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RESUMEN

El fraccionamiento biodirigido del extracto fitotoxico e insecticida de la testa de las
semillas de Guarea grandifolia A. P. de Candolle (Meliaceae) permitio el aislamiento y la
caracterizacion de tres protolimonoides [21u-acetoximelianona (26), melianona (27),
melianodiol (28)] y tres limonoides [gedunina (29), 7-deacetoxi-7-oxogedunina (30), 6a-
acetoxigedunina (31)]. Por otra parte, el estudio fitoquimico convencional de la corteza
condujé al aislamiento  del p-lupeol (32), acetato de [-lupeol (33), p-D-glucositosterol
(34), gedunina (29), 7-deacetoxi-7-oxogedunina (30), 6u-acetoxigedunin (31).

Los protolimonoides 21q-acetoximelianone (26) y melianodiol (28) demostraron
una actividad inhibidora significativa del crecimiento radicular de Amaranthus
hypochondriacus y Echinochloa cursgaliia 1000 pgimi.

Los protolimonaides 21v-acetoximelianona (26) y melianodiol (28) demostraron un
imporiante efecto inhibidor del crecimiento de las larvés del gusano barrenador del maiz
{Ostrinia nubilalis Hibner (Lepidoptera:pyraiidael] a 80 pg/mi en un 455 y 36 %,
respectivamenta, con relacion al control. Por otra parte, el melianodiol (28) y la Gu-
zeelodigeduninn (31), medifzan of crecimiento de 2 lavas de prueha, ohservandose
tambien una reauceion sigminicativa del peso promedio ae 13s nismas.

La especis Guarss grandifolia constituyve una fuente potencizl de compuestos con

proniecades insecticidas y requladoras ael crecimiento veaeal



ABSTRACT

Bioassay guided fractionation of the phytotoxic and insecticidal extract from the
sgeds‘s testa of Guarea grandifolia A. P. de Candolle (Meliaceae) has led to the
isolation of three protolimonoids [ 21u-acetoxymelianone (26), melianone (27), melianodiol
(28)] and three fimonoids [gedunin (29), 7-deacetoxy-7-oxogedunin (30), 6u-acetoxy
gedunin (31)]. On the other hand, the insecticidal extract prepared from the stem bark of
the plant yield p-tupeol (32), fi-lupeol acetate (33), [i-D-glucosytosterol (34), gedunin (29),
7-deacetoxy—?—o;(ogedunin (30), 6u-acetoxygedunin (31). In general, the structures of
isolated compounds were elucidated by chemical, spectroscopy and spectral' methods.
Additionally, the structures of 7-deacetoxy-7-oxogedunin (30) and 6u-acetoxy gedunin
(31) have been stablish inequivocally by difraction Rayos-X studies.

The 21¢-acetoximelianone (26) and melianodiol (28) inhibited significantly the
radicle growth of Amaranthus hypochondriacus and Echinochfoa crusgaili at 1000 ppm.
The isolated protolimoncids caused noted growth reduction of European corn borer
Ostrinia nubifalis Hibner (Lepidoptera:pyralydae) larvae, at 50 ng/mi.

The results indicate the existence of pioactive compounds in Guarea qrandifol.ia
capable of fighting moct types of crop plagues This active princicles could be ysefu! for

the: devejopment of pesticidal agents.
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Introcdnesion

|. INTRODUCCION
1.1 Generalidades sobre limonoides

La familia Meliaceae esta constituida por aproximadamente 1400 especies
agrupadas en 50 géneros. Desde el punto de vista quimiotaxonémico, los limonoides y
los protolimonoides constituyen los metabolitos secundarios méas representativos de
esta familia de plantas (Pennington, 1981; Taylor et al.,, 1984; Banerji et al.,, 1984,
Champagne et al., 1992, Inter alia).

Los limorioides son metabolitos secundarios de tipo tetranortriterpenoide que
derivan biogenéticamente de triterpencides tetraciclicos del tipo A’-eufol [(H-20,C-20
(S)] o A'-tirucalol [(H-20,C-20 (R)] (Arigoni et al.,1960; Halsall y Aplin, 1964; Son y
Bredenberg, 1964; Polonsky ef al.,1964); la cadena lateral de estos compuestos se
oxida para formar primero un protolimonoide intermediario, a partir del cual traé
sucesivas oxidaciones y rearreglos se generan los distintos tipos de limonoides (Taylor
et al.,1984; Champagne et al.,1992). Durante el proceso biosintético la cadena lateral
de los precursores triterpenoides se transforma en un anillo furano (Su ét al,,1990), con
una pérdida de cuatro atomos de carbono, de ahi que los limonoides sean
tetranortriterpenoides (Cy). En la Figura 1 se representa de manera esquematica la
formacién de un tetranortriterpencide de tipo apo eufol-tirucalol (imonoide de primer
paso biogénetico). Cabe destacar que los limonoides de tipo apo-eufol constituyen los

precursores de las otras clases de limonoides, las cuales se generan a partir del apo-
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eufol apropiado tras sucesivas reacciones de oxidacion y una gran variedad de
rearreglos (Taylor et al., 1984, Champagne et al., 1992, Hasegawa y Herman, 1992).

El termino limonoide deriva del nombre de la especie del limén (Citrus limon) y
hoy en dia se utiliza para designar de manera general a todos los compuestos
relacionados con la limonina (9), primer compuesto tetranortriterpenoide natural aislado
a partir de la corteza del limén (Bevan et al.,1963), Cabe hacer mencion que a los
limonoides derivados de las melidceas se les conoce también con el nombre de
meliacinas (Connolly et al.,1970; Torsell, 1983).

Los limonoides se han obtenido principalmente de especies de varios géneros
de las familias Meliaceae, Rutaceae y Cneoraceae, todas del orden de las rutales,
siendo particularmente abundantes en la primera. En 1979 se descubrio la presencia
de tetranortriterpenoides en Harrisonia abysinica, una especie de la familia
Simaroubaceae (Taylor ef al., 1984). Es importante mencionar que estos compuestos
generalmente se acumulan en todos los tejidos (semilla, hoja, corteza y madera) de las
plantas que los biosintetizan (Champagne et al., 1992).

Desde el punto de vista biogénetico los limonoides se clasifican en 10 grupos
principales, mismos que se indican en el Cuadro 1. En la Figura 2 se ilustran ejemplos
representativos de cada grupo.

Para la elucidacion estructural de los limonoides se han utilizado principalmente
métodos espectroscopicos, espectromeétricos y quimicos. Los métodos quimicos
consisten {undamentalmente en degradaciones y correlaciones quimicas.

Recientemente los métodos espectroscopicos, espectrométricos y quirépticos han
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demostrado ser la mejor herramienta para la caracterizacion de estos compuestos. De
manera particular, la resonancia magnética nuclear de alta resolucion (RMN) es la
técnica mas utilizada (Taylor et al., 1984; Cremlyn, 1991; Olugbade, 1991; Lins et al.,

1992; Segura-Correa et al., 1993 y 1994. Inter alia). Resulta importante destacar que
también se han descrito varios estudios de cristalografia de Rayos X (Ferguson ef

al,,1990; Baldwin ef al.,1992; Soriano-Garcia et al,,1996).

Cuadro 1. Clasificacion biogénetica de los limonoides

LIMONOIDE TIPO EJEMPLO*
Grupo 1 Protolimonoides v Meliantriol (1)
Grupo 2 Limonoides con esqueleto apo-eufol Toosendanina (2)

intacto
Grupo 3 Limonoides con anillo D-seco _ Gedunina (3)
Grupo 4 Limonoides con anillo B,D-seco Metil angolensato (4)
Grupo 5 Limonoides con anillo B,D-seco Mexicanolido (5)
Grupo 6 Limonoides con anillo A-seco Evodulona (6)
Grupo 7 Limonoides con anillo A,B-seco Prieurianina (7)
Grupo 8 Limonoides con anillo C-seco Azadira‘ctina (8)
Grupo 9 Limonoides con anillo A,D-seco Limonina (9)
Grupo 10 Limonoides con anillo B-seco Toonacilina (10)

* Las estructuras se indican en la Figura 2.

Desde el punto de vista biologico los limonoides han demostrado poseer una

gran variedad de propiedades, mismas que podrian ser de utilidad para el desarrollo de
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nuevos agentes pesticidas y terapeuticos (Das et al., 1973; Taylor ef al., 1984; Jowani
medicinales mas importantes demostradas por estos terpenoides destacan las
siguientes: antiprotozoaria (Bray,1990; Rochanakij et al, 1985), antimicrobiana
(Rojanapo 1985; Khan et al., 1974), citotdxica (Jolad et al., 1981; Polonsky et al., 1978
y 1979; Pettit et al, 1982 y 1983), diurética (Duke y Wayne, 1981), antifingica
(Jacobson et al, 1971), antihelmintica (Oelrichs ef al, 1983; Watt et al, 1962) y
antiulcérica (Duke y Wayne, 1981; Khalid et al, 1986). Pero quizds la actividad
biologica mas importante de estos compuestos es la insecticida (Lavie et al., 1967;
Dalziel et al, 1984; Miller et al., 1989; Liu et al, 1990; Bentle et al, 1990; Baldwin et
al,, 1992; Arnason et al., 1992 y 1993; Jain y Tripathi, 1993; Kubo et al.,, 1991 y 1993,
Thompson, 1995). De acuerdo a una revision reciente muchos de estos compuestos
ejercen una actividad fagoinhibidora y reguladora del crecimiento sobre una gran
variedad de insectos (Champagne et al, 1992; Schmutterrer et al, 1995; Thompson,
1995). Esta notable actividad insecticida ha permitido el desanrrollo comercial de dos
limonoides: La azadiractina (8) y la toosendandina (2) obtenidos a partir de Azadirachta
indica y Melia toosendan, respectivamente. La azadiractina y compuestos relacionados
ejercen su efecto insecticida modificando la motilidad de los insectos (Rembold et al.,
1989). En el caso de la toosendandina el mecanismo de accidn esta relacionado con el
del compuesto (8), sin embargo ain no se encuentra bien caracterizado.

Por Gitimo cabe mencionar gue recientemente se demostré que dos limonoides

del grupo 5, las humilinolidas A y C, aislados de la especie medicinal Swietenia humilis



Iitroduceion

poseen propiedades reguladoras del crecimiento vegetal (Segura Correa et al., 1993).
Ambos compuestos inhibieron de manera selectiva y significativa el crecimiento

radicular de la arvense Amaranthus hypochondriacus.

1.2 Antecedentes fitoquimicos y bioldgicos acerca del género Guarea (Meliaceae)

El género Guarea incluye 40 especies, principalmente distribuidas en América,
donde se localiza desde Veracruz, México hasta el centro y oeste del Amazonas en
Sud América. En la Figura 3 se indica la distribucion del género en México, Centro y
Sud América.

Desde el punto de vista fitoquimico, varias especies del género han sido
investigadas. La mayoria de los trabajos publicados a la fecha describen el aislamiento
y caracterizacion de limonoides, principalmente de los grupos 3y 7,y prptoiimonoides
como los principales metabolitos secundarios presentes en las diferentes especies.
También, se ha descrito la presencia de varios esteroles, cicloartanos y bisabolenos
(Housley et al., 1962; Bevan et al.,1963 y 1967, Ferguson, 1973 y 1975; Akinniyi et al.,
1980; Mulholland, 1988; Hasegawa et al., 1989; Furlan et al, 1993). En la Tabla 1 se
indican los limonoides y protolimonoides aislados a la fecha de las distintas especies

del género estudiadas desde el punto de vista quimico.
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Tabla 1. Metabolitos secundarios aislados del género Guarea.

PROTOLIMONOIDES
ESPECIE COMPUESTO REFERENCIA
Grupo 1
Anillo A intacto
0 Taylor et al.,
G.cedrata 1984
H02
HO
Acido entrandalido-5-isopropenil-3,21-
decarboxilico A*#° 20e H (11)
Akinniyi et al.,
1980
Me0C
HO
Entandrélido 3-monometil ester (12)
G. glabra Ferguson et
Ko al., 1975
Glabretal 30-OH,7 o -OAc,24R, 25-epoxi-14 o,
18-ciclo, 20 o H (13)
Glabretal 3-(2'-hidroxivaleril), 3 o -angelil, 3 . -
tiglil, 3 o -metacril (14) y 3-oxo (15)

10




Tabla 1. Metabolitos secundarios aislados del género Guarea (continuacion).

LIMONOIDES
ESPECIE COMPUESTO REFERENCIA
Grupo 1
Ferguson et
G.glabra al., 1984
3-0x0,7a-0Ac,21,23e-hidroxi, 140,18 ciclo
glabretal (16)
LIMONOIDES
ESPECIE COMPUESTO REFERENCIA
Grupo 3

G. thompsonii

Housely et al.,
1962

Bevan et al,,
1963

G. guidona

7-deacetoxi-7-oxogedunina (30)

Lokacova et
al., 1975

11




Tabla 1. Metabolitos secundarios aislados del género Guarea (continuacion).

Metil 6,12a-diacetoxiangolensato (18)

LIMONOIDES
ESPECIE COMPUESTO REFERENCIA
Grupo 4
- 6
o Q‘“"j'mnm.“b
O, Me
Housely et
G.thompsonii al.,, 1962
-Metil angolensato (4)
Connolly et
al., 1976

Grupo 7

G. guidona

Ao
! [
uummum \
. ‘Ill“ "b
COume

Prieurianina (7)

Lukacova et
al, 1975

12




Tabla 1. Metabolitos secundarios aislados del género Guarea (continuacion).

LIMONOIDES
ESPECIE COMPUESTO REFERENCIA
Grupo 7
0
0, g ;
ovco QM i _§ ¢
e Lukacova et
G. guidona o= _§ o o al., 1975
COoMe
CH,;0AC
Akinniyi et
G.cedrata al., 1980
12-(2'-OH-3-metil valeril oxi) rohitukina
G. thompsonii Rohituka 7,29 lactona (21) Connolly et
G. kunthiana al., 1975
G. thompsonii
Taylor et al.,
1984

12-formil oxi-14f3,15p-oxido de rohituka

13



Tabla 1. Metabolitos secundarios aislados del género Guarea (continuacion).

LIMONOIDES

ESPECIE COMPUESTO REFERENCIA

Grupo 1

G.thompsonii Taylor et al.,
1984
Connolly et
G.thompsonii al., 1976
G.kunthiana

12-(2'-deacetil)dregeanina (25)

14
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Algunos de los limonoides aislados de este género son de gran interés por sus
propiedades biologicas, principalmente por su actividad insecticida. Asl el metil
angolensato (4) inhibe la ingesta de alimento de la especie Pectinophora gossypiella
(Lepydopterae a ECsy = 15 ppm); por su parte la prieurianina (7) inhibe el crecimiento
de Heliothis zea a una concentracién de 6 ug/ml. Sin embargo, la rohitukina no
demostrd efecto alguno contra Heliothis zea a 19 ug/ml (Lidet et al., 1985; Kubo y
Klocke, 1986).

Publicaciones recientes describen el efecto insecticida de algunos extractos
derivados de distintas especies de este género, mismos que inhiben significativamente
el crecimiento de larvas del gusano barrenador del maiz Ostrinia nubilalis Htbner
(Lepidoptera:pyralidae). Las especies estudiadas incluyen la G, glabra, G. pterorachis
y G. pyriformis y los resuitados obtenidos indicaron que los extractos derivados de las
hojas y de la corteza no presentaron actividad. Sin embargo, los distintos extractos
organicos preparados a partir de la madera de G. pyriformis inhibieron el crecimiento
de las larvas de manera significativa (Arnason et al,, 1992; Kubo, 1991 y 1993,
Thompson, 1985).

En estudios conducentes a determinar la potencialidad antiprotozoario de
extractos y productos derivados de melidceas africanas y mexicanas se demostré que
los extractos de G. rhopalocarpa y G. grandifolia inhiblan el desarrollo de Plasmodium
falciparum y Leishmania donovani (Thaithong ef al., 1983).

De acuerdo a estudios de tipo histopatoldgico la fruta de G. trichilioides es un

poderoso irritante tdpico (Saad y Linardi, 1970; Andrade, 1976). Asi mismo, los

16
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extractos de la G. guidona demostraron una marcada actividad depresiva sobre el SNC
(Lins et al., 1992).

En diversas partes del mundo, los arboles del género Guarea son apreciados
por la importancia comercial de sus finas maderas, mismas que se utilizan para la
elaboracién de muebles y otros insumos. Asf en Africa se emplea la madera de G.
cedrata y G. Thompsonii, y en la América tropical las de G. gomma, G. glabra y G.
cartaquenya (Housley, 1962; Bevan et al., 1963).

Por Ultimo, las flores frescas de G. spicoflora Juss produce un aceite esencial en
un rendimiento de 0.03 a 0.05%, el cual se utiliza como un adulterante del aceite de

séndalo (Bevan et al., 1967).

1.3 Generalidades acerca de Guarea grandifolia A.P. de Candolle

Guarea grandifolia A.P. de Candolle Figura 4 es conocida popularmente con
los nombres de “Chichén de montafia” (Tabasco, Méx.), “Trompillo” (Chiapas, Méx.),
“Javin”, “Sabino”, "Aycoy” y "Azote” (Veracruz, Méx).

Su distribucion en México comprende los estados de Veracruz, Tabasco y
Chiapas. La especie es un arbol de tierras bajas y crece hasta 50 m de altura; algunos
de sus rasgos anatémicos mas sobresalientes son las ramas y masivos con grandes
espirales terminales de hojas enormes; la corteza en arboles grandes es café pélido en

platos irregulares; las flores tienen un céliz rojizo con una corola blanca o coloreada

16
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Guarea grandifolia
( Meliaceae )

Figura 4. Semillas de Guarea grandifolia A. P. de Candolle.
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crema. El fruto maduro es muy rojizo, las semillas son de un naranja brillante con un
gran hilum adaxial blanco y tiene péndulos sobre el foliculo. (Pennington, 1984)

La G, grandifolia se emplea en la medicina tradicional de México para el
tratamiento de la gonorrea (Ogunlana, 1975). En Sud América se le atribuyen
propiedades febrifugas (Morton et al.,1981). De manera adicional, este arbol es
apreciado por su fina madera la cual se utiliza para la fabricacién de casas, muebles y
otros enseres.

Desde el punto de vista fitoquimico esta especie no ha sido objeto de estudios
previos. Sin embargo, en estudios relacionados con la determinacién de la actividad
antipaltdica in-vivo e in-vitro de algunos extractos y compuestos derivados de plantas
de la familia Meliaceae, se demostré que el extracto metandlico de G. grandifolia
inhibia la incorporacién de hipoxantina marcada con tritio en parasitos de una especie

resistente de Plasmodium falciparum (Desjardins et al.,1979; Bray et al.,1990).
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Il. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y OBJETIVOS

Con la finalidad de combatir las pérdidas ocasionadas por las plagas en
cultivos de interés economico, se han desarrollado numerosos agentes pesticidas,
principaimente de origen sintético (Einhelling, 1985; Putnam, 1986, Worsham,
1988, Cremlyn, 1991).

Si bien es cierto que la mayoria de los pesticidas actuales, son altamente
eficaces para combatir las diferentes plagas también lo es el hecho de que los
mismos producen dafios irreversibles al ecosistema al inducir la contaminacion del
suelo, el aire y el agua. De manera adicional, muchos de estos plaguicidas son
neurotoxicos para los organismos vivos (Nava, 1987; Cremlyn, 1991, Arnason et
al., 1993; Agrios, 1995). En el caso de los insecticidas, el mecanismo de accién
neurotéxico ha generado un rapido desarrollo de resistencia cruzada en
poblaciones de insectos (Balandrin et al., 1985; Kiocke et al., 1989). Por uitimo,
cabe destacar que el empleo de estos productos sintéticos resulta altamente
costoso. Asi por ejemplo, en los Estados Unidos se gastan aproximadamente un
billon de libras de pesticidas para erradicar las plagas y/o enfermedades de
cultivos, a un costo aproximado de 3.6 billones de dolares. En el caso de México,
el empleo indiscriminado de plaguicidas, esta mas generalizado y en
consecuencia se generan mayores problemas de costos y contaminacion

(Pimentel, 1981; Anaya, et al., 1989).
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Considerando los problemas antes mencionados, la necesidad de
desarrollar nuevos pesticidas de origen natural, menos toxicos y biodegradables,
es indudable (Yamamoto, 1970, Waller, 1987; Harborne, 1988; Selitrennikoff,
1992; Kubo, 1993). En ese contexto y considerando que las plantas han
desarrollado mecanismos de defensa, incluyendo la biosintesis de metahalitos
secundarios, para combatir el ataque de insectos y otras plagas, el reino vegetal
ofrece numerosas perspectivas para el hallazgo de ﬁuevos agentes pesticidas
(Chou, 1989; Banerji, 1990). En la literatura contemporanea de los productos
naturales bioactivos se han descrito numerosos ejemplos de compuestos
vegetales que han representado un papel importante en el desarrollo de agentes
insecticidas y herbicidas comerciales. Asi, el camfeclor y uno de los derivados
semisintéticos el cimetilino representan dos ejemplos recientes de herbicidas
desarrollados por la compafiia Du Pont a partir de los productos naturales
camfenal y cineol, respectivamente (Duke, 1991; Thompson, 1995). En lo que se
refiere a los insecticidas verdes, destacan las piretrinas naturales obtenidas de
Chrysanthemum cineatiaefolium (Asteraceae); la 'rotenona Yy rotenoides
relacionados que se obtienen de varias especies de leguminosas entre ellas
Lonchocarpus spp., Tephrasia spp. y otras; la nicotina que se obtiene de varias
especies del género Nicotiana (Solanaceae) (Cremiyn, 1991); la toosendandina
insecticida empleado comercialmente en China derivado de Melia toosendan
(Meliaceae) (Kraus et al., 1980); y el limonoide azadiractina obtenido de Melia

azaderach y Azadiracta indica. A la fecha la azadiractina es el limonoide
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insecticida mas potente (Gill y Lewis, 1971; Warthen, 1979; Rembold, 1989; Kubo,
1991). Haciendo referencia particular a las meliécéas recientemente se ha
incrementado el interés por la busqueda de limonoides insecticidas a partir de
estas especies, debido a que estos compuestos son inocuos para el hombre y
otros vertebrados, asi mismo presentan mecanismos de accion no neurotéxicos
entre los que se puede mencionar las actividades fago inhibidora y reguladora del
crecimiento de insectos. Ademas, esta clase de insecticidas vegetales presentan
una mayor especificidad en su acciéon biologica, son biodegradables y, en
consecuencia, la probabilidad de desarrollar resistencia cruzada es relativamente
nula debido a su rapida degradacion en los ecosistemas naturales (Bray et al,
1990; Vannucci, 1992).

A pesar del éxito comercial obtenido con la azadiractina y la toosendandina
actuaimente no se ha desarrollado ningun insecticida verde a partir de meliaceas
americanas. En aflos recientes algunos grupos de investigacion han realizado
estudios sistematicos conducentes a determinar la potencialidad insecticida de

extractos y limonoides derivados de meliaceas del nuevo mundo, sin embargo, a

la fecha no se han generado extractos o compuestos novedosos tan potentes

como la azadiractina (Kubo y Nakanishi, 1977, Munakata, 1977; Jacobson et al.,
1978; Reed et al., 1981; Rembold, 1989; Arnason et al., 1991, 1993). En el caso
especifico de México que cuenta con una gran diversjdad de especies de esta
familia (Pennington, 1984) son escasos los estudios realizados con la finalidad de

detectar pesticidas con posible interés comercial a partir de estos vegetales. En
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consecuencia se inicio un programa de investigacion de caracter multidisciplinario
con el objetivo primordial de establecer la potencialidad insecticida y herbicida
de extractos y limonoides derivados de melidaceas mexicanas con la
finalidad de desarrollar nuevos agentes pesticidas verdes de utilidad
comercial. Una de las especie. recientemente preseleccionadas dentro de este
programa como una fuente potencial de principios bioactivos con propiedades
pesticidas fue la G. grandifolia. En este contexto el presente trabajo tiene por
objetivo principal aislar y caracterizar los principios fitotoxicos e insecticidas de las
semillas y corteza de G. grandifolia con el propésito de descubri‘r nuevos
productos naturales de utilidad para el desarrollo de pesticidas verdes. Con la
finalidad de cumplir con este objetivo se plantearon las siguientes actividades:

1.- Recopilar la informacion bibliogréfica acerca de los aspectos bioldgicos
y fitoquimicos de la planta objeto de estudio.

2.- Preparar el o los extractos de las diferentes partes vegetales mediante
un proceso de maceracion,

3.- Determinar la potencialidad herbicida de l.os extractos mediante la
evaluacion de su efecto sobre el crecimiento radicular de dos especies de arvense
Amaranthus  hypochondiacus (Amararantaceae) y Echinochloa  crusgalli
(Gramineae).

4.- Determinar la potencialidad insecticida mediante la evaluacion del efecto
de los extractos sobre el desarrollo y crecimiento de larvas heonatas del

gusano barrenador del malz [Ostrinia nubilalis Hiibner (Lepidoptera:pyralidae)].
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5.- Realizar el fraccionamiento de los extractos de la semilla y corteza
mediante procesos cromatograficos. En el caso de los extractos fitotdxjcos el
fraccionamiento se realizara de manera biodirigida.

6.- Separar y purificar los constituyentes mayoritarios de las fracciones
activas obtenidas durante el proceso de fraccionamiento de los distintos extractos.

7.- Caracterizacion los compuestos aislados mediante el empleo de
métodos quimicos, espectroscopicos y espectrométricos.

8.- Determinar el efecto inhibidor de los compuestos puros aislados de la
corteza y semilla de G. grandifolia sobre el desarrollo y crecimiénto de larvas
neonato del gusano barrenador del maiz [Ostrinia nubilalis Hibner
(lepidoptera:pyralidae)]. |

9.- Determinar el efecto de los compuestos puros aislados de la corteza y
semilla de G. grandifolia sobre el crecimiento radicular de dos especies de
arvense Amaranthus hypochondiacus (Amararantaceae) y Echinochloa crusgalli

(Gramineae).
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Ill. PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES
3.1 Material vegetal

El material vegetal (corteza y semilla) utilizado en el presente estudio se
recolectdé en Agosto de 1994, en el Municipio de San Andrés, Tuxtla, estado de
Veracruz, México, por el Biol. Gustavo Carmona. Un ejemplar de referencia se
deposité en la coleccion etnobotanica del herbario del Instituto Nacional de
Ecologia (Xal), Jalapa (Voucher. R. Ortega No. 710). La identificacion de la
especie estuvo a cargo del Dr. R. Ortega.

El proceso de desecacion del material vegetal (corteza y semilla) se llevé a
cabo a temperatura ambiente. En el caso de la semilla, se separo manualmente la
testa de la parte interna. Posteriormente el material vegetal desecado se

fragmento por separado empleando un molino de cuchillas, modelo Wiley No. 4
3.2 Analisis cromatograficos

A fin de monitorear el desarrollo de las cromatografias en columna abierta,
realizar purificaciones a nivel preparativo, verificar el desarrollo de las reacciones

quimicas efectuadas y comprobar la pureza de los productos obtenidos se

utilizaron las técnicas convencionales de cromatografia en capa fina (ccf),
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utiizando en cada caso distintos sistemas de elucion y diferentes agentes
cromégenos. Los reactivos reveladores y los sistemas de elucion empleados se

resumen en los Cuadros 2 y 3, respectivamente.

Cuadro 2, Agentes cromogénos utilizados para los analisis cromatograficos en

capa fina.
AGENTES CROMOGENOS
REACTIVO (composicion) REFERENCIA
12 g de sulfato cérico
Sulfato cérico* A 22.2 m| de H,S0O, (conc) - Lowery et al.,1993

350 g de hielo
90 mi de agua destilada

Acido sulfarico al 10% {10 ml de H,S04 (conc) Bevan et al. 1965

*En todos los casos antes de revelar con el cromogeno A, se procedio a visualizar las placas con luz UV
(onda corta 254 nm y onda larga 365 nm); para el desarrolio del color fué necesario calentar por dos
minutos a 110 °C aproximadamente,

Para la ccf de tipo analitico se emplearon cromatoplacas de vidrio
recubiertas de gel de silice 60 F,5, Merck (20 x 20 cm, 0.25 mm de espesor) y
cromatofolios de aluminio) recubiertos de gel de silice gel 60 F,5, Merck (20 x 20
cm, 0.256 mm de espesor). En el caso de las cromatografias preparativas se
emplearon cromatoplacas de vidrio recubiertas con gel de silice 60 F,54 Merck (20

x 20 cm, 2 6 1 mm de espesor).
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Cuadro 3. Sistemas de eluyentes utilizados para los analisis cromatograficos

en capa delgada.

SISTEMA DE
ELUYENTES COMPOSICION | PROPORCION REFERENCIA
I hex:CHCl,
il hex:AcOEt
] CHCl,:AcOEt Diversas Bevan et al., 1965
v CHCl3:MeOH
% AcOEt:MeOH
VI Bz:AcOEt
Vil AcOEt
VIl CHCl, 100 % Bevan et al., 1965
IX hex

Para efectuar las cromatografias en columna se utilizé como fase
estacionaria gel de silice 60, Merck, granulos de 0.2-0.5 mm, malla 3.5 a 7.0

ASTM.

3.3 Determinacion de las constantes fisicas, espectroscopicas y

espectrométricas de los productos naturales y sus derivados.

Los puntos de fusion se determinaron en un aparato Fisher-Jones y no
estan corregidos, Los espectros de IR se registraron en un espectrofotémetro de
rejilla Perkin-Elmer, modelo 599-B o en un aparato Nicolet FT-5X, en pastilla de

KBr o en pelicula.
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Las rotaciones oOpticas se midieron en un polarimetro digital JASCO DIP
360. El registro de los espectros de IR y rotacion optica se realizé en el laboratorio
de espectroscopia de la Facultad de Quimica de la UNAM. Por dltimo, los
espectros de UV, se registraron en un espectrofotometro Perkin-Elmer 202,

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear Proténica (RMN-’H) y de
Carbono-13 (13C) se generaron en un aparato Varian VXR-3005, el cual se opero
a una frecuencia de 300 MHz y 75.44 MHz, respectivamente. Los espectros se
obtuvieron en CDCl; 6 C¢Dg vy los desplazamientos quimicos se asignaron en
unidades 8 (ppm) referidos al Tetrametilsilano (TMS) como referencia interna. Se
utilizaron secuencias de pulso estandares Varian para el registro de los espectros

de RMN bidimensional homonuclear (*H-'"H COSY) y heteronuclear (HETCOR).

Los espectros de masas se obtuvieron en un aparato Hewlett-Packard
5985-B mediante introduccion directa a 70 eV. En tanto que los espectros de
masas generados mediante bombardeo rapido de étomos (FAB), se registraron en
un aparato Jeol DX300 con un sistema JMA-3500. Para el bombardeo de atomos
se utilizé Xendn con 6 keV. Estos andlisis se efectuaron en el Instituto de Quimica
de la UNAM.

Los andlisis de difraccion de rayos X se determinaron en un difractometro

Siems P4/PC en el Laboratorio de Rayos X del Instituto de Quimica de la UNAM.
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3.4 Pruebas bioldgicas
3.4.1 Determinacion de la actividad Inhibidora del crecimiento vegetal

La actividad inhibidora del crecimiento vegetal (potencial alelopatico) se
determind mediante el empleo de los bioensayos de germinacién de semillas y de
crecimiento radicular de acuerdo con los procedimientos descritos en la literatura
(Anaya et al.,1987;, 1990). Para cuantificar la actividad fitotoxica se utilizo el
método de caja Pefri y para el monitoreo de esta actividad a nivel de las

fracciones cromatograficas se utilizé un método bioautografico (Inoue et al., 1992).

a) Método de caja Petri

La actividad de los extractos y compuestos puros derivados de las semillas
y corteza de G. grandifolia, se evalud midiendo el efecto de los mismos sobre el
crecimiento radicular de semillas de Amaranthus  hypochondriacus
(Amarantaceae) y Echinochloa crusgalli (L.) Beauv (Gramineae).

Los bioensayos se realizaron en cajas petri de 10 cm de didmetro. De cada
muestra de prueba (extrato o compuesto puro) se prepararon concentraciones de
1000, 750, 500, 250 50 y 5 pg/mi de forma independiente y por separado,
utilizando como disolvente CHCl;. A continuacion se transfirieron a cajas petri
(conteniendo un disco de papel filtro Whatman No. 1), 2 ml de cada una de estas

concentraciones y se dejo evaporar el disolvente mediante una corriente de aire.
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Posteriormente, se colocaron 20 semillas en cada caja conteniendo la muestra a
evaluar, finalmente se inicio la germinacion de las especies vegetales,
humedeciendo el papel filtro con 2 ml de agua destilada.

Se utiliz6 acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) como un control positivo. El
mismo protocolo se utilizd para los controles negativos que contenian Gnicamente
disolvente. Las cajas petri se mantuvieron en la oscuridad a 30 °C y la actividad
alelopética se registro calculando el porcentaje de germinacion y midiendo la
longitud de las radiculas después de 24 h para A. hypochondriacus y 48 h para E.
crusgalli. Se trabajaron cuatro réplicas por tratamiento en las muestras de prueba
y en |los controles.

Los resultados obtenidos, se analizaron mediante la prueba estadistica de

ANOVA, (p<0.05) (Anaya, 1990).

b) Método bioautografico

El método bicautografico se realizo sobre placas cromatograficas de 20 x 5
cm recubiertas con gel de silice (60 F254 Merck). En cada placa se sembro 5 a 10
mg del extracto, posteriormente se efectud la elucion utilizando un sistema de
elucion apropiado. Al cabo del proceso de elucion se evaporé el disolvente y las
cromatoplacas se recubrieron con 20 ml de una suspension de agar al 1%. Se

realizaron dos réplicas en todos los casos. Paralelamente dos placas sin muestra
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problema se eluyeron con el sistema de elucién correspondiente. Estas se
utilizaron como control negativo.

Posteriormente, cada una de las placas cromatograficas se cubrieron
completamente con las semillas de A. hypochondriacus 'y E. crusgalli. Las placas
con las semillas fueron incubadas a temperatura y hﬁmedad controlada (30 °C)
durante 24 h para A. hypochondriacus y 48 h para E. crusgalli. Transcurrido el
tiempo de incubacién se observé la inhibicién y se midi6 el R;correspondiente a la
zona de inhibicion (Inoue et al., 1992). Este Ultimo procedimiento se realizé por
comparaciéon con una placa conteniendo la muestra, eluida en las mismas

condiciones y revelada con el agente cromégeno apropiado.
3.4.2 Determinacion de la actividad insecticida

La determinacién de la actividad insecticida de los extractos y algunds de
los compuestos puros se determindé mediante la evaluacion de los efectos
inducidos por estos productos a diferentes concentraciones sobre el crecimiento y
desarrollo de las larvas del gusano barrenador del maiz Ostrinia nubifalis Hiibner
(Lepidoptera:pyralidae). Las evaluaciones se realizaron, de acuerdo a los
protocolos previamente establecidos (Arnason et al., 1987; Zhang et al., 1992), en
el laboratorio del Dr. J. T. Amason del Departamento de Biologia de la

Universidad de Ottawa, Canada.
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3.5. Preparacion de los extractos organicos a partir de las diferentes partes

vegetales de Guarea grandifolia
3.5.1 Extracto derivado de la testa de las semillas (Extracto A)

El material vegetal seco y molido (637 g) se extrajo inicialmente mediante
un proceso de maceracion exhaustivo con CHCly/hex 1:1 (Volumen total 9 L). El
proceso se repitio tres veces, con intervalos de 8 dias entre cada extraccion, El
extracto resultante se concentré a presion reducida-obteniéndose un residuo

resinoso amarillo-rojizo (72.72 g).

3.5.2 Extracto derivado de la corteza (Extracto B)

El material vegetal seco y molido (1600 g) se extrajo inicialmente mediante
un proceso de maceracion exhaustivo con CHCl,/MeOH 1:1 (Volumen total 21 L).
El proceso se repitio tres veces, con intervalos de 8 dias entre cada extraccion. El
extracto resultante se concentré a présién ‘reducida‘obteniéndose un residuo
resinoso café-verdoso (125.66 ). El extracto obtenido se sometié a los mismos

ensayos indicados en el inciso 3.4.1.
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3.6 Fraccionamiento de los extractos organicos derivados de la semilla 'y

corteza de G. grandifolia

3.6.1. Fraccionamiento de la testa de las semillas (extracto A)

El extracto A (69 g) se fracciond via una cromatografia de adsorcion en
columna de vidrio, empacada con gel de silice, bajo condiciones normales de
gravedad. El proceso de elucion se efectlio con hex, mezclas de hex/CHCI;,
CHCI;, mezclas de CHCI3/AcOEt, AcOEt, diversas proporciones de AcOEt/MeOH
y MeOH, obteniéndose 122 fracciones de 250 ml cada una. Se realizé el control
por cromatografia en capa fina de cada fraccion, uniéndose aquellas
cramatograficamente similares; este proceso permitic la obtencion de IX
fracciones primarias. El Cuadro 4 resume el ntimero de eluatos, eluyentes y

fracciones combinadas.
3.6.2. Fraccionamiento de la corteza (extracto B)

El extracto B (110 g) se fraccioné via una cromatografia de adsorcion en
columna de vidrio, al vacio, empacada con 680g de gel de silice 60. El proceso de

elucion se efectiio con hex, mezclas de hex/AcOEt, AcOEt, diversas proporciones

de AcOEt/MeOH y MeOH. Se colectaron un total de 170 fracciones de 250 ml
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cada una. El analisis por cromatografia en capa fina permitio la combinacion de de
varias fracciones para finalmente obtener X fracciones primarias. El Cuadro 5

resume el nimero de eluatos, eluyentes y fracciones combinadas.

Cuadro4. Resumen del fraccionamiento preliminar via cromatografia en

columna del extracto A de G. grandifolia,

ELUYENTE | PROPORCION | FRACCIONES | FRACCIONES | CLAVE | PESO
(%) COMBINADAS @) |
hex 100 1-6 129 S1 | 3.09
90.10 713 30-40 S | 0.97
80:20 1419 41-49 S | 745
70:30 20-22 50-68 SIV* | 2.02
| 60:40 23.28 69-70 SV* | 4.80
hex-CHCl 50:50 29-34 71-73 SV | 3.93
40:60 35-40 74-82 SVIF | 343
30:70 41-45 83110 | SVII* | 545
20:80 46-49 111122 | SIX | 16.20
10-90 50-52
CHCI, 100 53.58
90:10 59-64
80:20 65-70
70:30 7175
60:40 76-80
CHCIgACOEt [ 50:50 81-85
40:60 86-98
30:70 99-103
20:80 104-108
10:90 109-112
AcOEt 100 113115
AcOEtMeOH | 50:50 116-119
MeOH 100 120-122

* Fracclones fitotdxicas de acuerdo al ensayo bioautografico
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Cuadro 5. Resumen del fraccionamiento preliminar via cromatografia en

columna del extracto B de Guarea grandifolia.

ELUYENTE | PROPORCION | FRACCIONES | FRACCIONES | CLAVE | PESO
(%) COMBINADAS @ |
hex 100 1-4 1-20 C-l 1.73
95.5 15-20 21-26 C-Il | 6.11
90:10 21-24 27-42 C-li* | 12,98
80:20 25-34 43-51 C-Iv* | 0.25
70:30 35-44 52-61 C-V¥ | 1.44
hex-AcOEt 60:40 45-52 62-106 C-vI* | 11.92
50.50 53-58 107-157 C-Vil |11.26
40.60 59-92 158-163 C-Viil | 12.83
30:70 93-128 164-167 C-IX | 6.99
20:80 129-137 168-170 C-X | 4.89
AcOEt 100 138-149
AcOEt:MeOH 95:5 150-156
85:15 157-161
MeOH 100 162-170

* Fracciones fitotoxicas de acuerdo al ensayo bioautografico

3.7. Aislamiento y purificacion de los productos de las fracciones primarias

3.7.1 Aislamiento de la 210.-acetoxi melianona (26) de la fraccion activa S-lI

Sucesivas cromatografias preparativas en capa fina de gel de silice de la
fraccion activa S-Il (0.91 g) de la columna primaria (Cuadro 4), permitieron el
aislamiento de 39 mg del compuesto caracterizado como 21a-acetoximelianona
(26), bajo la forma de un aceite Viscoso Iigerémente amarillo. El sistema de
elucion empleado para el analisis cromatografico fué una mezcla de CHCIy/AcOEt

95:5.
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3.7.2 Aislamiento y purificacion de la melianona (27) de la fraccion

activa S-VII

De la fraccion primaria S-VII (Cuadro 4) cristalizaron espontaneamente 1.8
g de un solido cristalino el cual se purifico tras sucesivas cromatografias
preparativas en capa fina de gel de sllice, de donde se aislaron 1.53 g del
producto caracterizado como melianona (27), bajo la forma de un compuesto
cristalino-amorfo de color blanco con un p.f. de 232-233 °C. El sistema de elucion

empleado para el analisis cromatografico fué una mezcla de CHCI,/AcOEt 9:1.

3.7.3 Aislamiento y purificacion del melianodiol (28) de la fraccion

activa S-VllI

De la fraccién primaria S-VII (Cuadro 4) cristalizaron espontaneamente
2.38 g de un solido cristalino de color blanco, el cual se purificé tras sucesivas
cromatografias preparativas en capa delgada de ge| de silice. Este proceso
cromatografico permitio el aislamiento de 1.21 g del compuesto caracterizado
como melianodiol (28), bajo la forma de un compuesto cristalino-amorfo de color
blanco con un p.f. de 219-22 °C. El sistema de elucion emplead6 para el analisis

cromatografico fué una mezcla de CHCIy/AcOEt,
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3.7.4 Aislamiento y purificacion de la gedunina (29) de la fraccion

activa S-IV

De la fraccion primaria S-IV (2,02 ¢) (Cuadro 5) tras sucesivas
cromatografias preparativas, en capa delgada de gel de silice se aislaron 67 mg
de gedunina (29), bajo la forma de un compuesto cristalino de color blanco con un
p.f. de 217-218 °C. El sistema de elucion empleado para el andlisis cromatografico

fué una mezcla de benceno/AcOEt 3:1, eluyendo 3 veces (Bevan et al.,1965).

3.7.5 Aislamiento y purificacion de la y 7-oxo-deacetoxi-7-oxogedunina (30) y

6a-acetoxigedunina (31) de la fraccion activa S-VI

De la fraccion primaria S-VI (Cuadro 4) cristalizaron espontaneamente 3.53
g de un solido cristalino de color blanco, constituido por dos compuestos
mayoritarios, los factores de retencién de los compuestos en el sistema
corresponden a valores de 0.60 y 0.66. La separacion de los dos componentes se
realizd mediante sucesivas cromatografias preparativas en capa fina de gel de
silice. Los compuestos aislados se obtuvieron como cristales con un p.f. de 262-
265 y 270-273 °C, respectivamente y fueron caracterizados como 7-oxo-
deacetoxi-7-oxogedunina (30) y 6ua-acetoxi gedunina (31). El sistema de elucion

empleado para la cromatografia preparativa estaba constituido por una mezcla de
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benceno/AcOEt 3:1. El proceso de elucion se realizd tres veces (Bevan et

al., 1965).

3.7.6 Aislamiento y purificacion del f}-lupeol (32) y acetato de f-lupeol (33) de

la fraccion primaria activa C-ll|

La fraccion primaria activa C-1ll (11 g) (Cuadro 5) se recromatografié en una
columna abierta sobre 180 g de gel de silice. El proceso de elucion se inicio con
hexano y posteriormente se continuo con mezclas de hex/CHCl;, CHCI; CHCI,
IAcOEt, en diversas proporciones AcOEt, mezclas de AcOEt/MeOH vy finalmente
con MeOH. Se obtuvieron 186 fracciones de 250 ml cada una, uniéndose aquellas
cromatograficamente similares. El proceso se resume en el Cuadro 6. Sucesivas
cromatografias preparativas en capa delgada de gel de silice de la fraccion activa
CIl-3 (0.257 a) utilizando como eluyente una mezcla de benceno/CHCI, 8:2,
permitieron el aislamiento de 27 mg de acetato de p-lupeo! (33) y 9.3 mg del p-
lupeol (32). E! primer compuesto se aisl6 como un polvo blanco y el segundo
como un solido cristalino amorfo. Ambos compuestos se caracterizaron por

comparacion con muestras auténticas (Rojas, 1996; Trejo y Rivero, 1996).

37



P'rocedimicntos experimentales

Cuadro 6. Resumen del fraccionamiento secundario via cromatografia en

columna de la fraccion activa C-lll de G. grandifolia.

ELUYENTE PROPORCION | FRACCIONES | FRACCIONES | CLAVE | PESO
(%) COMBINADAS ()
hex 100 1-11 1-55 Clll-1 | 0.050
95.5 12-26 56-63 Clll-2* | 0.302
90:10 27-41 64-65 ClI-3* | 0.257
80:20 42-62 66-71 Clil-4* | 1.806
70:30 63-74 72-85 Clll-5 | 4.255
60:40 75-81 86-103 | ClI-6 [ 0.434
hex-CHCl, 50:50 82-88 104-122 Clil-7 | 0.399
40:60 89-95 123-165 Clll-8 | 0.198
30:70 96-101 166-177 Cll-9 |0.112
20:80 102-108 178-186 Clll-10 { 0.719
10-90 109-115
CHCl, 100 116-122
95:5 123-129
90:10 130-136
CHCI;:AcOEt 80:20 137-143
70:30 144-152
50:50 153-160
AcOEt 100 161-179
AcOEt:MeOH 50:50 180-186
MeOH 100

* Fracclones fitotoxicas de acuerdo al ensayo hioautografico

3.7.7 Aislamiento del p-D-glucositosterol (34) de la fraccion inactiva

primaria C-VII

De la fraccion C-VIl de la columna primaria (Cuadro 5) precipitd
espontaneamente 153.2 mg de un soélido cristalino de color blanco, con un punto
de fusion de 275-278 °C, identificado como el p-D-glucositosterol (34) por

comparacion con una muestra auténtica.
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3.8 Obtencion de los derivados
3.8.1 Obtencion de la 21-acetoximelianona a partir de la melianona (27)

La melianona (20 mg) se disolvié en 2 ml de piridina; posteriormente a la
solucién se agregaron 2 ml de anhidrido acético. La mezcla de reaccion se
mantuvo a temperatura ambiente durante 24 hrs. Al término de este tiempo el
producto acetilado se separo de la manera habitual (Schriner et al., 1980),
obteniéndose una mezcla de (18.4 mg) de varios compuestos; uno de ellos
mayoritario. La separacion del compuesto mayoritario se realizé por cromatografia
preparativa en capa fina utilizando una mezcla de benceno/AcOEt 8:2. Este
procedimiento condujo al aislamiento de 11 mg de un producto idéntico en todos

sus aspectos a la 21a-acetdxi melianona (26).

3.8.2 Obtencion del melianodiol a partir de la melianona (27)

El tratamiento de 25 mg de la melianona (27) con 0.25 ml de acido
perclérico en una solucién de dioxano (2 ml), manteniendo la mezcla de reaccién
a temperatura ambiente durante 3 hrs, permitio la obtencién de 18 mg de un
compuesto con un p.f. de 230-232 °C, el cual fué déntico en todos sus aspectos al

melianodiol (28) natural aislado en el presente estudio. (Lavie et al.,1967).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Evaluaciones bioldgicas preliminares que permitieron la seleccion de la

especie Guarea grandifolia como fuente potencial de principios pesticidas,

La preseleccidn de la especie G. grandifolia se realizd considerando que la

familia de las meliacéas ha demostrado ser una fuente vallosa de principios pestlicidas

(Chémpagne et al., 1992: Segura-Correa et al.,1993). Posteriormente, durante la

realizacion de ensayos biolégicos preliminares conducentes a la determinacion de la
potencialidad insecticida e Inhibidora del crecimiento vegetal de los exiractos totales

derivados de diferentes partes vegetales de la planta se comprobé que la testa de las

semillas contiene principios activos capaces de modificar el desarrollo del gusano

barrenador del malz (Ostrinla nubilalis Hibner) y el crecimiento radicular de la arvense
Amaranthus hypochondriacus. Asl mismo se determind que la corteza contiene
también principios Insecticidas.

“En la Tabla 2 se resume el efecto preliminar de los extractos de las semillas y
corteza sobre las larvas (Fase |l) de Ostrinia nubilalis. Como se puede apreclar en la
tabla los dos extractos Incorporados a la dieta arlificlal de las larvas afectaron el
desarrollo de las mismas con r‘especto al control, La actividad del extracto de la semilla
fué mayor ocasionando una Inhibicién del crecimiento reiativo de 39 % con respecto al

control,
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Tabla 2, Efecto da los extractos de Guarea grandifolia sobre larvas de Oslrinia

nubilalis.

Poso promedio de
las larvas (mg)

Extracto | Mortalidad (%)| Dia0 Dia4 |Crecimiento | Crecimiento
(%) relatlvo (%)
Corteza’ 10 0,49 1.70 110 73
Testa de 20 0,49 1.32 02 61
la semilla® | _
Control 0 0.51 3,64 180 100

TExtracto CHCl;-MeOH (1:1), ¥ Extracto CHCly-Hex (1:1), Los extractos so Incorporaron,
en la dleta atificlal (100 pg/mi, 0.1 %), Se emplearon 20 larvas por cada tralamiento,

Los resultados de la determinacion del efecto sobre el crecimlento radicular de
los extractos de la semilla y la corteza se resumen en la Tabla 3y en la Gréfica 1. De
los mismos se Infiere que el extracto de la testa inhibe do manera signlificativa el
crecimiento radlcular de la arvense A. hypochodriacus con respecto al control. La
especie E. crusgalll es més sensible al tratamiento y a la misma concentracién el
efacto Inhibltorlo es de 38,5 %. En el caso del extracto de la corleza se observa un
efecto contrario al del extracto de la semilla, es deélr los tratamientos ocaslonan una
leve estimulacidn del crecimlento radicular,

Con base en los resultados presentados se decidio lievar a cabo el estudio
fitoquimico de las semlllas y de |la corteza de G. grandifolia con la finalldad de alslar los
principios actlvos, La preparacién del extracto en gran escala se realizé6 mediante un
procedimlento de maceracldn tal como se indica en la secciéﬁ experimental (inclso
3.4). Posterlorments, los extractos activos, se fraccionaron de manera preliminar
mediante una cromatograffa en columna ablerta de gel de silice. En el caso del

extraclo derivado de la testa de las semillas este proceso permitié la obtencién de
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Grafica 1 Porcentajes de inhibicion de los extractos de Guarea grandifolia sobre el

crecimiento radicular de Amaranthus hypochondriacus y Echinochloa crusgalli.

:\j

o m Testa
[

= m Corteza
Z 24D

Amaranthus Echinochloa

La concentracién de prueba de cada una de las fracciones fué de 500 pg/ml. Se utilizé el acido
2 4-diclorofenoxlacético (100 ug/mi) coma un control positivo. Los procedimientos del bioensayo

se describen en la secclén experimental 3.4,
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Tabla 3.

Efectos de los extractos obtenidos a partir de Guarea grandifolia sobre el

crecimiento radicular de Amaranthus hypochondriacus y Echinochloa crusgalli.

Crecimiento radicular (mm)® [ Inhibicién del crecimiento (%)°
Concentracion | Amaranthus | Echinochloa | Amaranthus | Echinochloa
(ng/ml})
Testa de las semillas (CHCl;-hex)
10 13.97 +0.90 | 23.17 +3.42 +22.32° +2.07°
500 7.55 +0.62 13.95._4; 1.07 33.71° 38.54°
Corteza (CHCI;-MeOH)
10 11756 +242 | 30.12+2.65 +3.06° +32.68°
500 125+0.66 | 24.95+2.99 +9.45° $9.91°
Control"
10 11.42+1.37 | 227 iv2.62 0.0 0.0
500 11.42£1.37 | 227%262 0.0 0.0
. Control Positivo®
10 8.11 +0.39 16.73 £ 0.43 71.10 73.71
500 0.0 0.0 100.0 100.0

“Cada valor representa el promedio de cuatro réplicas (+DE); 20 plantuias cada una, "Porcentajes

expresados en relacion al crecimiento del control negativo. “P< 0.05 (ANOVA). “Como control blanco se
emplea agua destilada, °Como control positivo se empleael 2,4-D.

it st R RPN
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nueve fracciones primarias SI-SIX; en el caso de la corteza se obtuvieron diez
fracciones primaria ©I-CX (Cuadros 4 y 5, respectivamente).

Todas las fracciones primarias derivadas de la semilla se ensayaron mediante
un método bioautogréfico para monitorear la actividad inhibidora del crecimiento
vegetal (Inoue et al., 1992; seccién experimental 3.4), encontréndose que la actividad
fitotéxica se concentra en las fracciones S-1V, S-V, S-VI, S-Vil y S-Vill.

Las fracciones activas derivadas del extracto de la semilla fueron sometidas a
diversos procedimientos cromatogréficos como se indica en la seccién experimental
(inciso 3.7), lo cual permitié el aislamiento y la caracterizacion de seis metabolitos
secdndariOS( 26,27, 28, 29,30 y 31). El protolimonoide 26 constituye un nuevo
producto natural.

En el caso de la corteza el estudio se realizd de la manera convencional y para
ello las fracciones primarias se sometieron de igual forma a diversos procedimientos
cromatograficos con la finalidad de aislar los principios insecticidas potenciales. Como
resultado de este proceso se aislaron también seis metabolitos secundarios.

En el Cuadro 6 se indican las estructuras de los compuestos aislados y sus

rendimientos correspondientes
4.2 Caracterizacién de los constituyentes activos
En general los compuestos aislados se caracterizaron mediante la aplicacién de

técnicas espectrométricas y espectroscdpicas convencionales, asi como de métodos

quimicos. En el caso de la 7-deacetoxi-7;oxogedunina (30) y la 6a-acetoxigedunina

44



Resultuclos » Discustiu

Cuadro 7. Metabolitos secundarios aislados de la especie Guarea grandifolia.

COMPUESTO PARTE DE | FRACCION| RENDIMIENTO
LA PLANTA (%)
Testa de la
semilla S-VIl 0.0073
Testa de la
semilla S-ll 0.89
21o-acetoximelianona (26)
Testa de la
semilla S-Viil 0.89
Melianodiol (28)
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Metabolitos secundarios aislados de la especie Guarea grandifolia

(continuacion)

COMPUESTO PARTE DE |FRACCION|RENDIMIENTO
LA PLANTA (%)
Testade la
semilla S-IvV 0.00058
Corteza Cli-2 0.0031
Do
_E
i Testa de la
Y semilla S-VI 0.053
(0]
0 > Corteza Clil-4 0.0012
7-deacetoxi-7-oxogedunina (30)
Do
& Testa de la
£ semilla SV 0.23
(0]
o 7 ""OAc Corteza Clll-4 0.0052
"OAc
Ba-acetoxigeduning (31)
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Cuadro 7. Metabolitos secundarios aislados de la especie Guarea grandifolia

(continnaciin)

2

[3-D-glucositosterol (34)

COMPUESTO PARTE DE| FRACCION | RENDIMIENTO
LA (%)

PLANTA
Corteza C-ll 0.00058

f-lupeol (32)
Corteza C-lll 0.00468

Acetato de p-lupeal (33)
CHHQ o Corteza C-V 0.00656
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(31) las estructuras se confirmaron inequivocamente mediante un analisis de difraccién
de rayos X.

En la presente seccion se describe el andlisis de los parametros
espectrométricos y espectroscépicos obtenidos para cada uno de los compuestos,
mismo que permitié proponer la estructura molecular de los metabolitos obtenidos. Se

hace particular énfasis en la elucidacion estructural del nuevo producto natural.

4.21 Caracterizacion de la 2{1a-acetoximelianona (26), melianona (27) vy

melianodiol (28).

La 21a-acetoximelianona (26), se obtuvo de la fraccion activa S-VII bajo la
forma de un aceite viscoso ligeramente amarillo. Las constantes fisicas,
espectroscopicas y espectrométricas del producto natural se resumen en la Tabla 4.
Su espectro de IR (Espectro 1) presenta absorciones asociadas con grupos hidroxilo
(32'9.'7.”Nc':'m"), carbonilo (1718 cm™) y vinflico (1624 cm™). El espectro‘ de masas
generado por este compuesto presenta el ion Mmolecular en una m/z de.512 uma
(Espectro 2), correspondiente a la formula Ci;HagOs,la cual permite 9 grados‘de
insaturacién. El espectro presenta también fragmentos importantes en m/z 452 (M-60),
437 (M-60-15 pico base), 313 (M-199), 245, 123 y 71 uma.

La informacién proporcionada por la espectrometria de masas y el andlisis

detallado de los espectros de RMN (Tablas 6 y 5) del producto (26), permitenestablecer
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Tabla 4, Constantes fisicas, espectroscoplicas y espectrométricas de la

21u-acetoximelianona

(Espectro 2)

Fl. CaaHyeOs
PM. 513
[@)o ~66° (MeOH)
IR vinax (KBr) cm™!
(Espectro 1) 1718, 1624, 1550, 1462, 1264, 1158, 998, 820
EMIE miz (intrel) 51 (* (26)), 497 (8), 453 (12.5), 452 (22.5),

438 (34), 437 (100), 381 (33), 366 (27), 365
(76), 297 (32), 271 (22), 257 (12), 245 (10),
185 (13), 166 (59), 123(25), 109 (58), 95 (45),

55(44), 43 (72)
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Tabla 5. Datos de RMN'°C de la 21a-acetoximelianona (26) y sus derivados.

Compuesto
Carbon | 21c-acetoximelianona | Melianona (27) | Melianodiol (28)
(26)
C-1 38.01 38.4 35.07
C-2 36.5 36.0 24.34
C-3 216 215.2 216.94
C-4 170.01 47.8 38.52
C-5 52.37 52.6 52.4
C-6 23.7 24.6 23.23
C-7 118.46 118.03 118.5
C-8 145,33 146.5 145.64
C-9 50.90 48.6 48,92
C-10 34.90 35.2 34.89
C-11 17.89 18.0 17.64
C-12 34.18 32.2 31.45
C-13 46,01 44.0 43.47
C-14 52.2 51.3 52.42
C-15 34.84 34.7 34.18
C-16 27.22 27.8 27.45
- C-17 47.86 45.7 45.32
C-18 21.02 21.5 21.54
C-19 12.8 12.7 12.72
C-20 31.7 31.69 45.2
C-21 96,91 97.78 96.93
C-22 31.6 31.6 30.09
C-23 79.84 77.05 78.69
C-24 66.88 65.39 75.61
C-25 57.14 57.32 26.71
C-26 19,7 19.6 22.56
C-27 22.1 24.9 21.54
C-28 21.5 25.1 21.5
C-29 23.52 - 21.7 23.0

Los desplazamientos quimicos estan dados en ppm. Las asignaciones se apoyaron por DETP y
por comparacion de los desplazamientos quimlcos con aquellos asignados a compuestos
relacionados.
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que el producto es un protolimonoide del tipo A’-tirucalano con un acetal ciclico y una
funcion epoxidica en la cadena lateral (Bevan et al., 1965; Lavie et al, 1967,
* Runeckles y Mabry, 1973; Kraus ef al., 1‘980; Connolly y Hill, 1989; Olugbade, 1991;
Tinto et al., 1991; ltokawa et al., 1992, Inter alia). As el espectro de RMN **C (Espectro
3) presenta sefales para 32 carbonos en congruencia con la formula molecular
calculada; el espectro de RMN "C en su modalidad DEPT (Espectro 4) lﬁdica
claramente que estas sefiales corresponden a ocho metilos, ocho metilenos, ocho
metinos y ocho carbonos cuaternarios. De acuerdo al espectro de RMN 'H (Especiro
5) siete de los metilos (54 1.30, 1.25, 1.08, 1.02, 1.00, 0.97, 0.83) se encuentran unidos
a centros cuaternarios alifaticos y, el tltimo corresponde al metilo de un grupo acetato
(8 2.03). La presencia en el espectro de RMN *C de una sefial para un grupo
carbonilo de acetato en 8¢ 170.01 proporciona una evidencia adicional de la existencia
do este grupo funcional en la molécula,

El espectro de RMN 'H (Espectro §) del producto natural también presenta
serlales diagnosticas para:

1.- La doble ligadura trisustituida [8y 5.29, dd, J=2.20, 6.5 Hz, H-7] de un A"
tirucalano (Bevan et al., 1967; Purushothaman et al., 1985; Kundu et al., 1985; Guang-
Yietal., 1988; Lins et al,, 1992, Inadda ef al., 1994),

2.- El hidrégeno 2a. de un tirucalano con una funcién célonica en C-3 [64 2.71,
1d, J= 5.7, 14.79 Hz, H-20] (Bevan ibid, Guang-Yi et al., 1988; Olugbade, 1991). La
funcidn cétonica se evidencia también por la presencia de una absorcidn en §¢ 203 en

el especto de RMN "C. Asi mismo, el fragmento en miz 123 uma (Figura 5) es
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miz 71

———_’
M+ 512
m/z 123
M- Cadena Jateral
+
) CH,
JCEE"
e
' »'"'\

miz 257

Figura 5. Fragmentaciones caracteristicas del protolimonoide 21a-acetoximelianona.,
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congruente con la presencia de un grupo ceto en el anillo A del tirucalano (Bevan ibid,
Olugbade, 1991).

3.- Dos hidrégenos bases de funciones oxigenadas en &y 3.86 (df, J = 7.2, 9.9
Hz, H-23) y 6.17 (d, J= 3.6 Hz, H-21) mismas que correlacionan con las sefiales en &¢
79.84 (C-23) y 96,91 (C-21), respectivamente en el espectro HETCOR (Espectro 6).
Los desplazamientos quimicos de todas estas sefales son consistentes con la
presencia de un acetal ciclico en el cual el hidroxilo hemiacetélico se encuentra
formando un éster, en este caso particular un acetato.

- 4.- Un hidrégeno base de una funcion epoxidica en &y 2.67 (d, J= 7.5 Hz, H-24)
misma que correlaciona con el metino en ¢ 66.88 en el espectro HETCOR (Espectro
6). Esta Ultima absorcion y la del carbono cuaternario en 8¢ §7.14 confirman la
presencia de una funcion epoxidica en la estructura del producto (26) (Connolly et al.,

1979; Nakanishi et al., 1986).

Los elementos estructurales evidenciados mediante el anélisis de los espectros’

de RMN satisfaben las nueve insaturaciones y el nimero de oxigenos requeridos por
la forniula molecular, y solo resta por establecer la disposicién de la funcién epoXidica
ydel acetato del hemiacetal ciclico, En este sentido, el fragmento con una relacion m/z
de 313 en el espectro de masas (Figura 5) indica que tanto gl acetal ciclico como la
funcién epdxido se encuentran presentes en la cadena lateral del protolimonoide
| (Lavie et al., 1967, Connollly et al, 1979; Nakanishi et al., 1986). Por otra parte, la
presencia del fragmento con una relacién miz de 71 indica que el epdxido se

encuentra ubicado entre los carbonos C-24 y C-25 (Figura 5). Por tltimo, la disposicién
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del acetal ciclico se determina como vecinal al epdxido con base en la interaccién que
se observa en el espectro COSY (Figura 6) entre el hidrégeno base del epéxido (84
2,67, d, J= 7.5, H-24) y el oximetino del acetal en H-23 (54 3.86, 4, J= 7.2, 9.9 Hz),
Estas observaciones indican también que el acetal esta conformado por los carbonos
C20-C23 del tirucalano. La estereoquimica del grupo acetoxi del acetal se determina
como ¢ con base en las siguientes observaciones:

~a)El valor de la constante de acoplamiento entre H-23 y el hidrégeno geminal al
éster (H-21) , la cual presenta una magnitud de 3.6 Hz. Si'ila disposicién del éster es
el valor de la constante de acoplamiento serfa de 2.75 Hz ( Lavie ef al., 1967).

b) La magnitud del desplazamiento quimico del carbono base del éster (8¢
96.91). Si/Ia estereoquimica es B el desplazamiento qulmi‘co tendrla una magnitud de
alrededor de 100 ppm (Lins et al., 1992)

Con base en las evidencias presentadas el compuesto (26) se caracteriza como
la 21a-acetoximelianona. Cabe destacar que éste metabolito secundario no se ha
descrito previamente como un producto natural. Sin embargo, la acetilacion del
produ;-t'd natural (27) aislado también en el presente estudio ha permitido la obtencién
de la 21a-acetoximelianona (26) por un proceso de semisintesis (Lavie et al., -1967).

| El siguiente producto se caracterizéd como el melianodiol (28), el cual se aislé de
la fraccién activa S-VIII, bajo la forma de cristales amorfos. Las constantes fisicas,
espectroscopicas y espectrométricas del producto se resumen en la Tabla 7. El
espectro de IR (Espectro 7) al igual que en el caso. del producto (26) presenta

absorciones caracteristicas para carbonilo de cetona (1709 ecm™), y para un sistema
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Tabla 7. Constantes fisicas, espectroscdpicas y espectrométricas del melianodiol

OH
OH
0
FM | CooH.:05
PM 488
[alp - 39° (CHCly)

" IR vmax (KBr) cm™!

EMIE m/z (intrel) |45 m* (19)], 455 (34), 437 (50), 397 (100),
(Espectro 8) 381 (25), 366 (23), 365 (75), 297 (52), 271

(27), 257 (20), 245 (27), 185 (24), 166 (20),

123(32), 109 (34), 95 (53), 55(56), 43 (62.5)
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vinilico sustituido (820 cm™). Sin embargo, en lugar de la sefial del acetato se observa
una sefal muy intensa para hidroxilo en 3424 cm™.

El espectro de masa generado por este compuesto permite observar el ion
molecular en m/z 488 el cual corresponde a la formula CaHOs (Espectro 8). Esta
formula permite calcular siete grados de insaturacién, dos menos que en el caso del
producto (26). Otros picos importantes en el espectro se observan en una m/z de 437,
381, 365, 313, 297, 271, 166 y 123.

Los espectros de RMN (Tabla § y 6, Espectros 9, 10, 11 y 12) del producto (28)
muestran una gran similitud a los de la 21a-acetoximelianona (26). Esta analogla
sugiere que este producto es‘también un A’-tirucalano, (Bevan ef al., 1965; Lavie et al.,
1967; Runeckles y Mabry, 1973; Kraus ef al., 1980; Torssell, 1983; Connolly y Hill,
1989, Olugbade, 1991; Tinto et al., 1991, ltokawa ef al., 1992, Inter alia). La presencia
en el espectro de masas
d&?@ﬁnﬁm 3 permite concluir que los anillos A-D de este tirucalano son
idénticos a los de la 21a-acetoximelianona (Figura 5).

Las principales diferencias observadas entre los espectros de RMN de la 21a-
acetoximelianona (26) y el producto (28) corresponden a las absorciones dé la cadena
lateral. A continuacién se describen estas diferencias:

1.~ En lugar de las sefales para la funcién epoxidica se observan absorciones
atribuibles a dos funciones carbindlicas, una secundaria (844.5, m, H-23; § ¢ 78.84, C-
23) y la otra terciaria (§¢ 75.61, C-24) |

2.- Las sefiales para el grupo acetato y para el hidrdgeno base de la funcién

acetal del producto (26) se encuentran ausentes. En este caso el espectro de RMN 'H
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Mellanodiol! Apo tirucalano C2

b)

Meillanodiolt Apo tirucalanoe ¢2

Producto 28

Figura 7. Anélisis comparativo de las absorciones de la cadena lateral observadas en
los espectros de RMN'H®y '°Cdel Melianodiol (Merrien y Polonsky, 1971), del

Apotirucalano C (Connolly, 1979) y del producto (28).
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(Espectro 11) presenta sefiales para grupos hidroxilos en 8y 5.3 y 2.15, mismas que
desaparecen al equilibrar el espectro con D,0. También en los espectros se observa la
sefial para el hidrégeno base de un hemiacelal, el cual como es de esperarse se
encuentra desplazado diamagnéticamente (5u 5.23, d, J= 1.5 Hz, H-21) en relacién al
hidrégeno base del acetal del producto (28). Por analogia con el producto (26), la
estereoquimica del hidrégeno en C-21 (84 5.3, m, 6¢c 96.91) se determina como o por
comparacién de la magnitud del desplazamiento quimico del carbono hemiacetalico (5c
96.93) con aquellos de modelos apropiados (Connolly et al., 1979; Merrien y Polonsky,
1971). Por otro lado, la estereoquimica del hidréxilo en C-24 se establece como B por
comparacién de la magnitud de los desplazamientos quimicos de H-23 (0-23) y H-24
(C-24), y de la magnitud de la constante de acoplamiento entre H-23 y H-24 con
aquellos descritos para el apotirucalano C (Connoally et al., 1979). (Figura 7). Eéte
anéﬁsis comparativo permite establecer la estructura del compuesto como la del
melianodiol (28) (Connolly y Hill, 1989), producto natural aislado previamente de Melia
azaderach y Samadera madagascariensis (Merrien y Polonsky, 1971; Su et al., 1990;
Lins ef al., 1992; Lavie et al., 1967; Merrien et &l 1971). |

El dltimo protolimonoide aislado se caracterizé6 como la melianona (27). Las
constantes fisicas, espectroscdpicas y espectrométricas del producto se resumen en la
Tabla 8. El espectro de IR (Espectro 13) muestra absorciones diagndsticas para
funciones hidroxilo (3424 cm™), carbonilo (1709 cm™) y olefinica (1456 cm”). La

formula molecular del producto (27), se determiné por espectrometria de masas
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Tabla 8 Constantes fisicas, espectroscopicas y espectrométricas de la melianona

FM CaoH4s0s

PM 470

p.f. ' 232-233 °C
[alp - 43° (ACOEt) .

IR vimax (KBr) cm™!

(Espectro 13) 3424, 1706, 1456, 1382, 1246, 1114, 820

EMIEm/z (intrel) {470 ¥ (10)), 452 (42), 437 (18), 409 (13),

(Espectrotd) 381 (24), 365 (23 ), 297 (19), 271 (24), 257
(12), 245 (12), 185 (13), 166 (100), 123(32),
109 (35), 95 (69), 55(39), 43 (42.5)
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(Espectro 14), como como CaHasO4 a partir del ion molecular observado en m/z 470, el
cual presenta 60 uma menos que el del producto (26).

Los espectros de RMN y de masas (Tablas § y 6, Espectros 15, 16, 17 y 18) son
muy similares a los de la 21a-acetoximelianona (26). El analisis comparativo de los
mismos permite concluir que el éster acetdlico presente en el producto (26) se
encuentra sustituido por un hemiacetal ciclico en el producto (27) y que por lo tanto su
estructura corresponde a la melianona (27). La diferencia de 60 uma de los iones
moleculares de ambos compuestos y la presencia del fragmento en m/z 409 en e
producto (27) son congruentes con esta propuesta. El fragmentb m/z 409 resulta de |a
pérdida de &cido formico (diagndstico para hemiacetales) y de un metilo a partir del ion
molecular (M-15-46). La generacién del fragmento m/z 409 se ilustra en la Figura 8
(Lavie ef al., 1967). La absorciones observadas en los espectros de RMN son
préacticamente iguales a las del producto (26) y las diferencias més importantes se
observan en las sefiales asociadas con la porcidn hemiacetal evidenciada mediante el
espectro de masas, En la Figura 9. se ilustran comparativamente las diferencias en los
desplazamientos quimicos observados para ambos compuestos.

Es importante destacar que las sefiales asignables al epoxido (C-24 y‘C-25). C-
7y C-21 se encontraban duplicadas en los espectros de RMN de la melianona (27);
esta duplicidad de las sefiales sugiere que el producto natural es una mezcla de
epiméros que difieren tan solc en la configuracion en el centro quiral C-21 (Bevan et

al., 1967; Lavie et a/., 1967 Nakanishi ef al., 1986)
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Figura 8. Fragmentacién caracteristica de la Melianona (27)
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Figura 9. Anlisis comparativo de las absorciones de la cadena lateral

observadas en los espectros de RMN'H Y °C de la Melianona (27)
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La comparacion de los datos espectroscopicos encontrados en este estudio con
los previamente descritos para la melianona (mezcla de dos epiméros) indican que se
trata del mismo producto (27). La melianona (27) se ha aislado en multiples ocasiones
de varias melidceas y en todos los casos se ha obtenido como mezcla epimérica
(Bevan ef al., 1967; Lavie ef al., 1967; Connolly et al., 1979; Nakanishi ef al., 1986;
Guang-Yi ef al., 1988), Tanto en este trabajo como en estudios previos se ha tratado
de
separar la mezcla epimérica por métodos cromatograficos convencionales (ccp, cc,
HPLC) sin resultados satisfactorios (Nakanishi et al., 1986; Guang-Yi ef al., 1988).

Resulta interesante comparar €| hecho de que el melianodiol (28) no se aislé
como una mezcla epimérica, esto puede deberse a que el hidroxilo en C-24 forma un
puente hidrédgeno con el oxigeno heterociclico del hemiacetal para asl anclar el anillo
de cinco miembros en una conformacion tal que el hidroxilo hemiacetélico adople una
disposicién a. en C-21.

Aunque esta explicacién no se ha proporcionado en estudios previos en las dos
ocasiones que el melianodiol (28) ha sido obtenido como producto natural, se ha
aislado el epimeroa exclusivamente.

El tratamiento de la melianona (27) con acido percldrico y dioxano (ver seccién
experimental 3.8.2) permite la obtencién de un producto idéntico en todos sus
aspectos al melianodiol (28) aislado como producto natural en el presente trabajo. Esta
correlacién quimica proporciona una evidencia adicional para la caracterizacién del

melianodiol (28).
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Por Ultimo, la acetilacién de la melianona con anhidrido acético y piridina (ver
seccion experimental 3.8.1) generé una mezcla de dos productos. La separacion del

producto mayoritario mediante ccp permitié la obtencion de un producto idéntico a la

21a-acetoximelianona (26).

4.2,2 Caracterizacién de la gedunina (29), 7-deacetoxi-7-oxo gedunina (30) y 6a.-

_ acetoxigedunina (31)

Los compuestos gedunina (29), 7-deacetoxi-7-oxo gedunina (30) y Go-acetoxi
gedunina (31), presentan el ntcleo base estructural de un triterpenoide del tipo D-seco
(Grupo 3, Tabla 1)'con el anillo D formando una epoxi--lactona. Las constantes
fisicas, espectroscopicas y espectrométricas utilizadas para su caracterizacion se
resumen en las Tablas 9, 10y 11. |

Los espectros en el IR (Espectros 19, 25, 31) para los tres limonoides presentan
como caracterfstlca comun las absorciones asocladas con la presencia de una cetona
o, -insaturada (1670 cm™), un grupo furano (1514 y 820 cm™) y un carbonilo de §-
lactona (1736 cm"); De manera adicional, el espectro de los productos (29) y (31)
presenta bandas de absorcién para carbonilo de acetato en 1708 cm™, Por diltimo, el
del producto (30) presenta una absorcion diagndstica para una cetona en anillo de seis

miembros no conjugada (1706 cm™).
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Tabla 9. Constantes fisicas, espectroscopicas y espectrométricas de la
Gedunina (29)

FM C28H3407
P 482
pr. 218 °C
ol ~ 449 (CHCly)
IR Vmax (KBr) cm™!
(Espectro 19) 3452, 1736, 1708, 1670, 1514, 1288, 1028, 820
EWIE miz (ntrel) | 482 W™ (9)7, 467 [M-15 (1)1, 423 (M"+H 60
(Espectro 20) (2)1, 407 (7), 379 (3), 328 (17), 299 (100), 281

(5), 257 (6), 256 (5), 213 (7), 163 (12), 149 (25),
137 (15), 121 (12), 95 (16), 69 (16), 43 (26)
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Tabla 10. Constantes fisicas, espectroscdpicas y espectrométricas de la

7-deacetoxi-7-oxo gedunina (30)

FM C26H3006
PM 438.51
p-f. 262-265 °C
[oJo 50 (CHCIy)
IR vimax (KBr) cm™1 | 3452, 3044, 1738, 1708, 1670, 1504, 1288,
1030, 818

(Espectro 25)

EM-FAB, miz (intrel) 1439 (M* (2)1, 423 (M-15 (5)1, 395 (5), 368 (4),

(Espectro 26) 368 (4), 316 (23), 315 (100), 297 (7), 256 (),
236 (5), 189 (4), 161 (10), 137 (12), 135 (1), 95
(13), 69 (12), 43 (11)
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Tabla 11. Constantes fisicas, espectroscépicas y espectrométricas de la

6a-acetoxigedunina (31)

FM C3oH3609

PM 540
p.f. 270-273 °C
[@lo +141° (CHCIy)

IR Vimax (KBr) emV 3434, 1746, 1708, 1674, 1502, 1162, 1116,

~ 1096, 1026, 932, 874, 820, 776
(Espectro )

EMIE m/z (int rel)
(Espectro )

540 [M* (3)], 481 [M-59 (2)] 480 [M* -60 (1.5)],
417 [M-123 (10)], 405 (5), 386 (13), 357 (12),
297 (101), 279 (8), 213 (7), 199 (12), 161 (13),
95 (20), 69, 43 (42)
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El especlro de masas del limonoide (29) (Espectro 20) presenta un ién
molecular de 482 uma el cual permite establecer una férmula molecular de CasH307. El
espectro del segundo limonoide (30) (Espectro 26), presenta un i6n molecular de 439
uma [dos unidades de masa menos que el producto (29)] y su férmula se calcula como
C26H30s. Por tltimo, el eséectro de masas del producto (31) presenta un i6n molecular
de 540 [60 uma mas que el producto (29)] que permite una férmula molecular de
CaoHa60s.

Los espectros de RMN (Tablas 12 y 13, Espectros 21, 22, 23, 24, 27, 28, 29, 30,
33, 34, 35 y 36) presentan el perfil tipico de un tetranortriterpenoide del Grupo 3 con
una cetona conjugada en el anillo A, un anillo furano B-sustituido en C-17 y una epoxi-
d-lactona (anillo D) (Baldwin et al., 1967, Bevan et al., 1967; Lavie et al., 1972
Mulholland y Taylor, 1980; Sondengam et al., 1981; Hasegawa ef al., 1989; Neto et al.,
1995; Fuzzati et al., 1996).

En todos casos los especlros de RMN 'H (Espectros 23, 24, 29, 30, 35, 36)
contienen:

1.- El sistema AB correspondiente a los protones vinilicos conjugados con la
funcion cetona en C-3 [84 5.85, d, J= 10 Hz, H-2 y 7.10, d, J= 10 Hz, H-1 en (29); &4
5.92,d, J=9.9Hz, H-2y 7.11,d, J= 10.2 Hz, H-1 en (30) y 84 5.93, d, J= 10 Hz, H-2 y
7.07, d, J= 10 Hz, H-1 en (31)]. Cabe destacar que la presencia en los espectros de
masas (Espectros 20, 26 y 32) de los lres compuestos del fragmento en m/z 121
(Figura 10) es consislente con la ubicacion de la celona conjugada en el anillo A

(Baldwin ibid).
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2.- Las sefiales del anillo furano B-sustituido, los cuales se observan como
singuletes anchos en &y 7.41 (H-21,23) y 6.38 (t, J=1.2, H-22) en (29); &y 7.42 (i,
J=0.9, H-23), 7.41 (1, J=0.3, H-21) y 6.36 (dd, J=1.2, H-22) en (30); &y 7.41 (sq, H-21,
23)y 6.36 (dd, J=1.2, H-22) en (31) (Bevan et al., 1967).

3.- La seflal para el hidrégeno base de la funcién oxigenada de la §-lactona (H-
17). Esta sefial se observa como un singulete en el rango de 8y 5.47 - 5.6,

4.- Un singulete en el rango de 3y 3.94 - 3.55, asignable a la funcién epoxlidica
ubicada entre C-14 y C-15.

6.- Cinco singuletes asignables a metilos unidos a centros cuaternarios (ver
Tablas 12y 13).

Los espectros de RMN °C (Tabla 13) confirman la presencia de los grupos
funcionales evidenciados mediante la RMN'H.

La gedunina (29), ademas de las sefales anles mencionadas, presenta las
relacionadas con la presencia de un éster de acetato. En el caso de la RMN'H (Tabla
12) el metilo del acetato se observa como un singulete en 4 2.10 y el hidrégeno base
del
éster ée encuentra como un singulete ancho en 8y 4.56. En el espectro de RMN °C
RMN'H (Tabla 13) las sefiales correspondientes se observan en §¢ 21.1 y 731,
respectivamente, y el carbonilo de acelato aparece en §c 169.8. La presencia en el
espectro de masas del fragmento m/z 149 es consislente con la ubicacién del grupo

acetato en C-7 y la estereoquimica « del mismo se eslablece con base en la
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apariencia como singulete ancho del hidrégeno base del éster. Si la esteroquimica
hubiera sido § la sefial se observarfa como un doble de doble (Baldwin ibid).

En el caso de la 7-deacetoxi-7-oxogedunina (30) los espectros de RMN (Tabla
12 y 13) no presentan las sefales asociadas con el éster. En su lugar el espectro de
RMN C (Espectro 27) muestra la absorcién caracteristica para una cetona no
conjugada en §¢ 203.7.

Por ultimo, los espectros de la 6u-acetoxigedunina (31) presentan sefales para
dos esteres ‘de acetato, uno més que en el caso ds la gedunina (29). Las sefiales para
los grupos acetato se observan en 6y 2.14 y 2.02 en el espectro de RMN'H y en &¢
169.98 y 170.06 en el espectro de RMN'C. Por otro lado, los hidrégenos base del
| estér se observan en &y 5.30 (dd, J=12.4, 2.4, H-6) y 4.89 (d, J=2.4, H-?) mismos que
correlacionan en el espectro HETCOR (Espectro 36) con los oximetinos en 8¢ 69.98 y
72.69, respectivamente.

La interaccién observada entre los hidrdgenos base de los ésteres en el
espectro COSY (Figura 11) permite establecer la relacion vecinal de los mismos. Por
otro lado, la correlacidn entre H5yla sefial asignable al hidrégeno geminal a una de las
funciones acetoxi permite concluir que los grupos acetoxi se encuentran ubicados en
C6yC-7.

El patron de acoplamiento (dd, J=12.4, 2.4 Hz) observado para H-6 permite
proponer que la estereoquimica del grupo acetoxi en C-6 es a. La constante de
acoplamiento de 12.4 Hz se debe a la interaccion trans-diaxial entre H6 y H-5 y la

constante de acoplamiento de 2.4 Hz se debe a la interaccién ecuatorial-axial entre H-
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6 y H-7 (Neto ibid). Asl mismo, por analogia con la gedunina (29) la estereoquimica del
acetoxi en C-7 se establece como o debido a la apariencia de la sefial como un
singulete.

Con base al anélisis anterior las estructuras de los productos (29), (y (31),
corresponden a la gedunina, la 7-deacetoxi-7-0x0 gedunina y la 6c~-acetoxi gedunina,
respectivamente. Las constantes espectroscopicas se encuentran en parfecta armonia

con las previamente descritas para estos metabolitos, mismos que se han aislado en

‘varias ocasiones de otras especies de la familia Meliaceae (Taylor et al., 1984;

Champagne et al., 1992),

En el caso de 7-deacetoxi-7-0xo gedunina (30) y Ié Bo-acetoxi gedunina (31) la
determinacion inequivoca de la estructura se realizé mediante un analisis de difraccién
de rayos X.

~ Los parémetros de longitudes de enlace 'y éngulos de enlace se enlistan en Io’s
apéndices 1 y 2. Una vista estereoscdpica de las estrUcturas de los product.os
naturales (30) y (31) se muestran en las Figuras 12y 13, respectivamente.‘

Cabe destacar que 'este trabajo constituye la primera descripcién de andlisis de

rayos X de derivados de la gedunina,
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4.2.3 Caracterizaclon del p-lupeol (32) y acetato de p-lupeol (33)

Sucesivas cromatograffas preparativas en capa delgada de gel de silice de la
fraccion activa CliI-3 (Cuadro 8, Seccién experimetal 3.3.6), condujeron al aislamiento
de dos productos, uno de ellos bajo la forma de un sélido cristalino amorfo de color
blanco (9.3 mg) y el ofro como un polvo blanco (27 mg), los cuales fueron identificados
como el B-lupeo! y el acetato de B-lupeol, respectivamente. Ambos compuestos se
caracterizaron por comparacion mediante cromatografia en capa fina con muestras

auténticas.
Cabe sefalar que sus constantes espectroscopicas y especirométricas se
encuentran en armonfa con las descritas previamente para estos compuesto.

(Budzikiewickz et al.,1964; Mahata y Kundu, 1994; Rojas, 1996; Trejo y Rivero,,1996).

4.2.4 Caracterizacién del §-D-glucositosterol (34)

De la fraccion C-VII de la columna primaria (Cuadro §) precipilaron
espontdneamente 153.2 mg de un sdlido cristalino de color blanco. El compuesto se
caracteriza como el p-D-glucosilosterol (34) por comparacién con una muestra

auténtica (Trejo y Rivero, 1996).
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4.3 Actividades biologicas de los constituyentes puros aislados de Guarea

grandifolia

De acuerdo con el disefio experimental planteado en esta investigacion, se
realizaron una serie de ensayos biolégicos, cuya finalidad fué la determinacion del
potencial herbicida e insecticida de los compuestos aislados de G. grandifola. En
primer lugar se discutiran las evaluaciones relacionadas con la evaluacion del
efecto de los metabolitos secundarios sobre el crecimiento radicular de Amaranthus
hypochondriacus y Echinochloa crusgalli. Los compuestos evaluados se obtuvieron
de fracciones fitotoxicas e incluyeron los siguientes; 21a-acetoxi melianona (26),
melianona (27), melianodiol (28), gedunina (29), 7-deacetoxi-7-oxogedunina (30) y

6o acetoxigedunina (31).

En todos los casos el rango de concentracion utilizado para las evaluaciones
fué de 5 a 1000 pg/ml. Los resultados de las evaluaciones conducidas con los
prbductos antes sefialados se indican en la Tabla 16 y en las Gréaficas 2, 3, 4 y 5.
Los resultados se encuentran expresados como porcentajes de inhibicion del
crecimiento radicular de las especies de prueba. De acuerdo a los resultados los
constituyentes mas activos fueron el melianodiol (28) y la 21a-acetoximelianona

(26).
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Tabla 16. Efecto de los compuestos puros aislados de G. grandifolia sobre la

inhibicion y el crecimiento radicular de Amaranthus hypochondriacus y Echinochloa

crusgalli.
Amaranthus Echinochloa crusgalli
hypochondriacus
Concentracion |Crecimiento | Inhibicidn | Crecimiento || Inhibicidn
(ppm) (mm)’ (%)" (mm)° (%)"
21u~-acetoximelianona
Ctri blanco® 8.25+1.25 2775 +
275
Ctrl positivo’ 100 0 100 0 100
1000 3.78 + 1.37 | 45.90° 14.74 + 53.15°
463
250 216 +0.98| 26.22° 13.51 + 48.71°
6.03
50 175+1.121 21.31° 11.38 + 41.02°
6.15
- 5 1.28+090| 1557° [626+526| 22.56°
! Melianona
P Ctrl blanco” 8.25 27.75
i Ctrl positivo® 100 0 100 0 100
1000 7.25 12.12° 24,75 10.81°
; 250 11.0 +33.33° 28.5 +27°
‘ 50 11.0 +33,33°¢ 33 +18.91°
5 17.5 +42,42° 28.5 +1.8°
Melianodiol
Ctrl blanco® 4,02 11.92
Ctrl positivo® 100 0 100 0 100
1000 3.84 86.6° 7.156 60.0°
250 2,07 48.5° 9.056 24.07°¢
50 237 41,04° 10.65 11.49°
5 2,92 27.36° 17.87 +49.74°
aCada valor representa el promedio de cuatro réplicas (+DE); 20 pléntulas cada una. BPorcentajes

expresados en relaclon al crecimiento del control blanco, €P < 0.05 (ANOVA). 4Como control blanco se emplea
agua destileda. €Como control positivo se emplea el 2,4-D.
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Tabla 16. Efecto de los compuestos puros aislados de G. grandifolia sobre la
inhibicién y el crecimiento radicular de Amaranthus hypochondriacus y Echinochloa

crusgalli. (continuacion)

Amaranthus Echinochloa crusgalll
hypochondriacus
Concentracion | Crecimiento || Inhibicidn | Crecimiento | Inhibicion
(ppm) _ (mm)* (%)" (mm)* (%)°
Gedunina
Ctrl blanco® 8.32 + 28.1 +12.05
Ctrl positivo® 100 0 100 0 100
1000 53+ 36.22° - [20.96 + 2.16| 25.40°
250 9.3 + +11,89° 2517 +6.47| 1042°
50 13.77+ | +65.50° [31.53+2.97| +12.20°
5 15.36 + +84.61° 130.66 +4.33| +9.11°
6a-acetoxigedunina
Ctrl blanco® 9,25+ 1.70 25.25 +2.14
Ctrl positivo® 100 0 100 0 100

1000 75+129 | 18.91° 23 +1.63 8.91°
250 9.26+1.70 0 255+264 | +0.99°

50 9.5+0.57 +2.7° 125.75+287| +1.98¢
5 95+1.73 +2.7° 25.5+3.10 0°
7-deacetoxi-7-oxogedunina
Ctrl blanco® 7.25+0.95 -1 26.0+2.70
Ctrl positivo® 100 0 100 0 100

1000 6.25+125| 1535° |20.75+3.86| 20.19°
250 275+1.70 | 25.98° | 19.0+4.54 | 26.92°
50 55+129 [ 2854° [2125+4.03 1826°
5 45+129 | 2657° [ 215+264 | 17.3°

aCada valor representa el promedio de cuatro réplicas (+DE); 20 plantulas cada una. PPorcentajes
expresados en relacién al crecimiento del control blanco. CP < 0.05 (ANOVA). dComo control blanco se emplea
agua destilada. €Como control positivo se emplea el 2,4-D.
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Grafica 2. Efecto de la 21w«-acetoximelianona (26) y sus derivados sobre el crecimiento
radicular de Amaranthus hypochondriacus.
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Gréfica 3. Efecto de |la 21u-acetoximelianona (26) y sus derivados sobre el crecimiento
radicular de Echinochloa crusgalli.
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Grafica 4. Efecto de la gedunina (29) y sus derivados sobre el crecimiento radicular de
Amaranthus hypochondriacus
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Grafica 5. Efecto de la gedunina (29) y sus derivados sobre el crecimiento radicular de
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El melianodiol (28) inhibe de manera significativa el crecimiento radicular de
las dos semillas de prueba, aunque la especie mas sensible fué A.hypochondriacus.
El efecto inhibidor en este caso fué dependiente de la concentracion encontrandose
que a 50.0 mg/ml la inhibicion es de 41.04 % y a 1000 pg/ml la inhibicién es de 86.0
%. Este efecto es comparable al demostrado por el herbicida comercial 2,4-D a 100
ng/ml.

Con relaciéon a la especie E. crusgalli se observa que a 5.0 pg/ml el
compuesto induce -el crecimiento radicular, sin embargo, a mayores
concentraciones el efecto es inhibitorio, econtrandose que a 1000 pg/ml la inhibicién
es del 60 %.

La 21a-acetoximelianona (26) inhibié en mayor grado el crecimiento de E.
crusgalli a las concentraciones de 50, 250 y 1000 pg/ml. En este caso tambien es
dependiente de la concentracion.

La melianona (27) a diferecia de los otros protolimonoides no afecto
significativamgnte el crecimiento radicular de las dos especies de prueba a las
concentraciones ensayadés.

En general los derivados de la gedunina (29) (Tabla 15, Graficas 4 y 5) no
demostraron un efecto inhibidor del crecimiento radicular apreciable. A bajas
concentraciones (5 y 50 pg/ml) la gedunina (29) y la 6o-acetoxigedunina (31)

estimulan el crecimineto radicular de ambas especies de prueba.
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Resultaclos y Discusion

Previamente Segura-Correa (1993) y colaboradores demostraron que las
humilinolidas A y C (limonoides del grupo 5 ) inhiben el crecmineto radicular de
estas mismas especies de prueba. El efecto inducido por estos limonoides es
comparable al demostrado por los protolimonoides melianodiol (28) y la 21a-
acetoximelianona (26) en el presente estudio.

El potencial insecticida de algunos de los metabolitos aislados de G.
grandifolia se determiné mediante la evaluacion del efecto de los mismos sobre el
desarrollo de las larvas del gusano barrenador del maiz Ostrinia nubilalis. Los
experimentos se iniciaron con larvas necnatas del insecto de prueba, el peso de las
larvas se determiné en diferentes etapas (9, 13, 17, 21 y 23 dias) del desarrollo de
las mismas. Los compuestos evaluados [21a-acetoximeliancna (26), melianona
(27), melianodiol (28) y 6a-acetoxigedunina (31)] se incorporaron a la dieta artificial
de las larvas a dos concentraciones diferentes (5 y 50 ;lglml). En general todos los
compuestos evaluados a 50 pg/ml disminuyeron el desarrollo de las larvas de
manera significativa, Como se desprende de los resultados ilustrados en la Tabla
17 y la Grafica 6, la 21a-acetoximelianona (26) y‘lia melianona (27) fueron los
compuestos mas activos inhibiendo el crecimiento de las larvas con un grado de
desarrollo de 23 dias en un 45.40 y 36.0 %, respectivamente.

El melianodiol (28) y la 6a-acetoxigedunina (31) también inhiben de manera
significativa; aunque en menor grado, el desarrollo de las larvas de Ostrinia

nubilalis.
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Resultacos y Discusiion

Tabla 17. Efecto de los limonoides y protolimonoides de G. grandifolia sobre el

peso maximo de las larvas de O. nubilalis con un grado de desarrollo de 23 dias.

Peso maximo de las larvas (mg)

COMPUESTO 5 ppm 50 ppm
Control 82.90 + 22.18 82.90 +22.18
21u-acetoximelianona (26) 96.26" + 28.47 45.25" +23.32
Melianona (27) 80.76%+ 36.52 53.05"+ 22.31
Melianodiol (28) 83.94*+ 23.49 68.46* + 20.36
Ba-acetoxigedunina (31) 85.15%+ 26.44 69.88* + 27.62

* P<0.05

A 5 pg/ml ninguno de los compuestos afectd de manera significativa (con
relacion al control) el desarrollo de las larvas (Jiménez et al., 1996). La disminucion
del desarrollo larvario inducido por los compuestos aislados de G. grandifolia es
comparable al previamente demostrado por otros compuestos de naturaleza

limonoide (Arnason et al., 1987 y 1993).

Previamente la melianona (27) habla demostrado una actividad fago
inhibidora en contra del insecto Epilachna varivestris (Champagne et al., 1992,
Arnason ef al., 1987 y 1993) sin embargo, su efecto sobre el desarrollo de Ostrinia

nubilalis no ha sido descrito.
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Resultadas y Discusion

Por Gltimo, cabe destacar que los otros dos limonoides [gedunina (29) y 7-
deacetoxi-7-oxogedunina (31)] aislados en el presente estudio no fueron evaluados
ya que previamente se ha demostrado su actividad fogoinhibidora e inhibidora del

crecimiento de varios insectos, incluyendo el gusano barrenador del malz

(Champagne et al., 1992).

Grafica 6. Efecto de los limonoides y protolimonoides de G. grandifolia sobre el

peso méximo de las larvas de O. nubilalis con un grado de desarrollo de 23 dias.
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Resumen y Conclusiones

RESUMEN Y CONCLUSIONES

1.- En el presente estudio se demostrd el potencial insecticida de los extractos
de la corteza y la semila de G. grandifolia mediante la evaluacion del efecto sobre el
desarrollo de las larvas del gusano barrenador del maiz (Ostrinia nubilalis Hibner). De
manera adicional, se investigd el potencial herbicida de la especie a través de la
determinacion del efecto de los extractos derivados de las diferentes partes vegetales

sobre el crecimiento radicular de Amaranthus hypochondriacus y Echinochloa crusgalli.

2.- El fraccionamiento biodirigido del extracto organico activo de la testa de la
semillas (extracto CHCl,-hex 1:1), utilizando un ensayo bioautografico para monitorear
la actividad fitotoxica, permiti6 el aislamiento y caracterizacion de tres protolimonoides
[21a-aceto$<ime|ianona (26), melianona (27) y melianodiol (28)] y tres limonoides
[gedunina (29), 7-deacetoxi-7-oxogedunina (30), 6a-acetoxigedunina (31)]. El
protolimonoide 210-acetoximelianona (26) constituye un nuevo producto natural. Asi
mismo el estudio fitoquimico convencional del extracto (CHCIl;-MeOH 1:1) de la corteza
permiti6 el aislamiento y caracterizacién de un dos triterpenoides [p-lupeol (32) y
acetato de f-lupeol (33)], un esterol [3-D-glucositosterol (34)], un limonoide (29) y dos
protolimonoides (27) y (28), estos Ultimos compuestos aislados también de la testa de

las semillas.
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Rexumen y Conelusiones

En general la caracterizacion de los productos naturales se realizo por métodos
quimicos y espectroscopicos, En el caso de la 7-deacetoxi-7-oxogedunina (30) y la 6a-
acetoxigedunina (31) la determinacién inequivoca de su estructura se realiz6 mediante
un analisis de difraccion de Rayos X.

3.- Se determind el efecto regulador del crecimiento vegetal de los productos
naturales aislados del extracto fitotdxico encontrandose que los protolimonoides
melianodiol (28) y 21w-acetoximelianona (26) inhiben de manera significativa el
crecimiento radicular de A. hypochondriacus y E. crusgalli. A pesar de que el extracto
de la corteza contiene también los principios fitotoxicos detectados en la semilla el
efecto estimulante inicial demostrado por el extracto puede deberse a la presencia de
otras sustancias que antagonicen el efecto inhibidor demostrados por la 21a-
acetoximeilanona (26) y la melianona (27).

4.- Los protolimonoides 21a-acetoximelianona (26) y melianona (27) muestran
un importante efecto inhibidor del crecimiento de las larvas del gusano barrenador del
maiz, A 50 pug/ml estos productos reducen el peso maximo de las larvas del insecto de
prueba en un 45.5 y 36 % respectivamente, en relacion al control. Por otra parte el
melianodiol (28) y la 6u-acetoxigedunina (31) modifican el crecimiento de las larvas de
prueba, observandose también una reduccion significativa del peso promedio de las
mismas.

5. La especie Guarea grandifolia constituye una fuente potencial de compuestos

con propiedades insecticidas y reguladoras del crecimiento vegetal.
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