
maximum response of spontaneous contraction was 
achieved) was obtained as described by Litchfield and 
Wilcoxon (1949). Student's t-test for paired samples was 
used to compare the difference between the means of the 
control and the treated tissues. · 

RESULTS 

The vehicle for humilinolide A (ethanol 0.1 o/o) did not 
significantly modify the spontaneous ileal or uterine con­
tractility (compared with the control value < 8.8% ~ 1.2% of 
inhibition, p<0.0005). 

Eff'ect or hwnilinolide A on ileal smooth muscle 

Humilinolide A induced an increment of the tone and 
amplitude of the spontaneous contraction. Figure 2A shows 
the change in contractile activity at SO µM. The change in 

A 

I llaN 

IO•le 

+ 
Figure 2. Representativa tracings of spontaneous c~~tra~tility 
time control and contractile augment inouced by hum1hnohde A 
at equimolar cGncentration (50 µ.MI on isolated guinea-pig il~~m 
(Al and rat uterus in oestrus IBI. The compound add1t1on 
indicated by arrow. 
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Figure 3. Concentration-response curves of the contraction induced by 
acetylcholine on the spontaneous contractility in isolated guinea-pig 
ileum (01 and rat uterus 1•1. and humilinolide A in guinea-pig ileum (01 
and rat uterus in different endocrina situations: oestrus t•I. oestrogenized 
ltl, dioestrus (.t.l and ovariectomized (1'), The vertical bars represent the 
SDfor n~6. 

contractility was found to be concentration-dependent (Fig. 
3), and the maximum effect (59.7%±5.2% of excitation) 
was observed at 250 µ.M (Table l ). The spasmogenic 
activity !asted more than 3 h and was not reversible after 
washout. Table 1 shows the EC50 calculated for humilinolide 
A. The contractile response of humilinolide A was 
1000-fold less than that of acetylcholine, considering that 
100 nM acetylcholinc-induced full contraction {100%) sec 
Fig. 3. 

Eff ect of humilinolide A on uterine smooth muscle 

In different endocrine situations humilinolide A contracted 
thc uteri of rats, producing an increase in amplitude and 
frequency of the spontaneous contraction (Fig. 2B). A 
marked concentration-dependent excitatory effect was 
observed in oestrus and oestrogenized rats, the EC50 values 
are indicated in Table 1. However, in the case of dioestrus 
and ovariectomized animals only a slight excitatory effect 
was observed (Fig. 3). The potency of the compound to 
induce contraction was not differcnt in ovariectomized 
animals at concentrations ranging from 25 µ.M to 200 µ.M, 
with a maximum excitatory effect of 20. l ±4.6%. while in 
dioesuus rats this compound was ineffective ( <7.9±3.2% 
of excitation) at ali concentrations testcd. Thc effect was 

nonsignificant compared with the control (p<0.005). 
The uterotonic action induced by humilinolide A is quite 

evident in females with high oestrogen levels (oestrUs and 
oestrogenized), showing a different potency to induce the 
uterotonic action in each endocrine situation (Fig. 4 ). 
Humilinolide A-induced excitation was observed approx­
imately for 1.40 h, and it was not reversible cven after 
washout. Acetylcholinc induced the maximum contraction 
{100%) in rat uterus at 100 µ.M. Thus, humilinolide A is as 
potent as acetylcholine in inducing uterotonic response in 
oestrogenized and oestrus rats (Fig. 3). 

The excitatory effect of this compound was related to its 
potency to induce smooth muscle contraction, and the order 
was: oestrus uterus>oestrogenized uterus>ileum>ovar­
iectomized uterus>dioestrus uterus. Therefore, the pótency 
was higher in rat uterus with high oestrogen levels than in 
guinea-pig ileum. 

DISCUSSION 

The spasmogenic activity elicited by humilinolide A shows 
that it could be a pharmacological basis for the use of S. 
humilis in treating gastrointestinal disorders, probably 
associated with facilitating gastrointestinal motilily. How-

Table l. The maximum excitatory effects lnduced by humillnolide A and 
the EC511 values on isolated tlssues 

Confidtnce Maximum 1xcit1tion (%1 
lissue EC•ll'-"'l limita meansn6z5D 

lleum 120 39.8-361 59.71~5.27 
Uterus 

Oestrus 25 16-39 80.15~6.83 
Oestrogenized 31.5 21.8-43.3 101.7h 13.43 
Dioestrus 1 X 1011 3.4 X 10'-2 X 10" 7.9h3.21 
Ovariectomized 740ª 503.4-1087.8 20.16:4.69 

• Theoretical values. 
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Humilinolide A (SOµM) 
Figure 4. Comparativa potency of the excitatory effect induced 
by humilinolide A at equimolar concentration (50 ¡i.MI on 
isolated rat uterina contractility in different enocrine situations. 
• oestrus; ~ , oestrogenized; Q , ovariectomized; 1.1, di­
oestrus. 

ever, its potency was substanlially lower than that of 
acetylcholine in inducing contraction. 

The prescnt findings show that the utcrus is also a targct 
for the cxcitatory action induccd by humilinolidc A, 
indicating a utcrotonic action. Howcver, thc potency of this 
compound markedly differs among the groups employed. 
The higher potcncy of humilinolide A in inducing excitation 
on uterine smooth muscle contractility of rats with high 
ocstrogen levcls (oestrus and oestrogcnized) may be dueto 
an increment of physiological leve! of oestrogcns (oestra­
diol-17,8). Consistent with this suggcstion is the prcsent 

cvidence lhat in lhe ileal smoolh muscle of males, as well as 
in uterine smoolh muscle of females with a low oestrogen 
leve) (dioestrus and ovariectomized), humilinolide A dis­
played a negligible effect. The fact that humilinolide A 
failed to excite lhe muscle with low estrogen levels supports 
our contention that this compound produces an oestrogen­
dependent action on smoolh muscle contractility. Therefore, 
lhe effect appeared to be mediated by oestrogen-dependent 
receptors as in the case of oxytocin (Alexandrova and 
Soloff, 1980; Fuchs el al., 1983), serotonin (lchida el al., 
1983; lchida el al., l 985) and acetylcholiñe (Purves, 1974). 

The uterotonic response exhibited by this limonoid was 
equipotent to acetylcholine. Lastly, we would like to 
consider lhe possible therapeutic relevance of this com­
pound. lndeed, humilinolide A represents a ncw lead for lhe 
development of abortive drugs, which might be useful for 
inducing labour. 

The humilinolide A effect, in both ileal and uterine tissue, 
was not reversed after washout. This result could be a 
consequence of a toxic action, such as a calcium ionophore­
like property and/or calcium release from bound sites in lhe 
cell, as proposed for sorne stimulant drugs lhat incrcase 
smooth muscle tension (Bolton and Kitamura, 1983). 
However, furthcr pharmacological research is under way to 
elucidate the mechanism of action of lhis compound. 
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Malmea dcpressa, Hill Reaction lnhibitor, Photosystem II lnhibition, 1,2,3,4-Tetramethoxy-
5-(2-propenyl)benzcne, Phenylpropanoids 

Thc c(fect of 1,2,3,4-tctramcthoxy-S-(2-propenyl)bcnzcnc, lhe majar phytogrowth-inhibi­
tory agcnt isolatcd írom the leavcs, stem bark and wood oí Mnlmca dcprcssa (Annonaccac), 
on severa! photosynlhctic activities has bccn investi$alcd using írcshly lyscd spinach chloro­
plasls. The rcsults indicate that this compound inh1bilS proton-uptakc, ATP synthcsis and 
electron flow (basal, phosphorylating and uncoupled) in a conccntration dcpcndent manner, 
lherefore acting as a Hill rcaction inhibitor. Uncoupled clcctron transport through photosys­
tem I from reduced dichlorophcnol-indophcnol to methylviologcn is unaífectcd by this com­
pound. On the othcr hand, uncouplcd clectron transport through photosystcm 11 írom water 
to dichlorophenol-indophcnol, from water to silicomolibdate and írom diphcnylcarbazide to 
dichlorophenol-indophenol is inhibiled by this phenylpropanoid, suggesting that the site oí 
inhibition is located in the span from P680 toº"' 

Introduction 

As a part of our search for biologically active 
compounds of agrochemical interest it was pre­
viously demonstrated lhat the aqueous lixiviates, 
organic extracts and lhe essential oil, prepared 
from the stem bark of Malmea depressa (Baill.) 
R. E. Fries (Annonaceae), inhibited seedling 
growth of Amaranthus hypoc/1011driacus (L.) and 
Echinochloa crusgalli (L.) Beauv. Furthermore, 
bioactivity di,rected fractionation of the CHC13 ex­
tract and the essential oil led to the isolation of 
several phytotoxic principies. Toe most active 
compound was the phenylpropanoid 1,2,3,4-tetra­
methoxy-5-(2-propenyl)benzene (Jiménez et al., 
1996). 

Abbrcviations: MV, methylviologen; DCMU, 3(3,4-di­
chlorophcnyl-1,1-dimcthylurca; DCPIP, dichlorophenol­
indophenol; K3(Fc(CN)6J, potassium (erricyanide; SiMo, 
silicomolybdate; D PC, d1 phcnylcarbazide 

• Takcn in part from thc Ph.D. Dissertation of Adelina 
Jiménez. 

Rcprint requcsts to Dr. B. Lotina-Hennsen. 
Fax: (5) 6-22-53-29. 

Toe proccss of photosynthesis is a targct of a 
wide range of compounds which dcstroy or inhibit 
plant growth (Einhelling, 1995). However, the ef­
fect of phenylpropanoids on energetic metabolism 
(i.e. respiration or photosynthesis) remains largely 
unexplored (Einhelling, 1995). Toerefore, in this 
paper we describe the etfect of 1,2,3.4-tetrameth­
oxy-S-(2-propenyl)benzene (1), the major' and 
most active phytogrowth-inhibitory principie of 
M. depressa, on severa! photosynthetic activities 
including proton uptake, ATP synthcsis and clec­
tron flow (basal, phosphorylating and uncouplcd). 

Matcrials and Methods 

General experimental procedttres 
GC was performed on a Hewlctt-Packard 

Model 5890 gas chromatograph, equipped with 
PAS-1701-tested 1701 silicone column (25 mx0.32 
mm i.d.) programmed from l-150 "C at the rale 
of 7 "Cxmin; the carrier gas was He (7 psi, 1 mi/ 
min). Analytical and preparative TLC were per­
formed on Si gel 60 F254 E. Merck plates, and the 
spots were visualized by spraying with a 10% solu­
tion of H2S04, Collowed by bcating at 110 "C. 

0939-5075/97/llOO-»» S 06.00 C> 1997 Verlag der Zeitschrift filr Naturforschung. Ali rights rcserved. o 
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Plalll material 

Toe leaves or M. depressa were collected in 
Catemaco, Veracruz, Mexico in September 1995. 
Toe wood was collccted in Carrillo Puerto 
Quintana Roo, Mexico in March 1993. Vouchcr 
specimens were <.leposited in the Instituto de Eco­
logía Herbarium (XAL), Jalapa and National Her­
barium (MEXU), México D. F. 

Extraction ancl identifica/ion 

Toe essential oils were prepared by distillation 
from 200 g of plant material to yield 4.8 g Crom 
Jeaves and 3.4 g Crom wood. Preparative TLC of 
the cssential oils on silica gel plates, using ben­
zene-EtOAc 9:1 as the eluent, allowed the isola­
tion or compound 1 (4.3 g from the leaves and 
2.9 g from the wood). Toe spectroscopic and spec­
trometric properties or 1 were identical to those 
of an authentic sample previously isolated Crom 
the stem bark of M. depressa (Jiménez et al., 1996). 

Chloroplasts, isolation and chlorophyll 
determination 

Chloroplast thylakoids were isolated from mar­
ket spinach (Spinacea oleracea L) as described 
earlier (Saha et al., 1971; Milis et al., 1980; Calera 
et al., 1996) and suspended, unless otherwise indi­
cated, in three ml of a medium composed of 
400 m:.i sucrose, 5 mM MgC}i~ and 10 mM KO an, ~ 
buC!ered with 0.030 M Na+-tricine at pH 8.0 
(KOH, 1 M). KCN (0.1 mM) was added to inhibit 
any catalase activity. Chlorophyll concentration 
was measured according to Strain et aL (1971). 

Measurement o/ proton uptake, ATP synthesis and 
electron transport 

Proton uptake was measured as the pH value 
increase between 8.0 and -8.1 (Dilley, 1972), using 
a combination microelectrode connected to a 
Corning Potentiometer with e:.<panded scale. The 
pH changes were registered using a Gilson re­
corder. Toe reaction 01edium was 100 mM sucrose, 
5 mM Mg02, 10 mM KO, 1 mM Na+-tricine, pH = 
8.0 {KOH, lM). ATP-synthesis was determined tit­
rametrically by the procedure of Dilley (Dilley, 
1972). Methylviologen (MV) (O.OS mM) was em­
ployed as electron acceptor for the Hill Reaction. 

Llght-induced noncyclic electron transport in 
the presence or MV was monitored with a YSI 
(Yellow Spring Instrument C) model 5300 oxygen 
monitor using a Clark electrodc in a lemperaturc 
regulated nask at 20 ºC. Toe reaction medium was 
the same as in the prolon uptake assay except Cor 
the tricinc concentration {15 mM) and the prcs­
ence or absence or 6 mM ammonium chloride 
(NH4Cl) (Saha, et al., 1971; Milis et al., 1980; 
Calera et al., 1996). 

Photosystem I was determined in a similar way 
as noncyclic electron Lransport (Calera et al., 1995; 
Calera et al., 1996). Toe following reagents were 
added: 6 mM NH4Cl, 10 µM 3(3,4-dichlorophenyl­
l ,l-dimethylurea (DCMU), 100 µM dichlorophe­
nol-indophenol (DCPIP), 50 µM MV and 500 µM 
ascorbic acid. Photosystem II electron transport 
was measured in the presence of 100 ~tM DCPIP, 
1 µM 2,5-dibromo-6-isopropyl-3-methyl-1,4-benzo­
quinone (DBMIB), 500 µM potassium Cerricyanide 
(K3[Fe(CN)6]), and 6 mM NH40 (Calera et al., 
1995; Calera et al., 1996). 

Uncoupled electron transport from water to 
silicomolibdate (SiMo) was detennined as in pho­
tosystem II except that 200 l,LM SiMo and 10 µM 
DCMU were added to the reaction medium (Gia­
quinta et al., 1984). Uncoupled electron transport 
from diphenylcarbazide (DPC) to DCPIP was 
measured spectrophotometrically as reported 
(Vernon and Shaw, 1969) but in this medium MV 
was omitted, .and 200 ii:i.1 DPC were added. All 
reaction mixtures were illuminated with actinic 
light from a projector lamp (GAF 2660) and were · 
passed through a S cm filter of a 1 % CuS04 solu­
tion. Toe tempernture was 20 ºC. For each reac­
tion a blank experiment was performed with the 
chloroplasts alone in the reaction medium. Ali the 
experiments were done in triplicate and the data 
analyzed by ANOVA. Toe I,o value for each activ­
ity was extrapolated using the graph of percent 
activity vs concentration of phenylpropanoid. I.so 
is the concentration producing 50% inhibition. 

Results and Discussion 

lsolation o/ 1,2,3,4-Tetramethoxy-5-(2-propenyl)­
btniene 

GC analysis of the essential oils revealed the 
presence of compound 1 in a proportion of 95% 
in the case of the leaves and 90% in the case of 

Auftrags-Nr. NC7271 $$$1 26-10-97 17:19:36 - Rev 12.12 



A. Jimcncz et al. · lntcrforcncc of 1,2,J,4-Telramethoxy-5-(2-propcnyl)benzcnc 3 

thc wood. Identificalion was madc by comparison 
with an authentic samplc via coinjection during 
GC analysis) (Jiménez et al., 1996). These rcsults 
indicatcd that this phcnylpropanoid is the major 
componcnt not only of the essential oil írom the 
stcm bark, but also from those or the lcaves and 
wood of M. depressa. 

Preparative TLC of the essential oils from the 
leaves and or wood of M. depressa allowed the 
isolation or 1,2,3,4-tetramethoxy-5-(2-propenyl)­
benzene (Fig. 1). TI1e spectroscopic and spectro­
metric properties were identical to those of an au­
thentic sample (Jiménez et al., 1996). 

OOb 

Fig. l. Structurc oC 1,2,3,4-Lctramcthoxy-S-(2-propcnyl)· 
benzene. 

Biological activity o/ 1,2,3,4-tetramethoxy-
5-(2-propenyl)benzene 

Toe effect of this phenylpropanoid on several 
photosynthetic processes, including ATP-synthesis, 
H''·-uptake, electron transport rate {basal, phos­
phorylating and uncoupled) .. and partial reactions 
of the photosystems I and II, was investigated 
using freshly lysed spinach chloroplasts (Calera 
et al., 1995; Calera et al., 1996). 
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Effect of l,2,3,4-letramet/1oxy-5-(2·prope11yl)­
benzene on basal, phosphorylating and uncoupled 
electron transport 

1,2,3,4-Tetramethoxy-5-(2-propenyl)benzcne in­
hibited basal, phosphorylating and uncoupled 
electron transport Crom water (electron donor) to 
MV (electron acceptor) in a concentration-de­
pendent manner (Fig. 2). Toe uncoupled electron 
Oow was most drastically inhibited. Toe I50 values 
Cor each type of electron transport (basal, phos­
phorylating and uncoupled) were 3.6, 5.0 and 
2.7 J.LM, respectively. These data clearly indicate 
that this compound behaves as a Hill reaction in­
hibitor. Thcse results also show that the targct of 
1 in the thylakoid membranes (are) is exposed in 
the non-energized state (uncoupled by 6 mM 
NH.Cl), as indicated by the lowest 150 value being 
obtained at this state. 

Localization o/ the site o/ inhibition o/ 
1,2,3,4-tetramethoxy-5-(2-propenyl)benzene 

In order to determine the site of inhibition, the 
e!fect of phenylpropanoid 1 on partial photosyn­
thesis reactions (photosystems I and 11) was meas­
ured using artificial electron donors and acceptors 
(Lotina-Hennsen et al., 1991; Calera et al., 1995). 
Compound 1 inhibited electron flow in photosys­
tem II from water to DCPIP, from water to SiMo 
and from DPC to DCPIP (this last activity was 
explored in Tris-treated ·chloroplasts (Vernon and 
Shaw, 1969)). Al the concentration of 6.05 J.LM this 
compound completely inhibited both eleclron 
transport from water to SiMo and from water to 
DCPIP by 96.1 %. Toe I50 for bolh activities was 

0+-""2;:::;;... __________ - __ _ 

Fig. 2. Noncyclic electron transpon (basal, phos­
phorylating and uncoupled) from water to meth­
vlviologen as a function of 1,2,3,4-tetramcthoxy-
5-(2-propenyl)bcnzcne concentration. Photophos­
phorylating electron transpon was measured in 
the presence of 1 mM ADP and 3 mM K2HPO,.. 
NH40 (6 mw) was added for measuring uncou­
pled electron transporL Each cuvette contained 
20 1'& chlorophyll pcr mi in the reaction medium. 
Control valuc rates Cor basal, phosphorylating and 
uncoupled electron tra111port are SSO, 488 and 
1280, respectivel:,, in µeqe-·h- 1·1.LgCht-1• Baal 
(a), phosphorylating C•) and uncoupled (6) 
electron transport. 

o 2 3 4 5 
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2.86. Finnlly, electron transport from DPC to 
DCPIP was inhibited by 51 o/o at the concentration 
of 9.08 ~lM. These results indicate that compound 
1 primarily inhibited electron now from P00 to QA 
and partially inhibited that from water to P61n On 
the other hand, photosystem I electron transport 
from DCPIP to MV was inhibited 27% by this 
phenylpropanoid (data not shown). Photosystem 
II was more sensitive to 1,2,3,4-tetramethoxy-5-(2-
propenyl)benzene than photosystem I and is thus 
the target oí compound l. 

Effect 1,2,3,4-tetramethoxy-5-(2-propenyl)bentene 
on ATP synthesis and H+-uptake 

ATP synthesis and H+-uptake (Fig. 3) were also 
inhibited by phenylpropanoid l. Toe calculated 150 

values were 1.40 and 2.30 µM, respectively. Toe 
concentration oí 1 needed to inhibit these activi­
ties is lower than that needed to arr ect electron 
flow, suggesting that the proton gradient built up 
by electron transport is not available for ATP syn­
thesis. This conclusion was supported by the fact 
that Mg2+-ATPase activity was not inhibited by 
compound 1 (data not shown). It has been pre­
viously demostrated that severa! cinnamic acid de­
rivatives inhibited electron transport and phos­
phorylation in spinach thylakoids (Einhelling, 

100 
• Al?0 IYNTHHII 
• H•.U,TAIQ! 
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1986); the 150 displayed by these derivatives 
ranged between 1 and 10 mM. Therefore, phenyl­
propanoid 1 was 370 times more potent than these 
cinnamic acid derivatives. 

Conclusion 

The interference of compound 1 with energetic 
metabolism at the leve! of photosynthesis as a Hill 
reaction inhibitor might be partiaJly responsible 
for its phytogrowth inhibitory properties and its 
possible role as an allelopathic agent. It is impor­
tant to point out that the target for most commer­
cial herbicides that a!fect photosynthesis is at the 
Q8 level; however, this natural phenylpropanoid 
acts on a different step o! the electron transport 
chain (P680 to QA). 
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Fig. 3. Proton uptake (e) and ATP synthesis C•) as 
a funzlion of 1,2,3,4-tetramethoxy-5-(2-propenyl)­
benzene concentration. In ench. case the cuvette con­
tained 20 1,&g chlorophyll per mi in the readion 
medium. Other c:onditions are described in the ex• 
perimental section. · 
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