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Resumen

Bajo la premisa de la posible participacion del grupo hidroximetileno con orientacion
ecuatorial sobre el carbono C4 y sus formas oxidadas carboximetilester y acido carboxilico en la
actividad antialimentaria de derivados del kaurenol, se estudiaron los efectos de fagodepresion
causada por el acido ent-kaurénico aislado de Baccharis trinervis y de cinco derivados esterifi-
cados y de los productos reducidos en C4 sobre dos especies de coledpteros, Sitophilus oryzaey
Tribolium castaneum que afectan severamente varios cereales almacenados y sus harinas en
todo el mundo. El esqueleto ent-kaurano fue derivatizado por métodos sintéticos en las posicio-
nes C15, C16, C17 y C19 a partir del kaurenol obtenido de Espeletia semiglobulata, o del acido
15a-acetoxi-(-)-kaur-16-en19-6ico y de 15¢, 19a-dihidroxi-(-)-kaur-16-eno. A pesar de los efec-
tos de fagoinhibicion observados en larvas de Spodoptera littoralis y S. frugiperda en trabajos
anteriores, no se detecto6 actividad sobre los cole6pteros mencionados en los ensayos de alimen-
tacion de una via, aunque si hubo una fagodepresion moderada causada por el acido ent-kau-
réntico en el ensayo de dos vias.

Palabras clave: Acido ent-kaurénico; actividad antialimentaria; Baccharis trinervis;

Espeletia semiglobulata; kaurenol; Sitophilus oryzae; Tribolium
castaneum.

Anti-feeding activity on Triboliyum castaneum and
Sitophilus oryzae of some derivatives of ent-Kaurene

Abstract

It was of interest to determine the possible role of the equatorial hydroxymethylene group
on C4 and its oxidized forms carboxymethyl ester and carboxylic acid of some kaurenol derivati-
ves, on the phagoinhibition activity of these compounds. These effects were measured against
Sitophilus oryzae and Tribolium castaneum, two worldwide stored grain coleopteran pests,
using ent-kaurenic acid isolated from Baccharis trinervis, and five of its ester derivatives and
C4-carbinols. Ent-kaurenic acid was chemically derivatized in carbons C15, C16, C17 and C19
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using kaurenol from Espeletia semiglobulata, or 15a-acetoxy-(-)-kaur-16-en19-oic acid and
15¢a, 19a-dihydroxy-(-)-kaur-16-ene. In spite of the phagoinhibitory effects detected earlier in
larvae of Spodoptera littoralis and S. frugiperda, there was no such activity against the above co-
leopterans in one way feeding assays, except for a moderate phagodepression by ent-kaurenic

acid in two way assays.

Key words: Anti-feedant effects; Baccharis trinervis; ent-kaurenic acid; Espeletia
semiglobulata; kaurenol; Sitophilus oryzae; Tribolium castaneum.

Introduccion

La actividad antialimentaria de algu-
nos derivados del linearol (Figura 1) ante
larvas de Spodophera littoralis ha sido eva-
luada por Bruno et al. (1). Igualmente se ha
descrito la potente actividad antialimentaria
del sideroxol (2), diterpeno tipo ent-kaurano
aislado de Sideritis akmanii y S. rubiflora,
ante Spodophera frugiperda (2). El linearol
es un derivado del ent-kaureno que posee
doble enlace exociclico A16, dos grupos hi-
droxilo 3a, 76 y un tercer grupo hidroxilo
primario acetilado sobre C-18. El kaurenol
(3a) es un alcohol diterpénico que se en-
cuentra en la resina de todas las especies de
frailejon que han sido examinadas fitoqui-
micamente. Solamente posee un grupo hi-
droxilo sobre el carbono C-19, carbono que
tiene orientacion a axial. Por consiguiente
una diferencia importante entre el kaurenol
y el linearol es que el hidroxilo primario de
este ultimo esta ubicado sobre C-18, carbo-
no que tiene orientacion ecuatorial.

En el estudio realizado por Bruno et al.
(1) se concluye que aquellos derivados del li-
nearol que poseen un grupo ceténico o un
grupo epoxidico, tienen actividad antiali-
mentaria importante. Al cambiar los grupos
acilo sobre los hidroxilos en C-3, C-7y C-18,
se altera la actividad antialimentaria pero
sin mostrar una tendencia definida.

El objetivo de este trabajo es ensayar la
actividad antialimentaria ante Tribolium
castaneumy Sitophilus oryzae, dos insectos
que se alimentan de granos comerciales al-
macenados como arroz, trigo y maiz o sus
harinas y algunos productos procesados, de
cuatro derivados del kaurenol: 19«a-hidroxi-

-16,17-epoxi-(-)-kaurano (4a), 19«a-acetoxi-
16,17-epoxi-(-)-kaurano (4b), 15¢,19a-dihi-
droxi-(-)-kaureno (5), 15«,19¢-dihidroxi-
16,17epoxi-(-)-kaurano(6); del acido kauré-
nico (7) y de dos de sus derivados: el éster
metilico del acido 15¢-hidroxi-(-)-kaur-16-
-en-19-6ico (8) y el éster metilico del acido
15-ceto-(-)-kaur-16.-en-19-6ico (9). Interesa
saber si la presencia de un hidroxilo prima-
rio ecuatorial sobre C-4 del esqueleto kauré-
nico es imprescindible para que un com-
puesto posea actividad antialimentaria so-
bre estos insectos. Con este proposito se uti-
lizaron compuestos que ademas poseen un
grupo epoxido 6 un grupo cetonico.

Elcompuesto 7 se aislé de Baccharis tri-
nervis mientras que los compuestos 4a y 4b
se obtuvieron a partir de kaurenol aislado de
la fraccion neutra de la resina de Espeletia
semiglobulata. Los compuestos 6, 8 y 9 se
obtuvieron a partir de la fraccion acida de la
resina de la Espeletia schultzii, tal como se
describe en materiales y métodos.

Materiales y Métodos

Procedimientos generales

Los puntos de fusion se midieron en un
equipo Fisher Johns y no estan corregidos.
Las rotaciones especificas se midieron en un
electropolarimetro Rudolph Research mode-
lo Autopol III utilizando la linea D del sodio,
la concentracion c, esta dada en g/100 mL.
Los espectros IR se midieron en un espectro-
metro Perkin-Elmer FT-1720X como com-
primidos de KBr. Los experimentos de reso-
nancia magnética nuclear se realizaron en
un espectrometro Broker Avance DRX-400.
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Figura 1. Estructura molecular de varios derivados del ent-kaureno que se discuten en este trabajo.

Los espectros de masas se obtuvieron en un
equipo GC-MS Hewlett-Packard modelo
5973 a 70 eV, utilizando una columna capi-
lar de 5% de fenil-metil-polixiloxano de 30
metros de largo, 0,25 mm de diametroy 0,25
um de espesor de fase estacionaria. Para
cromatografia en capa fina se uso placas
Merck 60 F254 y como solvente mezclas de
C,H,,: AcOEt. Las columnas para cromato-
grafia flash se empacaron con gel de silice
Merck 60 H y se eluyeron con C.H,, y mez-
clas de C,H,,:AcOEt 6 C.H,,:CO(CH,),.

Obtencién de kaurenol (3a)

Se recolect6 30 kg de hojas de Espeletia
semiglobulata (3, 4) en el paramo de Piedras
Blancas en el mes de marzo de 2003. Este
material se seco y se molio obteniéndose 8
Kg de material seco y molido que se extrajo
en cinco porciones de 1,6 Kg con hexano téc-
nico a temperatura ambiente sobre una co-
lumna de vidriode 1,5mdelargoy 11 cmde
diametro. Evaporacion del solvente produjo
230 g de extracto que se redisolvio en tres li-

“COOCH;

“COOCH;

9

tros de hexano y se agité con solucion 0,5
molar de hidréxido de sodio hasta lograr ex-
tractos acuosos que no produjeran turbidez
al agregar HCI diluido hasta pH 3,0. El ex-
tracto hexanico asi liberado de compuestos
acidos se trato sobre una columna de gel de
silice y se eluy6 con hexano y mezclas hexa-
no-acetato de etilo. Las fracciones se inspec-
cionaron mediante cromatografia en capa
fina y aquellas que contenian kaurenol se re-
unieron y volvieron a cromatografiar sobre
una nueva columna de gel de silice. Mues-
tras de fracciones de kaurenol, puro en TLC,
se analizaron mediante cromatografia de ga-
ses acoplada a espectrometria de masas
(GC-MS) observandose que todavia conte-
nian hasta un 5% de 16 «¢-hidroxi-kauranoy
ruilopeziol, razén por la cual se purificaron
mediante cromatografia flash. Finalmente
se obtuvo 3,5 g de kaurenol puro, pf 142-
144°C (Lit 140-141°, 5), segun pudo com-
probarse mediante un analisis GC-MS, ob-
servandose un solo pico a 3,95 minutos so-
bre una columna HP5-MS de 30 metros de
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largoy 0,25 mm de diametro a 250°C con un
flujo de Helio de 0,9 mL / minuto. IR (KBr,
cm-1) v, 3398, 3067, 1656, 1025, 876; M’
288 (26%), 273 (M'- 15, 23%), 257 (100%),
207 (24%). 'H NMR (CDCl,, 400 MHz, Ta-
bla 1); 13C NMR (CDCI,, 100 MHz, Tabla 2).

19¢-acetoxi-(-)-kaur-16-eno (3b)

Se disolvio 200 mg de 3a en 5 mL de pi-
ridina y se agrego6 5 mL de anhidrido acético.
Se dejo reaccionar a temperatura ambiente
toda la noche y a la manana siguiente se
agrego agua helada y se extrajo con dicloro-
metano. La fase organica se lavé varias ve-
ces con agua destilada, se sec6 sobre sulfato
de sodio anhidro y se llevo a sequedad en el
rotavapor. Se agrego al residuo 5 mL de to-
lueno y se llevo a sequedad en el rotavapor.
Se repiti6 la adicion y evaporacion del tolue-
no hasta eliminar el olor a piridina. Final-
mente se purifico el producto sobre una co-
lumna de gel de silice (5 g). Se eluy6 con n-
hexano y se obtuvo 165 mg de acetato de
kaurenol, p.f. 114-115°C.; [a],”* - 59° (c
1,228 ; CHCL); (IR (KBr, cm’) v 3062,
1747, 1247; M" 330 (74,0%), 315 (M"-CH,,
31%), 287 (M- COCH,, 20,0%), 273 (M'-
CH,0COCH,, 100%), 271 (M- OCOCH,,
47%), 227 (72%); '"H NMR (CDCl,, 400 MHz,
Tabla 1); °C NMR (CDCl,, 100 MHz, Tabla 2).

19¢-hidroxi-16,17-epoxi-(-)-kaurano (4a)

Se disolvié 250 mg (0,87 mmol) de 3a
en 10 mL de acetona p.a. y se hizo reaccio-
nar durante una hora a temperatura am-
biente con 40 mmoles de dimetiloxirano, ob-
tenido segun Adam et al. (6), disuelto en 10
mL de acetona. Se obtuvo 242 mg de 4a que
cristaliz6 de acetona, p.f. 164-165°C; [a],”
-67,2% (c 0,744; CHCL); M" 304 (C,H.,0,,
0.5%), 289 (M"-CH,, 2%), 273 (M- CH,OH,
100%), 255 (8%), 207 (13%), 123 (23%), 'H
NMR (CDCL,, 400 MHz, Tabla 1); “C NMR
(CDCI,, 100 MHz, Tabla 2).

19¢-acetoxi-16,17-epoxi-(-)-kaurano (4b)

Se disolvié 60 mg de 4a (0,17 mmol) en
10 mL de acetona p.a. y se hizo reaccionar

durante una hora a temperatura ambiente
con 5 mmoles de dimetiloxirano, obtenido se-
gun Adam et al. (6) disuelto en 5 mL de aceto-
na. Se obtuvo 55 mg de 4b que cristaliz6 de
acetona con pf 159°C M" 346 ((C,H,,0,, 2%),
331 (2%), 288 (18%), 286 (25%), 273 (100%),
255 (12%), (46%), 109;'H NMR (CDCIL,, 400
MHz, Tabla 1); °C NMR (CDCL,, 100 MHz, Ta-
bla 2).

(-)-kaur-16-en-15¢,19¢-diol (5)

El compuesto 5 se obtuvo mediante
metilacion del acido 15a-acetoxi-(-)-kaur-
-16-en19-6ico con diazometano y posterior
reduccion con H,LiAl. La reaccion del éster
del grupo acido en C-19 con H4LiAl conduce
a la formacion de un alcohol primario en di-
cha posicion, en tanto que simultaneamente
el grupo éster acetato es reducido a un grupo
15a¢-OH. El acido 15«¢-acetoxi-(-)-kaur-16-
-en19-6ico se obtuvo de la resina de Espele-
tia schultzii. Dicha resina es producida
cuando la E. schultzii es atacada por una po-
lilla de especie todavia no determinada. La
fraccion acida de esta resina contiene como
componente mayoritario acido grandifloré-
nico (7) y como segundo componente mas
abundante el acido 15«-acetoxi-(-)-kaur-16-
-en19-6ico, denominado acido grandifloroli-
co por Piozzi et al. (8), que lo aislaron de la
Espeletia grandiflora, frailejon nativo de Co-
lombia. Se disolvi6 1.5 g de acido 15a-acet-
oxi-(-)-kaur-16-en19-6ico metilado en 50
mL de éter dietilico anhidro y se le agrego
gota a gota una suspension de H,LiAl en éter
anhidro bajo agitacion continua a tempera-
tura ambiente. Se estimo el progreso de la
reaccion mediante TLC. Cuando se observo
que se habia agotado el éster metilico del aci-
do 15a-acetoxi-(-)-kaur-16-en19-6ico, se
agregd agua para hidrolizar el exceso de
H,LiAly se filtr6 la solucion etérea que conte-
nia el di-alcohol 5 a través de una pequena
columna que contenia 10 g de gel de silice.
Se eluy6 la columna repetidas veces con éter
a fin de garantizar la recuperacion total de 5
(1.08 g), que cristalizé de hexano, p.f. 156-
157°C; [a],” - 46,6° (c 0,558; CHCL,); IR (KBr,
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Tabla 1
Desplazamientos quimicos de 'H del kaurenol (3a), acetato de kaurenol (3b),
19a-hidroxi-16,17-epoxi-(-)-kaurano (4a), 19a-acetoxi-16,17-epoxi- (-)-kaurano (4b),
15a,19a-dihidroxi-(-)-kaureno (5), 15a,19a-dihidroxi-16,17-epoxi-(-)-kaurano (6), éster metilico del
acido 15a- hidroxi-(-)-kaur-16-en-19-6ico (8) y éster metilico del acido 15-ceto-(-)-kaur-16.-en-19-6ico

H 3a 3b 4a 4b 5 6 8 9
1# 0,76 dt 0,77 dt 0,78 dt 0,75 dt 0,78 dt 0,80 dt 0,85 m 0,78dt
J=4,14 Hz J=4,14Hz J=4,14Hz J=4,12Hz J=4,14Hz J=4,14Hz J=4,14Hz
1b 1,84 td 1,85 m 1,85m 1,84 m 1,88 m 1,82 m 1,80 m 1,84 m
J=2;14Hz
2a 1,55 m 1,44 m 1,54 m 1,54 m 1,52 m 1,30 m 1,45m 1,45 m
2b 1,62 m 1,56 m 1,60 m 1,60 m 1,54 m 1,70 m 1,39 m 1,40 m
3a 1,74 td 1,67 m 1,79 m 1,87 m 1,86 m na 2,14 m 2,12 m
J=3;2Hz
3b 0,93 m 1,01 sa 0,91 m na 1,97 m 1,94 m na 1.0m
5 0,92 dd 0,96 dd 0,94 m 0,97 m 0,91 m 0,91 m 1.0m 1,22 m
J=2;10Hz J=3;9Hz
6a 1,60 m 1,60 m 1,68 m 1,60 m 1,68 m 1,63 m 1,44 m 1,44m
6b 1,65 m 1,66 m 1,70 m 1,70 m 1,70 m na 1,78 m 1,80 m
7a 1,45 m 1,64 m 1,52 m 1,47 m 1,42 m na na 1,78 m
7b 1,48 m 1,47 m 1,64 m 1,22 m na na na 1,32 m
9 1,02 d 1,08 d 1,06 m 1,04 dd 1,04 m 1,10 m 1.06 m 1,17m
J=2 Hz J=5,6 Hz J=4;8 Hz
11a 1.35m 1,37 m 1,44 m na na 1,43 m na na
11b 1,51 m 1,45 m 1,54 m na 1,54 m 1,60 m 1.65 m 1,65 m
12a 1,48 m 1,47 m 1,47 m 1,49 m 1,64 m na na na
12b 1,10 m 1,09 m 1,50 m na 1,70 m na na 1,63 m

13 2,63 s.a. 2,63 s.a. 1,78 s.a. 1,79s.a. 2,73 s.a. 1.77 s.a. 2,78 s.a.  3,02s.a.
14a 1,92 dd 1,94 dd 2,00 dd 2,04 dd 2,02 dd 2,02 dd 2,18d 2,37d
J=2;11Hz J=2;11Hz J=2;11Hz J=2;11Hz J=2;12Hz J=2;12Hz H=12Hz J=119Hz

14b 1,06 m 1,12 m 1,45 m 1,41 m 1,85 m na n.a. 1,38 m
15a 2,06 m 2,04 m 1,62 m 1,59 m 3,80 s.a. 3,42 s.a. 380s  —mmmee-
15b 2,06 m 2,04 m 1,70 m 1,6m -

17a 473 s 4,73 s 2,76d 2,79d 5,06 s 2.81d 5,09 s 522s
J=5Hz J=5Hz J=1.4Hz

17b 478 s 4,78 s 2,85d 2,87d 530s 321d 524 591s
J=5Hz J=5Hz J=1,4 Hz

18 0,98 s 0,94 s 0,94 s 0,94 s 0,97 s 0,97 s 0,98 s 0,99 s

19a 3,44d 3,87d 344d 3,80d 3,44d 348d - e
J=11 Hz J=11 Hz J=11 Hz J=11 Hz J=11 Hz J=11 Hz

19b 3,74d 422d 3,74d 428d 3,73d 3,73d - e
J=11Hz J=11Hz J=11Hz J=11 Hz J=11Hz J=11 Hz

20 1,00 s 1,03 s 1,01s 1,04 s 1,01s 1,06 s 1,22's 1,22's

OCH; W - eeeee e e e e 3,70 s 3,70 s

COOCH; oo 2045  ceeee- 2,03 e e eeeee s

n.a.=no asignado; s.a.=singulete ancho.
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Tabla 2
Desplazamientos quimicos de °C del kaurenol (3a), acetato de kaurenol (3b),
19a-hidroxi-16,17-epoxi-(-)-kaurano (4a), 19a-acetoxi-16,17-epoxi-(-)-kaurano (4b),
15a,19a-dihidroxi-(-)-kaureno (5), 15a,19a-dihidroxi-16,17epoxi-(-)-kaurano (6), éster metilico
del acido 15a-hidroxi-(-)-kaur-16-en-19-6ico (8) y éster metilico del acido
15-ceto-(-)-kaur-16.-en-19-6ico (9).

C 3a 3b 4a 4b 5 6 8 9

1 40,5 403 40,5 414 404 40,6 40,7 399

2 18,3 18,2 19,3 19,3 18,3 18,9 19,1 19,0

3 357 363 356 363 355 358 380 379

4 387 37,1 386 370 386 386 438 405

5 569 568 568 56,7 56,7 56,7 5373 51,6

6 20,5 204 204 204 19,6 19,3 21,0 20,1

7 41,7 415 415 414 356 355 352 337

8 440 44,1 453 453 47,6 468 477 444

9 512 562 56,1 56,1 544 547 511 51,1
10 393 392 393 392 394 393 39,6 40,7
11 18,2 18,2 18,3 18,1 18,2 18,1 18,3 18,4
12 332 33,1 29,1 207 32,7 386 326 @ 322
13 442 439 425 426 423 408 423 38,1
14 397 396 385 384 362 356 362 365
15 491 490 489 483 820 846 826 1784
16 1559 1558 664 663 1603 688 1603  150,1
17 103,0 103,0 504 504 1083 50,4 1083 1149
18 27.1 276 270 272 270 271 287 287
19 656 672 656 67,1 655 655 1781 1784
20 18,1 18,2 18,1 18,1 18,0 18,3 15,6 15,6

COOCH; 21,0 21,6
COOCH; 171,4 171,4

OCH;, 570 56,1

cm’) v 3350, 3042, 1050, 1000, 900; M’
304 (7%), 289 (M"-CH,, 15%), 286 (M'-H,O,
8%), 273 (M'-31, 44%), 255 (100%), 109
(38%), 81 (38%); 'H NMR (CDCI,, 400 MHz,
Tabla 1); °C NMR (CDC]l,, 100 MHz, Tabla 2).

15¢,19¢-dihidroxi-16,17-epoxi-(-)-kaurano
((5))

Se disolvi6 0,25 g de 15¢, 19a-dihidr-
oxi-(-)-kaur-16-eno (0,82 mmol) en 30 mL
de acetonay se hizo reaccionar con 60 mmo-
les de dimetiloxirano disuelto en acetona, en
forma similar a la descrita en la obtencion de

4a. Se obtuvo 235 mg de 6 que no fue posible
cristalizar. IR (KBr, cm) v, 3420, 2925,
2860, 1070 cm™; M 320 (3%), 302 (M"-H,0,
16%), 289 (M"-31, 52%), 271 (M'- 31-H,O,
100%), 246 (32%), 123 (55%), 109 (52%) 'H
NMR (CDCL,, 400 MHz, Tabla 1); “C NMR
(CDCl,, 100 MHz, Tabla 2).

Ester metilico del acido
15¢-hidroxi-(-)-kaur-16-en-19-6ico (8)

Se disolvié 0,5 g del éster metilico del
acido 15a-acetoxi-(-)-kaur-16-en-19-6ico en
50 mL de metanol y luego de agregar 50 mg
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de KOH disuelto en una minima cantidad de
agua se calento a reflujo durante una hora.
Se enfrio la solucion, anadié 150 mL de agua
destilada y se agit6 con 100 mL de clorofor-
mo. La solucién cloroférmica se lavé con
agua, se traté con sulfato de sodio anhidro,
se filtro y se llevo a sequedad a presion redu-
cida. El residuo se cristaliz6 de hexano obte-
niéndose 8 (0.41g) con p.f. 104-5°C; [a],*
-62,3° (¢ 3,4; CHCL); IR (KBr, cm ) v, 3509;
3032, 2933, 2869, 1726, 1461, 1446; 1154,
790; M" 332 (40%), 317 (M'-CH,), 314
(M"-H,0), 299 (69%), 274 (100%), 255 (95%),
239 (51%), 189 (40%), 121 (66%),107 (54%);
'H NMR (CDCL,, 400 MHz, Tabla 1); “C NMR
(CDCI,, 100 MHz, Tabla 2).

Ester metilico del acido
15¢-ceto-(-)-kaur-16-en-19-6ico (9)

Se disolvio 200 mg de 8 (0,63 mmol) en
5 mL de piridina y se trat6 con una solucion
de 250 mg de CrO, en piridina a temperatu-
ra ambiente durante 24 horas. La mezcla se
traté luego con agua, se filtré y se extrajo
tres veces con éter dietilico. La solucion eté-
rea se llevo a seco y el producto se purifico
en una columna de gel de silice (10 g) elu-
yendo con éter. El producto se obtuvo con
un rendimiento del 95%, cristalizé de hexa-
no con p.f. 130-131°C; IR (KBr, cm-1) v
3030, 1720, 1642, 935 ; M" 330 (100%), 315
(M™-CH,, 17%), 302 (8%), 298 (7%), 271
(38%), 255 (24%), 121 (30%); 'H NMR
(CDCI,, 400 MHz, Tabla 1); °C NMR (CDCI,,
100 MHz, Tabla 2).

Ensayos biolégicos

Se prepararon discos circulares de 0,5
cm’ compuestos de harina de trigo y agua
conteniendo 2% de mantequilla para evitar
su cuarteamiento. Su endurecimiento se al-
canz6 luego de calentar suavemente (40°C)
por 1 h en un horno con ventilaciéon. Cada
disco pes6 17+2 mg, dosificandose con solu-
ciones (10 uL por cada lado= 20 uL) de los
compuestos de prueba en acetona mediante
una microjeringa de modo de colocarse 250 g
de soluto por cm” de disco. Dosis menores se

hicieron mediante la dilucién de la solucion
madre pero colocando siempre 20 uL sobre
cada disco (9). Para los controles se adiciono
esta misma cantidad de sélo solvente. Tanto
discos controles como dosificados, el solvente
se evaporo por calentamiento suave (35°C) y
ventilacion por 1 h. Se pesaron (+0,1 mg) dis-
cos e insectos antes y después de cada ensa-
yo. Para los ensayos de seleccion de dos vias,
se colocaron 10 adultos de S. oryzae o de T.
castaneum de 7 a 12 dias de emergidos en
una capsula de Petri de 8 cm conteniendo un
disco control (C) y otro dosificado con el trata-
miento (T). El ensayo se prolongé por 60 h sin
perturbacion en la oscuridad, después de lo
cual los discos restantes se pesaron para de-
terminar la relacion T/C de consumo y de alli
el indice de preferencia. Se realizaron cinco
réplicas por experimento. Los ensayos de una
via se llevaron a cabo en forma similar salvo
que se utilizé un disco T. A partir del cambio
de peso de los insectos (T castaneum) y de los
discos se pudieron estimar los parametros si-
guientes: (9): Indice de preferencia Fi, calcu-
lado como T/(T+C) siendo T el consumo de
disco tratado y C el de control, consumo de
compuesto de tratamiento AT, alteracion del
peso corporal del insecto vivo W durante las
60 h el experimento, y la eficiencia de conver-
sion del alimento en biomasa (ECI) (9) supo-
niendo que no ocurren pérdidas de agua,
como pudo comprobarse en experimentos in-
dependientes. Para el caso de S. oryzae no se
determino la variacion del peso de los insec-
tos pues estos no ingieren todo el material se-
parado de los discos, como si es el caso con T.
castaneum. De esta suerte, el ensayo de una
via con S. oryzae no permite calcular el ECl y
el valor C representa la actividad alimentaria
de los individuos sobre el disco mas no su in-
gestion (comparese las Tablas 3 y 4).

Extraccioén y separacion cromatografica
con monitoreo biolégico

Hojas intermedias desecadas al am-
biente de Baccharis trinervis y molidas hasta
polvo fino (220 g) se extrajeron exhaustiva-
mente con éter de petroleo y diclorometano
3:1 (3 L) en tres tandas de 1 L. Tras evaporar
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Tabla 3
Parametro de alimentacion de T. castaneum sobre discos de harina dosificados con cantidades
variables de acidos ent-kaurénico (7) en ensayo de no-seleccion o de una via**

DOSIS C AW ECI rel Dosis ingerida
(mg/disco) (mg/individuo) (mg) al control por insecto
Control 0,558 = 0,018 0,09 + 0,02 1 0,000
0,01 0,506 = 0,075 0,05 + 0,02b 1,026 0,165 + 0,041
0,1 0,492 + 0,043* 0,07 = 0,027 1,091 1,563 £ 0,351
0,25 0,486 + 0,048b 0,06 + 0,022 1,088 3,473 £ 0,542
0,5 0,536 + 0,031a 0,06 + 0,01° 0,971 8,035 + 0,729

**Prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis. Letras iguales denotan diferencia estadistica no significativa respecto al
control (p<0,05).

Tabla 4
Parametros de alimentacion de S. oryzae sobre discos de harina dosificados con cantidades variables
de acido ent-kaurénico (7) en un ensayo de una via**

DOSIS C* % relativo
(mg/disco) (mg/individuo) al control
Control 0,659 = 0,103 -
0,01 0,624 + 0,046° 95 + 2°
0,1 0,680 = 0,119° 103 = 3°
0,25 0,688 = 0,032° 104 = 4°
0,5 0,652 + 0,065" 99 + 4°

*Actividad de separacion de fragmentos del disco, no necesariamente ingeridos.
**Prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis. Letras iguales denotan diferencias estadisticas no significativas respecto
al control (p<0,05).

los solventes en un rotavapor se formé una
cabeza de columna con el residuo gomoso
(17 g) y se cromatografié sobre gel de silice
utilizando gradientes de hexano-diclorome-
tano-acetato de etilo. E1 material semicrudo
de las fracciones cromatograficas se sometio
a ensayo de seleccion de doble via con T. cas-
taneumy S. oryzae. Las que resultaron posi-
tivas se examinaron adicionalmente con el
ensayo de alimentacion de una via. Solamen-
te se observo inhibicion moderada de la ali-
mentacion en ambas especies de insectos en
la fraccion de la que resulté después, mayori-
tariamente, el acido ent-kaurénico (7), punto

de fusion 175-178°C, idéntico (TLC, IRy 1H-
RMN) al acido kaurénico aislado de la Espele-
tia semiglobulata (2).

Resultados y Discusion

Se han reportado en la literatura mu-
chos derivados del kaureno, sin embargo el
epoxido del kaurenol (4a) y el epoxido de su
acetato (4b) no han sido reportados, bien sea
como productos naturales, o como produc-
tos de hemisintesis. Tampoco el 15¢,19a-
dihidroxi-kaureno (5), ni su epoxido (6), han
sido descritos en la literatura. Por consi-
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guiente estas cuatro sustancias son nuevos
derivados del kaureno.

La sustitucion del doble enlace exoci-
clico por un grupo epoxidico influye nota-
blemente sobre el desplazamiento quimico
del proton H-13. Dicha senal se encuentra
ad 2,63 en el espectro de resonancia proto-
nica de los kaurenos, pero se observa a d
1,78 en los compuestos epoxidados. La epo-
xidacién sin embargo no tiene una influen-
cia tan grande sobre el desplazamiento
quimico de la senal del carbono C-13, se-
nal que aparece en el kaurenol a 44,0 ppm
y se desplaza en el compuesto epoxidado a
42,5 ppm. La presencia de un hidroxilo so-
bre C-15 también influye sobre la sefial del
carbono C-13 y produce un desplazamien-
to diamagnético adicional por lo que la se-
nal de este carbono aparece en el derivado
epoxidado 6 a 40,8 ppm.

Baccharis trinervis (Lam) Pers., planta
relativamente comun en el rastrojo de mon-
tana de altitudes intermedias (1000-2000
m) en los Andes centrales de Venezuela,
aunque puede encontrarsele entre el nivel
del mar y 3000 m de altitud desde el sur de
México (Chiapas) hasta el Peru, muestra en
forma caracteristica que sus hojas juveniles
e intermedias se hallan mayormente libres
de actividad por parte de insectos mastica-
dores, mas no asi sus hojas maduras y pro-
ximas a la senescencia. Un primer analisis
(sin publicar) demostro que en esas ultimas,
la concentracion de acido ent-kaurénico (7)
era muy reducida frente a la de hojas juveni-
les e intermedias. Esto concuerda con el he-
cho de ser el acido ent-kaurénico un inter-
mediario en la sintesis de giberelinas (10),
que son hormonas de crecimiento en las
plantas. Ello orient6 la busqueda hacia este
compuesto al examinar la actividad antiali-
mentaria de los extractos de éter de petroleo
de las hojas de esta planta, revelandose este
compuesto 7 en efecto como responsable de
la moderada actividad fagoinhibidora de los
componentes de baja polaridad (Figura 2).
Como puede observarse, aun cuando ambas
especies de insectos, T. castaneum como S.
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Figura2. Comportamiento de fagodepresion
causada por el dcido ent-kaurénico (7)
sobre S. oryzae (cuadrados) y T.
castaneum (circulos) a dosis entre 0,01
y 0,5 mg cm” en discos de harina. Las
barras de incertidumbre son una
desviacion estandar (N = 5).

oryzae, resultaron sensibles, el primero apa-
rece como mas afectado. No se observé mor-
talidad a pesar de que las dosis ingeridas al-
canzaron 8 * 0,7 pg/individuo.

Estos resultados sugirieron la posibili-
dad de que la actividad fagoinhibidora pu-
diera ampliarse en T. castaneumy S. oryzae
a los niveles observados por Bruno et al.
(2001) en larvas de Spodoptera frugiperda.
Sin embargo, al someter estos coledpteros al
ensayo de una via con acido ent-kaurénico,
no se observo actividad en términos absolu-
tos (Tablas 3 y 4).

Esto puede interpretarse como que, si
bien el acido ent-kaurénico actua como
agente protector contra la herbivoria por in-
sectos sobre la planta en su estado silvestre,
en donde hay otras fuentes de alimentacion,
-como lo emularia el ensayo de dos vias- al
verse forzados a ingerir alimento aun dosifi-
cado los insectos se adaptan a devorar el tra-
tamiento.
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Estos resultados preliminares induje- se sometieron al ensayo de alimentacion de
ron a razonar que podria potenciarse la acti- una via con S. oryzey T castaneum.
vidad antialimentaria derivatizando conve-
nientemente el acido ent-kaurénico en las
secciones moleculares que normalmente
presentan funcionalizacién, como son los
carbonos C15, C16, C17 y C19. Bajo esta

Los resultados de la Tabla 5 indicaron
que no ocurre fagodepresion en S. oryzae
salvo el compuesto 4b que indujo 23% de re-
duccion relativo al control externo al que las
cohortes de las réplicas fueron sometidas.

premisa se obtuvieron los derivados 3a,b, . . . .
) . . Sin embargo, esta diferencia no es estadisti-

4a,b, 5y 6 del 19a-hidroxikaurano asi como g . .
camente significativa (Kruskal-Wallis,

los ésteres del acido 19a-kaurénico 8y 9, y P<0,05)

Tabla 5
Parametros de alimentacion de S. oryzae sobre discos de harina tratados con los derivados 4a, 4b, 5, 6
y 8 en un ensayo de una via, bajo dosificacion de 0,25 mg/disco. C rel corresponde al consumo
de disco tratado en correspondencia con un control externo de la misma cohorte de insectos

Compuesto C* £ DS (mg)** Crel
Control 1,25 +0,13° 100%
4° 1,29 +0,17° 99%

4° 1,03 = 0,27° 79%

5 1,18 +0,11° 94%

6 1,19 = 0,24° 92%

8 1,18 + 0,14° 91%

*Actividad de separacion de fragmentos del disco, no necesariamente ingeridos.
**Prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis. Letras iguales denotan diferencias estadisticas no significativas respecto
al control (p<0,05)

Tabla 6
Parametros de alimentacion de T. castaneum sobre discos de harina tratados con los derivados 4a, 4b, 5,
6y 8 en un ensayo de una via, bajo dosificaciéon de 0,25 mg/disco. Las incertidumbres son una
desviacion estandar. W= variacion del peso corporal vivo de cada individuo. C= consumo de alimento
por individuo. ECI = eficiencia de conversion del alimento ingerido**.

Compuesto C = DS (mg) W + DS (mg) ECI + DS ECI rel. al Dosis ingerida
Control  por insecto (ug)

Control 0,32 £ 0,05 0,09 £ 0,01 0,57 £ 0,05 1,00 0.0
4° 0,29 = 0,04° 0,09 £ 0,01° 0,65 + 0,06" 1,14 4,26 = 0,57
4° 0,31 = 0,04° 0,09 = 0,01° 0,59 = 0,07° 1,03 4,56 = 0,57
5 0,33 = 0,02° 0,05 + 0,01" 0,45 + 0,08" 0,79 4,85 + 0,29
6 0,35 = 0,04° 0,06 + 0,02" 0,45 + 0,08" 0,79 5,14 + 0,57
8 0,29 + 0,05° 0,08 + 0,01° 0,68 = 0,07° 1,19 4,26 + 0,58

*Prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis. Letras iguales denotan diferencias estadisticas no significativas respecto
al control (p<0,05).
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Solamente pudo verificarse una leve
disminucioén del ECI sobre T. castaneum
(Tabla 6) en los compuestos 5 y 6 pese a lo
cual hubo todavia aumento del peso corpo-
ral de los individuos. No habiendo ocurrido
mortalidad en el periodo de exposicion de 60
h puede concluirse que el grado de toxicidad
que estos valores implican es leve.

Concluimos que, sin descartar que los
derivados del kaurenol y del acido ent-kau-
rénico puedan afectar a otras especies de in-
sectos herbivoros, estos compuestos no pro-
dujeron efectos negativos de importancia
sobre dos de los mas importantes coleopte-
ros de los granos almacenados en el tropico,
S. oryzaey T. castaneum.
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