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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion describe los resultados obtenidos del estudio fitoquimico
parcial de las hojas de la especie vegetal Croton schiedeanus (Euphorbiaceae), de la cual se
aislaron 3 compuestos flavonoides: Pachypodol, 3,7-di-O-metil quercetina (DMQ) y Ayanina

Debido a los reportes etnobotanicos y estudios previos realizados con la especie en los cuales se
demuestra la actividad antihipetensiva y vasodilatadora del extracto etandlico y la presencia de los
flavonoides ayanina y DMQ como componentes mayoritarios. Se propone un método de
extracciéon selectivo de estos dos compuestos, ademas se realizan reacciones de hemisintesis
(metilacidn, demetilacion y acetilacion) para realizar un estudio posterior acerca del mecanismo
de accidon y la relacion estructura actividad con el fin de evaluar un posible efecto
potencializadorantihipertensivo y vasodilatador. De las reacciones de hemisintesis se obtuvieron 5
compuestos: DMQA1 (3’,4’-diacetil- 3,7-di - O -metil quercetina), DMQA2 (3’,4’.5-triacetil-3,7-di-
O- metil quercetina), AA3 (3"-acetil-3,7,4"-tri-O- metil quercetina), AM3 (3,7,3",4'-tetra-O- metil
quercetina) y DMQDS5 (7- O -metil Quercetina).

Se determind la composicion relativa del aceite esencial por medio de CG-EM y se encontrd que es
un aceite de tipo terpénico dentro del cual se encuentran un 62.2% de compuestos
monoterpénicos y un 26.32% de sesquiterpenos y que sus componentes mayoritarios son a
Pineno, B Pineno, Germancreno D, B Elemeno y B Mirceno.

Palabras clave: Croton schiedeanus, Euphorbiaceae, flavonoides, vasodilatador, antihipertensivo,
hemisintesis.



ABSTRACT

This research describes the results of partial phytochemical study of the leaves of the Croton
schiedeanus (Euphorbiaceae), three flavonoid compounds were isolated: Pachypodol, 3,7 di-O-
methyl quercetin (DMQ) and Ayanin.

Ethnobotanic reports and previous studies of the Croton schiedeanus (Euphorbiaceae),
demonstrate the antihypertensive and vasodilator activity of ethanolic extract and the presence
of the flavonoids ayanin and DMQ as major components. We propose a selective extraction
method of these two compounds, additionally, are carried out hemisynthesis's reactions
(methylation, demethylation and acetylation) to perform a further study about the mechanism of
action and structure-activity relationship, in order to evaluate a possible potentiating effect. From
hemisynthesis reactions, five compounds were obtained: DMQA1 (3’,4’-diacetyl- 3,7-di - O -
methyl quercetin), DMQA2 (3’,4’,5-tri-acetyl-3,7-di-O- methyl quercetin), AA3 (3 -acetyl-3,7,4 -tri-
O- methyl quercetin), AM3 (3,7,3"-4’tetra-O- metyl quercetin) y DMQD5 (7, O -methyl quercetin).

The relative composition of the essential oil components was determinated by GC-MS, in this way
it was found that it is a terpene-type oil with a 62.2 % of monoterpenes and a 26.32 % of
sesquiterpenes and that its main components are a pinene, B pinene, a caryophyllene, B elemene
and Myrcene.

Keywords: Croton schiedeanus, Euphorbiaceae, flavonoids, vasodilator, antihypertensive,
hemisynthesis.
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1.INTRODUCCION

Dentro de los recursos vegetales con los que cuenta nuestro pais se encuentra la familia
Euphorbiaceae, que estd distribuida principalmente en los departamentos Cundinamarca y
Amazonas en donde sus especies son usadas en la medicina tradicional para el tratamiento de
afecciones de la piel, contra la hipertensidn, fiebre y célicos (Garcia, 1992). Debido a su
aplicacion en el campo medicinal y su actividad bioldgica promisoria, se encuentran reportes
acerca de la composicién quimica y estudios farmacolégicos de varias especies de esta familia;
por ejemplo, algunas especies del género Croton presentan actividades biolégicas como
antioxidante, antiinflamatoria y frente a las enfermedades del sistema circulatorio. Las
llamadas enfermedades cardiovasculares (ECV) son reconocidas como la principal causa de
muerte en todo el mundo, se calcula que en el 2008 murieron por esta causa 17.3 millones de
personas, lo que representa un 30% de todas las muertes registradas en el mundo. La mayoria
de las ECV pueden prevenirse actuando sobre los factores de riesgo, como el consumo del
tabaco, las dietas malsanas, la obesidad y la inactividad fisica. Dentro de las ECV, la mas
comun y preocupante es la hipertension arterial que causa 9.4 millones y medio de muertes
anuales, es decir el 16.5% de las muertes en el mundo (OMS, 2013).

Particularmente, en la medicina tradicional, algunas especies del género Croton (Croton
zehntneri, Croton nepetaefolius, Croton glabellus) (Siqueira, et al., 2006) (Garcia, et al., 1986) y
especialmente las hojas de la especie vegetal Croton schiedeanus son usadas en forma de
infusidn para el tratamiento de la hipertensidon. Debido a los reportes de esta actividad se han
realizado estudios fitoquimicos de especies del género, en los cuales se han encontrado
compuestos tipo flavonoide y terpenoide, ademds de estudios farmacoldgicos que han
confirmado la actividad antihipertensiva y vasorelajante producida por los extractos etandlico
y acuoso.

Debido a que los flavonoides son reconocidos por sus diversas actividades bioldgicas,
(antioxidantes, antiinflamatorios, agregadores plaquetarios), se han realizado diversos ensayos
para determinar la relacion de estructura actividad de estos compuestos. En el caso del
tratamiento de enfermedades cardiovasculares (hipertension), se ha demostrado que la
presencia y ubicacion de sustituyentes de tipos metoxilo e hidroxilo alteran notablemente la
efectividad del efecto antihipertensivo y vasodilatador (Mladenka, et al., 2010).
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El efecto antihipertensivo y vasodilatador de Croton schiedeanus fue estudiado en ratas
hipertensas y normo tensas, en el cual se encontré que las ratas tratadas con el extracto
etandlico mostraban disminucidn en la presidon arterial y la frecuencia cardiaca, mientras que
las ratas normo tensas no presentaban efectos adversos (Guerrero, et al., 2001).

Por otra parte, en un estudio posterior se realizdé un fraccionamiento bioguiado en el cual se
determind que el flavonoide ayanina era uno de los componentes mayoritarios del extracto y
gue también poseia propiedades relajantes en musculo liso comportandose como un potencial
agente vasodilatador. Aunque el estudio de actividad se realizd bajo diferentes pardmetros
farmacolégicos (reactivos y condiciones) no fue posible determinar completamente el
mecanismo de accion (Correa-Hernandez, et al., 2008).

Teniendo en cuenta estos antecedentes, para continuar con el estudio de los efectos
antihipertensivos de la especie Croton schiedeanus se plantean dos objetivos: primero
modificar el método de extraccion de manera que permita aislar los componentes
mayoritarios del extracto de una manera selectiva y segundo realizar reacciones de
hemisintesis que permitan la determinacién del mecanismo de accién y la evaluacion un
posible efecto potencializador. Estos estudios serdn realizados en el departamento de
Farmacia de la Universidad Nacional de Colombia por el grupo de Farmacologia molecular
(FARMOL), dirigido por el profesor Mario Francisco Guerrero Pabén.
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2.ESTADO ACTUAL DEL TEMA

2. 1 Generalidades de la familia Euphorbiaceae

La familia Euphorbiaceae es una de las mas grandes y diversas de las angiospermas,
conteniendo alrededor de 8000 especies distribuidas en 300 géneros. Incluye especies
predominantemente tropicales pero también se encuentra ampliamente distribuida en las
zonas templadas (Grosso, 2006). Los géneros mds importantes son: Euphorbia (1000 especies),
Croton (500-600 especies) y Phyllanthus (400 especies) (Villalobos and Castellanos, 1992). Esta
presente en paises como: Colombia, Argentina, Australia, Belice, Bolivia, Brasil, Camerun,
China, Costa Rica, Cuba, Ecuador, Guinea Ecuatorial, Francia, Guayana francesa, Alemania,
India, Indonesia, Israel, Korea, Madagascar, México, Nicaragua, Panama, Perd, Filipinas,
Estados Unidos, Inglaterra y Venezuela. En Colombia se encuentra distribuida en todo el
territorio nacional. En la Figura 2.1 se observa la distribucién de la familia Euphorbiaceae en el
mundo (GIBF, 2011).

Figura 2.1: Distribucion de la familia Euphorbiaceae a nivel mundial
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2.2 Descripcion morfologica de la familia Euphorbiaceae

Esta familia presenta una gran diversidad de formas de crecimiento desde arboles altos de
selvas lluviosas a lianas, arbustos, hierbas anuales y perennes, suculentas y acuaticas flotantes.
Las hojas son generalmente simples, cuando se presentan compuestas son palmeadas,
alternas u opuestas y con estipulas que pueden estar transformadas en espinas o glandulas; un
ejemplo de estas son las hojas de la especie Ricinus communis, Figura 2.2 (a). Las flores
generalmente son imperfectas monoicas o dioicas, dispuestas en espigas o racimos; las
especies del género Euphorbia presentan unas inflorescencias caracteristicas llamadas ciato,
Figura 2.2 (b), que tienen su estructura en forma de copa que consiste en un involucro con
glandulas variadas en el borde, dentro del cual hay numerosas flores estaminadas (reducidas a
un estambre) que se hallan rodeando a una Unica flor pistilada central. Los frutos son
generalmente esquizocarpicos, Figura 2.2 (c), algunas veces con forma de drupa y las semillas
poseen embrién recto o curvo, a menudo con ornamentacién muy variada y de alto interés
taxondmico, en ocasiones con abundante endosperma oleaginoso. Algunas especies de la
familia Euphorbiaceae contienen latex lechoso o incoloro que es extraido de sus tallos (Garces,
2009), (Murillo, 2000), (Nordeste, 2010).

Figura 2.2: Caracteristicas morfoldgicas de las especies de la familia Euphorbiaceae: (a) Hojas

palmeadas de Ricinus communis; (b) Ciato, inflorescencia caracteristica del género Euphorbia; (c)

Frutos en forma de esquizocarpo de Euphorbia piscatoria.
: [ &

2.3 Usos de la familia Euphorbiaceae

Debido a la amplia distribucidon y adaptabilidad se encuentran diversos reportes de usos
etnobotdnicos que las comunidades le han dado a las especies de la familia Euphorbiaceae.
Actualmente, sus usos mads frecuentes son en alimentacidn y en la produccién de medicinas,
venenos, aceites y grasas, ceras, gomas, caucho, componentes para pinturas, barnices y otros
productos industriales; algunas de ellas se cultivan como ornamentales (Villalobos and
Castellanos, 1992). A continuacion en la Tabla 2.1 se detallan algunos de los usos reportados
para especies de la familia Euphorbiaceae:
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Tabla 2.1: Usos etnobotanicos de la familia Euphorbiaceae

Especie Uso Ref.

Euphorbia canariensis Las hojas se emplean para el tratamiento de forunculos.
Euphorbia lamarckii Se utiliza su latex en forma de cataplasma para usos analgésicos. (C-SUR,
L El latex se usa para quita verrugas mezquinos, combate 2011)
Euphorbia hirta P . a gas v g
enfermedades de los ojos y dolor de muela.
. s Se usa el latex en forma de cataplasma para curar ulceras
Euphorbia hypericifolia P P
gangrenosas.
. . Se usa para curar callos y verrugas, sus hojas en infusién son
Euphorbia lathyris P e y 8 )
usadas como eméticas y purgantes.
. g Se usa para el tratamiento de afecciones de los labios y placas en
© | Euphorbia neriifolia P yp
E la garganta.
‘g Euphorbia orbiculata El I3tex se usa como purgante, para quitar verrugas o papilomas. (Barri
N T S arriga,
2 El aceite de su fruto es emético y purgante, ademds se usa para el &
2 | Jatropha curcas . q - fecci de Ia piel 1992,
= tratamiento de erupciones y afecciones de la piel. Garcia,
) La infusidn de sus hojas se utiliza para tratar célicos. 1992),
Jatropha gossypiifolia . -
Las semillas son diuréticas y purgantes. (Grosso,
Jatropha urens El aceite de sus semillas se usa como purgante. 2006),
. . . Su raiz tiene efecto vomitivo, expectorante y se usa en el ((UNNE)),
Pedilanthus tithymaloides . - . e 2005)
tratamiento de enfermedades hepaticas y afecciones sifiliticas.
o Es usada como insecticida, diurética, purgante y como tratamiento
Phyllanthus niruri . pure y
contra diabetes.
Phyllanthus lathyroides | La infusién de la raiz es usada como diurética, espasmaddica y
HBK estimulante contra las molestias del aparato urogenital.
. . La raiz tuberculosa se usa como fuente de alimentacion.
8 | Manihot dulcis (yuca)
[=
]
£ . La fermentacion de su raiz se usa para la fabricacion de chicha.
Z | Manihot suculenta
(Garces,
En la industria se usa para el tratamiento del cabello, la produccién 2009,
Ricinus communis de aceite para motores, la fabricacién de pinturas, lacas plasticos y Garcia,
fertilizantes. 1992)
(Steinmann,
© Euphorbia antisyphilitica Fuente de cera vegetal. 2002)
E S
=]
w
3 Croton eluteria Sus tallos se usan como estacas para los campos agricolas. (Belmonte
= | Euphorbia delicatula Sus tubérculos se mastican como chicle. and Garcia-
Ortega,
Hevea brasiliensis El latex se usa en la fabricacion de caucho. 2011)
Euphorbia pulcherrima Es usada en decoracién. (C-SUR,
Se usa en decoracion. 2011)
Euphorbia balsamifera L .
P f Su corteza se usa en la fabricacion de corcho y combustible.
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2.4 Estudios fitoquimicos y de actividad biologica en la familia
Euphorbiaceae

Teniendo en cuenta los diferentes usos etnobotanicos referenciados para las especies de la
familia Euphorbiacaea (tratamiento de dolores abdominales, antihistaminicas, afrodisiacos,
bronquitis, diabetes, enemas y enfermedades urinarias entre otras), se han realizado estudios
fitoquimicos que sefialan la presencia de grupos de metabolitos secundarios tales como:
terpenos, flavonoides, alcaloides, saponinas, esteroides, cumarinas, lignanos y compuestos
fendlicos (Grosso, 2011).

2.4.1 Terpenos

2.4.1.1 Diterpenoides

Este tipo de metabolitos se ha encontrado en los tallos, hojas y latex de algunas especies de la
familia Euphorbiaceae, dentro de los reportes se encuentran estructuras de tipo diterpénico,
estos compuesto se caracterizan por poseer actividad antimicrobiana, téxica e irritante de la
piel.

Se encuentran reportes de algunos compuestos relacionados estructuralmente con los esteres
de alcoholes diterpenicos, producidos por algunos géneros de la familia (Aleurites,
Baliospermun, Croton, Euphorbia, Exoecaria, Hippomane, y Synadeum) (Grosso, 2006). Los
esteres diterpénicos presentan un rango de actividad bioldgica que incluye induccién tumoral
y proliferaciéon celular, inflamacién epidérmica, produccion de prostanglandinas y
estimulacién o degradacién de neutrdfilos. Ejemplos de estos compuestos son los derivados
esterificados del forbol (1) (Satyanarayana, et al., 2001), como el 12-O-palmitil-13-O-acetil-16-
hidroxiforbol (2), y el 13-O-acetil-16-hidroxiforbol (3) aislados de los frutos de Aleutites fordii
(Okuda, et al., 1975). Del extracto metandlico de las hojas de Euphorbia corniguera se aislaron
tres esteres diterpenicos derivados del ingenol: 13-acetoxi-20-O-angelilingenol (4), 5-O-
angeloil-13-acetoxiingenol (5), 3-0-(2,3-dimetilbutanoil)-5-0-acetil-13-O-dodecanoil-20-0-
hexadecanoillingenol (6), esta planta es popularmente usada en el norte de Iran para el
tratamiento de varias enfermedades, incluyendo cancer (Baloch and Baloch, 2011).

OR,

OH

OH OR;
CHs HsC

HO CHz

CHs
H;C CH,ORg

CH,OR,
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(4) Ri=R,=H, R;=angeloil, R,= acetil

(5) Ry=H, R,= angeloil, Ry= H, R,= acetil

(6) Ry= 2,3-dimetilbutanoil, R,= acetil, R;=hexadecanoil,
R,=dodecanoil

H;C

R0 CH,OR;

Las especies de la famila Euphorbiaceae producen una gran diversidad de diterpenoides con
esqueletos macrociclicos y policiclicos (derivados del tigliano, daphnano e ingenano)
(Hohmann and Molnar, 2004). Uno de los diterpenos mas comunes dentro de la familia es el
casbeno (7), aislado de 5 especies (Ricinus communis, Sapium sebiferum, Euphorbia resinifera,
Euphorbia ésula y Homolanthus nutanus), (Kirby, et al., 2010). Los diterpenos glabrescina (8) y
neoboutonina (9) fueron aislados del tallo de la especie Neoboutonia glabrescens, usada en
Africa para el tratamiento de los dolores abdominales y como antiparasitario (Tchinda, et al.,
2003).

R, OH

HO

OCH;

()]

0 OH
(8)

R;= CH,(CH,)oCH;, Ry= COCH,(CH,),3CH,

Otro tipo de diterpeno de esqueleto menos comun (jatropano), aislado de la raiz de la especie
Euphorbia hyberna, es el 5,8,15-Tiacetoxi-3-benzoiloxi-9,14-dioxojatropha-6(17) ,11 E-dieno
(10), esta especie es endémica del este y sur de Europa y no se reportan mas estudios
fitoquimicos o farmacoldgicos (Ferreira, et al., 2002).
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2.4.2.2 Triterpenos

Los triterpenos aislados de las especies de la familia Euphorbiacaea se caracterizan por ser
pentaciclicos (ursanos, friedelanos, lupanos entre otros) (Martinez, et al., 2008). Uno de los
triterpenos mas comunes encontrados es el Ursano (11) (Grosso, 2006), ademas, en las raices
de Phyllanthus oxyphyllus se encontrd un triterpeno de estructura inusual denominado Acido
29-nor-3,4-seco-friedelan-4(23),20(30)-dien-3-oico (12) (Sutthivaiyakit, et al., 2003). De los
frutos de Drypetes inaequalis se aislo el triterpeno lup-20(29)-eno-3pB,6a-diol (13), que posee
una actividad antimicrobiana contra bacterias Gram + y Gram - (Awanchiri, et al., 2009).

COOH
(12) HO (3)

OH

2.4.2 Flavonoides

La familia Euphorbiaceae es rica en flavonoides, particularmente flavonas, flavonoles vy
antocianidinas, que se han identificado en varios géneros. Estos se presentan como O- vy C-
glicdsidos y generalmente se encuentran polimetoxilados. También se presentan flavanonas
pero en relativamente pocas especies. El aislamiento de este tipo de metabolitos se ha
realizado en diferentes partes de la planta, a excepcién de las raices(Garcia, et al., 1986,
Grosso, 2006, Grosso, 2011, Guerrero, et al., 2001, Puebla, et al., 2004).

En un estudio realizado con las hojas de Sydnadenium grantii, se hallaron tres derivados de
antocianidina sustituidas con el monosacarido apiosa, 3-0-(2"'-(5"""-(E-p-cumaroil)-B-
apiofuranosil)-B-xilopiranisido)-5-O-B-glucopiranosido (14), cianidina 3-0-(2"'-(5""" -(E-caffeoil)-
B-apiofuranosil)-B-xilopiranosido) (15) y cianidina 3-0-(2 ~* -(5"""-(E-feroil)-B-apiofuranosil)-B-
xilopiranosido) (16) (Andersen, et al., 2010).
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OH
(o]
HO OH \
HO OH
AHR=-H R
(15 R=OH AN 0
(16) R- OCH,
HO

Otros flavonoides encontrados en especies de la familia Euphorbiaceae son: Apigenina 8-C-(2
-galloil)-B-d-glucopiranosido (17), reportado por primera vez en especies de esta familia en un
estudio realizado en las hojas de Concevieba guianensis (Braca, et al., 2004) y flavonoides
prenilados como el 3-O-metil-macarangin, 3-O-metil-6-[(E)-3"",8"" dimetil-2"",7""-actadienil]-
canferol (18), aislado de las hojas de Macaranga denticulata (Sutthivaiyakit, et al., 2002).

OH

HO

HO

HO
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2.4.3 Cumarinas

Estos compuestos, se han aislado de relativamente pocas especies de la familia
Euphorbiaceae. En un estudio realizado con las raices de Manihot esculenta se aislaron las
cumarinas escopoletina (19) y escopolina (20) (Bayoumi, et al., 2008). Otro tipo de cumarinas
menos comunes, las isocumarinas, han sido encontradas en la corteza de Mallotus japonicus
Muell, de la cual se aislé la bergenina (21) (Grosso, 2006), este compuesto posee la
caracteristica de ser polihidroxilado y tener un anillo oxigenado, también polihidroxilado,
como sustituyente angular.

(e}
HO
H3;CO \ o
/ OH
H3CO
RO () ] OH o
(19) R=H OH
(20) R= Glu
CH,OH
(21

2.4.4 Lignanos

Han sido identificados solamente en los géneros Jatropha, Alchornea y Phyllanthus. Las hojas
de Phyllanthus miruri Linneo contienen hipofilantina (22) (Grosso, 2006). Del género Jatropha
se han estudiado las especies Jatropha gossypiflora (Das and Das, 1995) y Jatropha
gossypifollia (Das and G, 1999), de las cuales se aislaron los lignanos gossipifan (23) y
gossipidien (24). Estos dos compuestos han presentado actividad antitumoral, citotoxica e
insecticida.

0
/\O MeO \
0 OCHj
o)
MeO
HyCO OCHj
OCHj O
O\/
OCH, 23)
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2.5 Generalidades del género Croton

Croton es el segundo género mds numeroso y diverso de las Euphorbiaceae con cerca de 500
especies de distribucién pantropical. En Colombia, el género Crotdn estd distribuido en todo el
territorio nacional, especialmente en los departamentos de Amazonas, Cundinamarca y Tolima
(Murillo, 1999).

2.6 Descripcion morfologica del género Croton

Las especies del género Croton incluyen desde hierbas hasta arboles que poseen un
indumento de pelos estrellados a lo largo de toda la planta, presentan formas variadas de
hojas y la mayoria de las especies presentan glandulas en la base de la lamina y/o sobre el
peciolo, sus flores son femeninas con pétalos reducidos o ausentes con un ovario
generalmente tri carpelar y un dvulo por léculo, ademds poseen un exudado coloreado que
sale de su corteza. En la Figura 2.3 (a) se muestran las hojas e inflorescencias caracteristicas de
las especies del género Croton, ademas del exudado coloreado de su corteza en la Figura 2.3
(b). Estas caracteristicas sumadas a la disposicion de las flores femeninas en la inflorescencia,
al numero de partes del caliz, division de los estilos y el grado de desarrollo de los sépalos
femeninos han servido para diferenciar las especies del género (Nordeste, 2010).

Figura 2.3: (a) Hojas e inflorescencias de Croton tiglium y (b) exudado coloreado de la corteza de
Croton lechleri

Hojas—

Flores
N

Figura 2.4. (a) Figura 2.4. (b)

2.7 Usos de las especies del género Croton

Las especies del género Croton han sido usadas en la medicina tradicional principalmente para
facilitar la digestion, curar Ulceras y afecciones de la piel, combatir la amebiasis y los célicos
(Barriga, 1992, Garcia, 1992), debido a los reportes de los usos etnobotanicos que se
encuentran para este género, se han realizado diferentes estudios que han demostrado
actividades bioldgicas. En la Tabla 2.2 se escriben algunos usos de las especies del género
Croton.



Tabla 2.2. Usos de algunas especies del género Croton

ESPECIE

Croton sonderianus

| uso
Relajacién de musculos lisos
antinociceptivo
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REFERENCIA
(Pinho-da-Silva, et al., 2010)
(Santos, et al., 2005)

Croton celtidifolius

Antioxidante y antiinflamatorio

(Nardi, et al., 2007)

Croton lechleri

Mutagénico y antioxidante

(Lopes, et al., 2004)

Croton urucurana

Antimicrobiano

(Peres, et al., 1997)

Croton zambesicus

Antihemostatico
Antiplasmodial

(Robert, et al., 2010)
(Okokon and Nwafor, 2009)

Croton celtidifolius

Antinociceptivo

(Nardi, et al., 2006)

Croton glabellus

Facilita la digestion

Croton funckianus

Se usa para el tratamiento de la
amebiasis y para curar ulceras
duodenales

Croton leptostachyus

Se usa para aliviar la fiebre

(Garcia, 1992)

2.8 Estudios fitoquimicos y de actividad famacoldgica

realizados con especies del género Croton

Debido a los usos etnobotdnicos reportados y los estudios farmacoldgicos realizados con las
especies del género Croton, (Martinsen, et al., 2010, Pinho-da-Silva, et al., 2010, Santos, et al.,
2005), se han desarrollado estudios fitoquimicos donde se ha evidenciado la presencia de
metabolitos secundarios como: flavonoides, terpenos y alcaloides entre otros.

2.8.1 Aceites esenciales

En el aceite esencial de las hojas de la especie Croton sonderianus, que tiene actividad
antinociceptiva, se encontrd la presencia de compuestos de tipo sesquiterpénico como:
cariofileno (25), 6xido de cariofileno (26) y germancreno (27) (Pinho-da-Silva, et al., 2010), asi
como los compuestos y-bisaboleno (28) y a-humuleno (29) que presentan actividad
anticancerigena y que fueron identificados en el aceite esencial extraido de las hojas de la
especie Croton flavens (Sylvestre, et al., 2006).
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2.8.2 Diterpenos

Dentro de las especies del género Croton, se encuentran principalmente compuestos
diterpénicos, en especial los derivados del nucleo del clerodano (30) y cleistantano (31)
(Santos, et al., 2005) encontrados en la especie Croton soderianus y que presentan actividad
antifingica y antibacterial. Ademds se encuentran reportes de otro tipo de diterpenos como
el 2-acetoxi-3-hidroxi-labda-8(17),12 (E),14-trieno (32), derivado del nucleo del labdano, que
posee actividad citotéxica (Roengsumran, et al., 2001), el ent-7 B- hidroxi-15-oxokaur-16-en-
18-ol (33), derivado del nicleo del kaurano (Minh, et al., 2004) y la crotomacrina (34), un
diterpeno derivado del nucleo del clerodano aislado de C. macrostachyus (Tane, et al., 2004).

X
AcO
HO
(32)
31
30) 31
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2.8.3 Flavonoides
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Las especies del género Croton son ricas en flavonoides, particularmente flavonas y flavonoles
que se pueden presentar como O- y C- glicésidos, metil ésteres o polihidroxilados. Estos
compuestos se han purificado de diferentes partes de la planta a excepcién de las raices. De la
corteza de la especie Croton celtidifolius se aisld el flavonoide quercetina (35) (Nardi, et al.,
2007), que presenta actividad antioxidante y antiinflamatoria; otros flavonoides encontrados
en las especies del género Croton son: canferol (36) (Yuan and Zhong-Mei, 2008), ayanina (37)

(Garcia, et al., 1986) y miricetina (38) (Puebla, et al.,
OH
OH
HO. (o)
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Algunos de los flavonoides presentes en este género, se encuentran glicosidados en la posicién
3, como en el caso de la quercitrina (39), que tiene como sustituyente una ramnosa, y es
encontrada en las especies, C. glabellus y C. bonplandianus, ademas de otros flavonoides
glicosidados como: hiperésido (40) y rutina (41), que han sido aislados de otras especies de
Croton y de los cuales se ha estudiado su actividad antihipertensiva y vasorelajante (Puebla, et
al., 2004).

OH o} OH OH o}
OH
HO HO
OH OH
39 oH @
HO o
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o OH
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OH
o
(41) OH
o
H,C OH
OH
2.8.4 Alcaloides

En especies del género Croton se han encontrado diferentes tipos de alcaloides derivados del
nucleo de la tetrahidroprotoberberina como por ejemplo la hemiargirina (42) (Amaral and
Barnes, 1998), aislada de la especie como Croton hemiargyreus; un derivado del nucleo de
glutarimida, llamado julocratina (43), (Aboagye, et al., 2000), aislado de la especie Croton
membranaceus. Ademds se encuentran reportes de la presencia de alcaloides de tipo
aporfinico como la glaucina (44) y la taspina (45) (Bettolo and Scarpati, 1979).
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2.9 Generalidades de la especie Croton schiedeanus

La especie vegetal Croton schiedeanus, Figura 2.5, estd presente en los paises: Belice, Costa
Rica, Ecuador, México, Nicaragua y Panama (GBIF, 2011). En el territorio Colombiano se
encuentra particularmente en los departamentos de Amazonas y Cundinamarca (Puebla, et al.,
2003).

Es un drbol cominmente conocido como almizclillo y puede tener entre 8 y 24 metros de
altura, sus frutos son verrugosos de color café, sus flores blancas y su corteza grisacea, y es
usado en la medicina tradicional para el tratamiento de la hipertension (Salas and Guerrero,
2010).
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Figura 2.4: Hojas e inflorescencias de Croton schiedeanus

Los estudios fitoquimicos previos realizados en la especie Croton schiedeanus muestran la
presencia de diterpenoides del nicleo neo-clerodano, como el 5B-hidroxi-cis-dehidrocrotonina
(46) (Puebla, et al., 2003) y flavonoides del tipo flavonol polihidroxilado como 3,7-di-O-metil
quercetina (47). Estudios farmacoldgicos realizados con el extracto etandlico de las hojas de
Croton schiedeanus han demostrado su actividad antihipertensiva y vasorelajante (Guerrero,

et al., 2001).
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3.METODOLOGIA

3.1 Procedimientos generales

3.1.1 Cromatografia en capa fina y en columna

Para la cromatografia en capa delgada (CCD) se usaron cromatoplacas de silica gel 60 F,s, (Merck),
como reveladores se usaron: luz UV de 254 y 365 nm, vapores de yodo, amoniaco vy
vainillina/H3;PO,. Para la cromatografia en columna (CC) se empled silica gel 60 (0,063- 0,200 mm)
(Merck); para la cromatografia flash (CF) se uso silica gel 60 (0,04- 0,063 mm) (Macherey- Nagel) y
para la cromatografia liquida al vacio (CLV) se usé silica gel 60 HF,s5, (Merck).

3.1.2 Cromatografia de gases - espectrometria de masas

La determinacién de la composicidn del aceite esencial fue realizada por medio de cromatografia
de gases en un equipo Agilent 6890, acoplado a un detector de masas Agilent 5975 con una
columna HP5 MS (60 m), en un tiempo de corrida de 70 min. El gas de arrastre utilizado fue helio;
la temperatura del horno se programoé de la siguiente manera: iniciando en 40°C, sube 4°C/min
hasta 160°C, luego sube 2.5°C/min hasta 220°C y posteriormente llega a una temperatura de
280 °C aumentando 8°C/min. La determinacién de los compuestos se hace por medio de la
comparacién con la libreria interna del equipo NIST 08 y el calculo de indices de retencién.

3.1.3 HPLC acoplado a espectrometria de masas

Para la toma de los perfiles de HPLC y espectros de masas de los flavonoides puros, se utilizdé un
cromatodgrafo liquido 1260-LC (Agilent Technologies) con detector DAD, acoplado a un detector de
masas con interfase ESI como fuente de ionizacién e IT como analizador (HPLC-DAD-ESI IT-MS).

La columna empleada fue una Zorbax Eclipse Plus, 4.6 mm x 150 mm * 1.8 um. Se utilizé una
separacion en gradiente (fases moviles A: H20+0.5% acido acético; y B: ACN) El proceso de
separacion se realizé variando la composicion de fase mévil del 95% A al 0% A en 30 min. El flujo
de la fase movil fue 0.8 mL/min y el volumen de inyeccién 10 uL. El gas de arrastre fue nitrégeno
con un flujo de 1L/min.



36

Estudio fitoquimico de las hojas de la especie vegetal Croton schiedeanus (Euphorbiaceae)
Andrea Carolina Chiappe Pulido

3.1.5 Espectrometria infrarroja y puntos de fusion

Los espectros de IR fueron tomados en un espectrometro Thermo Scientific Nicolet iS10 FT-IR en
pastillas de KBr. Los puntos de fusién fueron determinados en un fusiometro Fischer-Johns.

3.1.6 Espectroscopia de Resonancia magnética nuclear de 'Hy *C

Los experimentos de resonancia magnética nuclear RMN 4, BC, DEPT y bidimensionales COSY,
HMQC y HMBC, fueron tomados en un equipo Bruker Avance operado a 300 y 400 MHz, utilizando
solventes deuterados DMSO dg, CD;0D, (CD3),CO y CDCls.

3.2 Estudio fitoquimico

3.2.1 Recoleccion e identificacion del material vegetal

Las hojas de la especie vegetal Croton schiedeanus fueron recolectadas por el Dr. Mario Francisco
Guerrero Pabdn, docente del departamento de Farmacia, en el municipio de Tocaima-
Cundinamarca en el mes de Mayo de 2010. Un ejemplar de la especie fue llevado Herbario
Nacional Colombiano donde fue determinada por el Dr. José Luis Ferndndez, una muestra reposa
en el herbario bajo el nimero COL-432164.

3.2.2 Extraccion, fraccionamiento y purificacion de metabolitos secundarios

Para la obtencion del extracto etandlico, 1 Kg de hojas frescas se sometieron a secado a
temperatura ambiente, se trituraron y llevaron a maceracién con etanol al 96 % obteniendo 145 g
de extracto. Con un gramo de extracto etandlico se realizaron ensayos de coloracién y
precipitacion (Bilbao, 1997, Sanabria, 1983, Shenoy, et al., 2009), que permitieron identificar los
posibles grupos de metabolitos secundarios presentes en la muestra.

Una parte del extracto etandlico (130 g) se sometié a fraccionamiento asistido por ultrasonido
(Garcia, et al., 1986), con éter de petréleo y éter etilico, obteniendo 3 fracciones finales: éter de
petréleo (EP) 40 g, éter etilico (EE) 56 g y residuo (R) 30 g.

40 g de la fraccion EE se sometieron a fraccionamiento por cromatografia liquida al vacio (CLV) con
solventes de polaridad creciente: Tolueno, Cloroformo, Acetato de Isopropilo y Metanol,
obteniendo 14 fracciones, nombradas como EE-1/EE-14.

Después de realizar el chequeo por CCD de las fracciones obtenidas, la fraccion EE2 (1.5 g), fue
sometida a purificacidon por CF con una mezcla de C¢HsCH3- AcOipr- CH;COOH 1:1:0.1 obteniendo 4
fracciones (EE2-1/EE2-4); la fraccion EE2-3 (937 mg), se sometié a CF con una mezcla de CgHyy-
(CH;),CO 9:1 obteniendo 7 fracciones (EE2-3-1/EE2-3-7). En la fraccién EE2-3-6 se obtuvieron 40
mg de un sélido amarillo soluble en DMSO denominado compuesto HCS1.

Las fracciones EE-12- EE-14 se reunieron en una sola fraccién debido a la similitud presentada en
el chequeo por CCD, obteniendo un peso final de 4.8 g. De esta fraccion por medio de
cromatografias en columna sucesivas, se obtuvo un sélido amarillo con un peso de 100 mg soluble
en metanol denominado como compuesto HCS2.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en el estudio por CCD de la fraccién EE; 1.5 g de esta
se tomaron aparte y se sometieron a fraccionamiento por CF con una mezcla de C¢HsCH3;— AcOipr
95:5 obteniendo 16 fracciones (EE-F1/EE-F16), la fraccion EE-F5 con un peso de 170 mg, se
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fracciond nuevamente por CF con una mezcla de C¢HsCH;- AcOipr 7:3 obteniendo 6 fracciones
(EE-F5-1/EE-F5-6); de las fracciones EE-F5-2 y EE-F5-3 se obtuvieron 15 mg de compuesto HCS3,
este mismo fue hallado en menor cantidad en algunas de las fracciones que se trabajaron después
del fraccionamiento por CLV. A continuacién en la Figura 3.1 se explica la extraccién vy
fraccionamiento del extracto etandlico y la purificacién de metabolitos secundarios.
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Figura 3.1: Extraccién, fraccionamiento del extracto etanélico y purificacion de metabolitos secundarios.

Croton schiedeanus

Hojas secas
Hojas frescas 1.Kg
630¢g
1 N
lL : Maceracion etanol
- 96%
DAV =1mLde (H) 145 gr =
aceite T = 3
b | 1g marcha
fitoquimica
130 g Fraccionamiento asistido por ultrasonido L preliminar

i |
EP (40 g} ‘ EE (56 g) R (30 g)
l 40 gLV

14 fracciones

X 1
N 3
A 5
e \ Fraccion 12- 14
Fraccién 10 Fraccion 2
48¢g
327 g 15g
HCS3
HCS1 HCS2 ( )
100 mg
{40 mg) {40 mg)




4. Resultados y discusion | 39

4.RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacién se presentan los resultados del trabajo experimental combinados con la discusion.
Primero se explicara la obtencion y elucidacién de los metabolitos secundarios, posteriormente el
proceso y los resultados de las reacciones de hemisintesis llevadas a cabo con los flavonoides
mayoritarios y por ultimo la caracterizacion de los componentes del aceite esencial.

4.1 Caracterizacion fitoquimica preliminar

La marcha fitoquimica preliminar consiste en un conjunto de pruebas de coloracién y/o
precipitacion que nos dan un indicio de los posibles tipos de metabolitos secundarios que se
encuentran en el extracto etandlico. Esta marcha fitoquimica se realizé con el extracto etandlico
(pruebas para identificacién de taninos, flavonoides, alcaloides y quinonas) y fraccién etérea
(carotenoides, esteroides y triterpenoides), para la comparacion de resultados se usaron controles
positivos

Las pruebas se realizaron con los extractos de hojas con destilacidon por arrastre con vapor (HA)
hojas sin destilacién por arrastre con vapor (H), con el fin de determinar si el proceso de extraccion
del aceite habia alterado de alguna manera el material vegetal, de acuerdo a los resultados
obtenidos, no se presenta cambio alguno, sin embargo se decide trabajar con las hojas sin arrastre
con vapor H debido a la cantidad de extracto obtenido (145 g).

A partir de los resultados de la marcha fitoquimica preliminar, se puede evidenciar la
presencia de metabolitos secundarios de tipo carotenoide, fendlico, flavonoide y alcaloide; lo que
esta de acuerdo con la quimiotaxonomia de la familia y el género. A continuacion se explicaran
algunas consideraciones generales de los resultados para las pruebas con resultado positivo.

Carotenoides y esteroides: Los esteroides o carotenoides que posean por lo menos un doble
enlace dentro de su estructura dan prueba positiva para Liebermann-Burchard, la prueba se basa
en la formacion de complejos coloreados o formacidn de fases. Al realizar los revelados
respectivos de CCD se encontraron manchas de coloracién azul, verde, amarillo y violeta, lo que
podria indicar la presencia de compuestos de tipo esteroide y triterpenoide (azul-verde) y
carotenoide (amarillo).
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Taninos: las pruebas para determinar la presencia de taninos se basan en la propiedad de estos
compuestos de producir precipitados con sales de plomo y hierro, ademas de la formacién de
soluciones azules o negras al adicionar el reactivo de cloruro férrico, esta ultima prueba es especial
para reconocer grupos fendlicos, dando coloracién azul para derivados del dcido gélico.

Flavonoides: en la prueba de shinoda los flavonoides reaccionan en presencia de acido clorhidrico
concentrado y magnesio para dar una coloracidén rosada, roja o naranja. En ocasiones los
flavonoles dan coloracién verde o azul.

Quinonas: las quinonas tienden a dar coloraciones amarillas, rojo o purpura al estar en presencia
de acidos o alcalis concentrados (prueba de donador o aceptor de electrones), la reaccion se basa
en la reduccion de los grupos carbonilo de la molécula, por lo cual se podria obtener un resultado
falso positivo con otro tipo de compuestos presentes en la muestra.

Alcaloides: uno de los mayores inconvenientes para realizar las pruebas de reconocimiento de
alcaloides es la especificidad de las mismas. Uno de los mayores problemas al realizar esta prueba
es la formacién de falsos positivos, que se pueden dar por lo general debido a la presencia de un
grupo carbonilo a B insaturado, ademas de posiciones oxigenadas cercanas a una alta densidad
electrénica (carbono beta unido a grupos alquilo); por esta razén, aunque las pruebas para
alcaloides dieron un resultado positivo al realizar la marcha fitoquimica preliminar, no se puede
afirmar completamente la presencia de estos dentro del extracto.

4.2 Elucidacion estructural de compuestos puros

Debido a que uno de los objetivos principales de trabajo de investigacion era la extraccién de los
metabolitos de tipo flavonoide de una manera selectiva, se decidié realizar un proceso de
fraccionamiento selectivo para este tipo de compuestos (Garcia, et al., 1986), como se habia
mencionado en la metodologia, este proceso de llevo a cabo asistido con ultrasonido usando
como solventes éter de petrdleo y éter etilico. Al realizar el estudio comparativo de las fracciones
obtenidas, se decidié trabajar con la fraccidn de EE, debido a su perfil cromatografico.

A partir este proceso de extraccidn se obtuvieron fracciones ricas en compuesto de tipo flavonoide
que posteriormente fueron purificadas por medio de CC y CF, de las cuales se obtuvieron 3
compuestos de tipo flavonoide y un sesquiterpeno, a continuacidn se explicard el proceso de
purificacién y elucidaciéon estructural de estas sustancias.
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4.2.1 Compuesto HCS1

El compuesto HCS1 se obtuvo como un sélido amarillo soluble en DMSO con un peso de 40 mgy
un punto de fusion de 163-165 °C.

Después de obtener el perfil de HPLC presentado en la Figura 4.1, el compuesto fue analizado por
EM en modo negativo, Figura 4.2, donde se observa un pico de ién pseudomolecular [M-H] m/z
342.9 en modo negativo, lo que sugiere que el peso del compuesto es 344.

Figura 4.1: Perfil de HPLC del compuesto HCS1

Figura 4.2: Espectro de masas del compuesto HCS1

Intens. -MS, 20.8min #1145
x106

3429

687.0
)\

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 m'z

El espectro de RMN 'H (400 MHz, DMSO d), Figura 4.3, presenté en la regiéon de campo alto tres
singletes que de acuerdo con su desplazamiento corresponden a hidrégenos de grupo metoxilo
(O-CHs), en 6 3.78 (s, 3H); 6 3,83 (s, 3H) y 6 3.85 (s, 3H) (Harborne, et al., 1975), (Vazquez, et al.,
2006); en la regién entre & 6.10 y 6 7.80, se observaron las siguientes sefales: § 6.32 (d, 1H, J=2
Hz); 6 6.65 (d, 1H, J=2 Hz); 6 7.08 (d, 1H, J= 9 Hz); & 7.55 (m, 1H); 67.56 (d, 1H, J=2 Hz), ademas en
6 12.61, se observd un singlete ancho caracteristico de grupo hidroxilo vecino a un carbonilo.



42 | Estudio fitoquimico de las hojas de la especie vegetal Croton schiedeanus (Euphorbiaceae)
Andrea Carolina Chiappe Pulido

Figura 4.3: Espectro de 'H compuesto HCS1(DMSOd; 400 MHz)
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De acuerdo a las senales obtenidas en la region entre 6 6.10 y & 7.80, Figura 4.4, se puede
evidenciar la presencia de dos anillos aromaticos, uno de ellos tetrasustituido con 2 protones en
posicion meta que presentan una constante de acoplamiento de J=2 Hz; mientras que el otro
anillo se encuentra trisustituido, con un protén que se encuentra en posicién orto y meta de otros
dos vecinos y que presenta constantes de acoplamiento caracteristicas de posicién orto /=9 Hz y
meta J=2 Hz.

Figura 4.4: Espectro de RMN 'H compuesto HCS1, ampliacién de la regién entre 6 y 8 ppm (DMSOd; 400
MHz)
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Se observa ademas la presencia de un hidrégeno perteneciente a un grupo hidroxilo en 6 12.61,
gue por su desplazamiento indica la presencia de un grupo carbonilo adyacente que genera un
efecto de desproteccidn al permitir la formacion de un puente de hidrégeno (Harborne, et al.,
1975). A partir de las sefiales obtenidas en el espectro de RMN 'H, se puede confirmar la presencia
de dos anillos aromdaticos caracteristicos de estructuras de metabolito secundario de tipo
flavonoide.

El espectro de RMN *3C, Figura 4.5(a), muestra la presencia de 18 carbonos que al ser comparados
con el experimento DEPT 135, Figura 4.5(b), se clasifican de la siguiente manera: 5 carbonos
correspondientes metinicos (92.3; 97.8; 111.9; 115.1 y 120.5 ppm), 3 carbonos metilicos, que por
su desplazamiento se asignan a grupos metoxilo (55.7; 56.1 y 59.8 ppm) y 10 carbonos
cuaternarios (105.2; 122.2; 138.2; 146.4; 150.4; 155.7; 156.3; 161.0; 165.2 y 178.1 ppm), el
carbono de 178.1 ppm, se caracteriza por su desplazamiento quimico que confirma la presencia de
un grupo carbonilo dentro de la molécula.

Figura 4.5: Comparacién del espectro de (a.) RMN ®Cy (b.) DEPT 135 del compuesto HCS1
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Para establecer la conectividad entre hidrégenos y carbonos se realizd el experimento HMQC,

Figura 4.6, los resultados se muestran en la Tabla 4.1.

Tabla 4.1: Sefales obtenidas en el espectro de HMQC
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Figura 4.6: Espectro de HMQC compuesto HCS1

A partir de los resultados obtenidos en el experimento HMBC fue posible la asignacién de la
posicidn de los sustituyentes y los carbonos cuaternarios dentro de la molécula; entre las seiales
mas importantes se encuentran las siguientes correlaciones a tres enlaces a través de
heteroatomo para la asignacion de los sustituyentes tipo metoxilo, Figura 4.7, entre los protones
en & 3.78 con el carbono cuaternario en 138.2 ppm; los protones en 6 3.83 con el carbono
cuaternarioen 165.2 ppm y los protones en 6 3.85 con el carbono cuaternario en 150.4 ppm.

Figura 4.7: Ampliacién del espectro de HMBC del compuesto HCS1
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La asignacion completa de las sefiales de RMN 'H y *C del compuesto HCS1 se encuentra en la
Figura 4.8.

Figura 4.8: Asignacién de sefiales de RMN 'H y *C para el compuesto HCS1

Luego de la comparacién con la literatura se pudo determinar que el compuesto HCS1
corresponde al flavonoide Pachypodol (3,7,3- tri-O- metil quercetina), que ya habia sido
reportado en la especie Croton ciliatoglanduliferus (Vazquez, et al., 2006).

4.2.2 Compuesto HCS2

El compuesto HCS2 se obtuvo como un sélido amarillo soluble en metanol con un peso de 100 mg
y con un punto de fusién de 219-221 °C. Después de obtener el perfil de HPLC presentado en la
Figura 4.9 donde se observa la pureza de la sustancia, el compuesto fue analizado por EM, Figura
4.10, donde se observa un pico de ién pseudomolecular [M-H] m/z 328.9 en modo negativo, lo
gue indica un peso de 330.

Figura 4.9: Perfil de HPLC del compuesto HCS3
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Figura 4.10: Espectro de masas del compuesto HCS3
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Al obtener los datos espectroscépicos se compraron con la literatura encontrando que el
compuesto HCS2 corresponde al flavonoide 3-7-di-O-metilquercetina (DMQ), que habia sido
aislado anteriormente de esta especie (Guerrero, et al., 2002). El espectro de **C se encuentra en
la Figura 4.11 y la comparacion de datos espectroscépicos con la literatura se encuentra en la tabla
4.2.

Al comprar los datos espectroscdpicos obtenidos de los compuestos HCS1 y HCS2, se concluye que
es una sustancia de tipo flavonoide metoxilado. La diferencia entre las sefiales de los compuestos
se basa en la cantidad de grupos metoxilo presentes en la molécula. En el caso HCS2 se observan 3
sefiales (55.7; 56.1 y 59.8 ppm) mientras que en HCS2 se observan solamente dos (55.9 y 59.5
ppm); sin embargo estos grupos presentan el mismo desplazamiento obtenido en HCS1 indicando
gue estas sustituciones se encuentran sobre los carbonos 3 y 7 del esqueleto flavonoide.

Tabla 4.2: Sefiales del espectro de 13C del compuesto HCS2 y comparacién con la literatura*(Guerrero, et al., 2002)

7- O-
Metilo 55.9 56.0
3-0-
Metilo 59.5 59.5
8 92.1 92.1
6 97.6 97.6
10 105.0 105.1
2 115.4 115.5
5 115.6 115.7
6’ 120.5 120.6
v 120.6 120.7 |
3 137.7 137.8
3 145.1 145.2
& 148.7 148.8
2 155.8 155.9 N A
? 156.1 156.1 Figura 4.11: Espectro de 13C del compuesto HCS2 (CD30D 100MHZ)
5 160.8 160.9
7 165.0 165.0
4 177.9 178.0
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4.2.3 Compuesto HCS3

El compuesto HCS3 (15 mg) se obtuvo en forma de agujas amarillas solubles en DMSO con un
punto de fusidon de 169-171 °C. Después de obtener el perfil de HPLC presentado en la Figura 4.12,
el compuesto fue analizado por EM, Figura 4.13, donde se observa un pico de idn
pseudomolecular [M-H] m/z 342.9 en modo negativo, lo que indica un peso de 344.

Figura 4.12: Perfil de HPLC compuesto HCS3

Figura 4.13: Espectro de masas compuesto HCS3
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El andlisis espectroscdpico para determinar su estructura se realizd de la misma manera que con
HSC1. Al obtener los datos espectroscdpicos se compraron con la literatura encontrando que el
compuesto HCS3 corresponde al flavonoide 3-7-4'tri-O-metil quercetina (ayanina), que habia sido
aislado anteriormente de esta especie (Carron, et al., 2010). El espectro de RMN 'H se encuentra

en la Figura 4.14 y la comparacion de datos espectroscépicos con la literatura se encuentra en la
tabla 4.3.

Aunque las sefiales del espectro de RMN 'H de los compuestos HCS1 y HCS3, muestran la misma
cantidad de sefiales y multiplicidad, la diferencia entre estos dos radica en los desplazamientos

quimicos, en los cuales se evidencia un cambio de posicidon en los sustituyentes del anillo B del
esqueleto flavonoide.
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Tabla 4.3: Sefales obtenidas en el espectro de 1H para el compuesto HCS3 y comparacién con la

literatura* (Carrén, et al., 2010)

Figura 4.14: Espectro de RMN 'H compuesto HCS3 (DMSO d; 400MHz)
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4.3 Derivados hemisintéticos de los flavonoides mayoritarios

La especie Croton schiedeanus es usada en la medicina tradicional para el tratamiento de la
hipertension arterial, debido a esto se han realizado estudios farmacoldgicos que demuestran que
el extracto etandlico disminuye la presidon ejercida sobre anillos de aorta de ratas (vasodilatacion);
ademas estudios fitoquimicos posteriores han evidenciado que los flavonoides ayanina (3-7-4'tri-
O-metil quercetina) y DMQ (3-7-di-O-metilquercetina) son los componentes mayoritarios del
extracto (Carrdn, et al.,, 2010). Asi mismo se realizé un estudio para determinar la actividad
vasodilatadora encontrando como resultado que el compuesto DMQ es mas activo que la
ayanina; en este mismo estudio se pudo realizar una aproximacién a la relacidon estructura-
actividad al determinar que en algunos casos los sustituyentes hidroxilados en las posiciones 3’ y
4’ aumentan el potencial vasodilatador, al igual que las sustituciones metoxiladas en las posiciones
3y 7 (Guerrero, et al., 2002).

Con este referente se han realizado varios estudios en los cuales se prueba la accién de diferentes
compuestos flavonoides y en los que se determind que la presencia de un grupo carbonilo en la
posicién 4 y la presencia de varios sustituyentes hidroxilo, especialmente en el anillo B ocasionan
un descenso en la actividad, por otra parte, la potencializacién de la actividad con posiciones
hidroxiladas o metoxiladas en los carbonos 3 y 5 aun ha sido comprobada (Mladenka, et al., 2010).

Debido a que aun no se tiene claridad acerca del mecanismo de accién de los flavonoides
presentes en el Croton schiedeanus, se plantean diferentes reacciones de hemisintesis que en un
posterior estudio permitiran evaluar la potencializacidon o no de este efecto al incluir sustituyentes
de tipo acetilo y metoxilo en diferentes posiciones, ademds de la demetilacién de los grupo
metoxilo ya existentes dentro de las moléculas.

4.3.1 Derivados Acetilados

Se tomaron aproximandamente 25 mg de compuesto flavonoide y se sometieron a acetilacién por
el método anhidrido acético- piridina (Hermoso, et al., 2003), obteniendo los siguientes derivados
acetilados.

- Derivados acetilados de DMQ

Después de realizar la reaccion de acetilacion, el producto fue chequeado por CCD usando como
fase movil C¢HsCH3- AcOipr 7:3, encontrandose una mezcla de compuestos con un peso de 50 mg
que fue separada por CC obteniendo 5 fracciones numeradas DMQA1- DMQAS, después de
realizar el analisis por RMN *C de las fracciones DMQA1 y DMQA2 se encontraron las siguientes
estructuras.
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4.3.1.1: DMQA1

El compuesto DMQA1 (3mg) se analizé por RMN *°C, los resultados y la comparacién con las
sefales del compuesto DMQ se muestran en la Tabla 4.4.

Al realizar el andlisis del espectro de RMN 13C (cDCl; 100 MHz) del compuesto DMQA1, se
evidencia la presencia de 4 nuevos carbonos en 20.83, 20.87, 168.04 y 168.28 ppm, por su
desplazamiento, se puede concluir que los carbonos en 20.8 y 20.8 ppm pertenecen a un grupo
metilo de acetilo, que se confirma con la presencia de los carbonos en 168.0 y 168.2 ppm,
sugiriendo la presencia de 2 grupos acetilo dentro de la molécula.

Para determinar las posiciones de sustitucion se realizé el andlisis del resto de la molécula y la
comparacion con las sefiales de RMN C del esqueleto basico del compuesto DMQ. Respecto a las
sefiales del anillo A de la molécula no se presenta mayor cambio, pero al analizar las sefiales
correspondientes al anillo B, se encuentra que los carbonos sufren un desplazamiento
considerable hacia campo bajo lo que indica un fendmeno de desproteccidn. Los carbonos que se
ven mas afectados corresponden a los de las posiciones que anteriormente no presentaban
sustituyentes, (es decir 2°, 5y 6°), debido a que en el compuesto DMQ, estos se veian
influenciados a través del espacio por el oxigeno de un grupo OH que ahora esta reemplazado por
un éster. Sin embargo, los carbonos unidos directamente al grupo acetilo (3'y 4°) no presentan
mayor cambio de desplazamiento. El compuesto obtenido corresponde a la 3’-4’-di-acetil- 3-7-di -
O -metil Quercetina, Figura 4.15.

Tabla 4.4: Seiales de 13C para DMQ y DMQA1

oma_owass

2 155.99 | 153.85 ) _
3 137.89 | 140.14 Figura 4.15: Estructuray sefales de 13C para el compuesto DMQAt1
4 178.05 | 178.96 0
5 160.95 | 162.18
6 97.73 98.27
7 165.11 | 165.88
8 92.22 92.37 (@)
9 156.28 | 156.88
10 105.17 | 106.31 3 0
1 120.70 | 129.14
2’ 115.55 | 123.89
3’ 145.28 | 142.29 o o
4’ 148.86 | 144.14 '
5’ 115.74 | 123.86
6’ 120.67 | 127.00

3- O- Metilo 59.67 60.63

7 O- Metilo 56.06 56.01

3" 0- Acetilo 168.04

3’ O- Acetilo 20.87 OH lo)

4’ O- Acetilo 168.28

4’ O- Acetilo 20.83
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4.3.1.2: DMQA2

El compuesto DMQA?2 (28 mg) se analizé por RMN C los resultados y la comparacion con las
sefiales del compuesto DMQ se muestran en la Tabla 4.5.

Al realizar el analisis del espectro de B¢ (cDCl; 100 MHz) del compuesto D2, se evidencia la
presencia de 6 nuevos carbonos en 20. 82, 20.85, 21.30, 168.04, 168.27 y 169.80 ppm, por su
desplazamiento, se puede concluir que los carbonos en 20.82, 20.85 y 21.30 ppm pertenecen a un
grupo metilo de acetilo, que se confirmaria con la presencia de los carbonos en 168.04, 168.27 y
169.80 ppm, sugiriendo la presencia de 3 grupos acetilo dentro de la molécula.

Para determinar las posiciones de sustitucion se realizé el mismo anlisis explicado anteriormente
con DMQA1, en este caso se observd el mismo comportamiento apara el anillo B pero ademas se
observo un cambio considerable en los desplazamientos de los carbonos del anillo A; en el cual
todos se desplazan hacia campo bajo sugiriendo la presencia de la sustitucion por un grupo acetilo
en la posicién 5. El compuesto obtenido corresponde a la 3’-4’-5-tri-acetil-3-7-di-O- metil
Quercetina, Figura 4.16.

Tabla 4.5: Seiales de 13C para DMQ y DMQA2

C DMQ | DMQA2 o

2 155.99 | 152.32

3 137.89 | 141.93

4 178.05 | 173.29

5 160.95 | 150.66

6 97.73 108.56

7 165.11 | 163.67

8 92.22 | 98.71

9 156.28 | 157.92

10 105.17 | 111.54

1 120.70 | 129.29

2’ 115.55 | 123.79

3’ 145.28 | 142.26

4’ 148.86 | 143.91

5’ 115.74 | 123.68

6’ 120.67 | 126.84

3 O- Metilo 59.67 | 60.43

7 O- Metilo 56.06 | 56.18

5 O- Acetilo 169.80

5 O- Acetilo 21.30 o
3’ O- Acetilo 168.27

3°0- Acetilo 20.85 Figura 4.16: Estructura y sefiales de 13C para el compuesto
4°0- Acetilo 168.04 DMQA2
4°0- Acetilo 20.82
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- Derivado acetilado de Ayanina

Después de realizar la acetilacidn, se realizé el chequeo por CCD donde se observd que se
encontraba una mezcla de compuestos con un peso de 30 mg que fue separada por CC usando
como fase mévil CgHsCHs- AcOipr 7:3, obteniendo 3 fracciones numeradas AA1- AA3, la fraccion
AA3, se solubilizd en CDCl; y se le realizd el andlisis por RMN C obteniendo los siguientes
resultados.

4.3.1.3: AA3

El compuesto AA3 (28 mg) se analizé por RMN °C los resultados y la comparacién con las sefiales
de la Ayanina se muestran en la Tabla 4.6.

Al realizar el analisis del espectro de 3¢ (CDCl; 100 MHz) del compuesto AA3, se evidencia la
presencia de 2 nuevos carbonos en 20. 81 ppm y 169.01 ppm que de acuerdo a los andlisis
anteriores sugiere la presencia de un grupo acetilo dentro de la molécula. Para determinar la
posicidon de sustitucidn se realizé el mismo analisis explicado anteriormente con DMQA1 y DMQA?2
en el cual se comprobd que las sefiales correspondientes al anillo B fueron las que se desplazaron
hacia campo bajo, indicando la sustitucién acetilo en esa parte de la molécula. El compuesto
obtenido corresponde a la 3"-acetil-3-7-4"-tri-O- metil Quercetina, Figura 4.17.

Tabla 4.6: Sefiales de 13C para Ayanina y AA3

C Ayanina AA3

2 155.59 | 154.79
3 138.17 139.33
4 178.05 178.86
5 160.89 | 16211 Figura 4.17: Estructura y sefiales de 13C para el compuesto AA3
6 97.73 98.07
7 165.12 165.63
8 92.24 92.28
9 156.27 156.80
10 105.18 106.17
i 120.36 123.12
2 115.03 123.18
3 146.32 139.77
4 150.28 152.70
5 111.84 112.22
6’ 122.14 127.92
3 O- Metilo 56.03 59.60
5 O- Metilo 55.61 55.95
4°0- Metilo 59.69 56.18
3" O- Acetilo 169.01
3’ O- Acetilo 20.81
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4.3.2 Derivados Metilados

Se tomaron 30 mg de compuesto (DMQ y Ayanina por separado) y se sometieron a metilacidn con
sulfato de dimetilo (Rao and Owoyale, 1976) obteniendo el siguiente producto.

- Derivado metilado Ayanina

Después de realizar la reaccion de metilacion, el crudo de reaccién fue chequeado por CCD usando
como fase movil CgHsCHs- AcOipr 8:2, encontrdndose una mezcla de compuestos con un peso de
52.3 mg que fue separada por CC obteniendo 3 fracciones numeradas AM1- AM3; la fraccién AM1
se solubilizé en DMSO d6 y se analizd por RMN C. Al realizar el andlisis de las otras fracciones
obtenidas de la purificacién se observé que ademas de obtener el derivado AA3, se obtuvo otro
compuesto que fue identificado como el mismo HCS3.

4.3.2.1: AM3

El compuesto AM3 se obtuvo en forma de cristales amarillos con un peso de 10 mg y soluble en
DMSO d6. Después de comprobar la pureza del compuesto por medio de CCD, se procedid a
realizar un andlisis espectroscdpico de *C (Anexo 10) los resultados y la comparacién con las
sefales de la ayanina se muestran en la Tabla 4.7.

Al realizar el analisis del espectro de **C del compuesto AM3, se evidencia la presencia de un
nuevo carbono en 55.91 ppm, por su desplazamiento, se puede concluir que pertenece a un
carbono de grupo metoxilo. Para determinar la posicion de sustitucion se realizé el andlisis del
resto de la molécula y la comparacién con las sefiales de RMN *C del esqueleto basico de la
Ayanina. Respecto a las sefiales del anillo A de la molécula no se presenta mayor cambio, pero al
analizar las sefiales correspondientes al anillo B, se observa un cambio en el carbono de la posicién
3’, que tiene un pequefio desplazamiento a campo alto indicando un cambio de sustituyente por
un grupo protector, en este caso el intercambio de un dtomo de H del grupo hidroxilo por CHa. El
compuesto obtenido corresponde a la 3-7-3'-4’tetra-O- metil quercetina, Figura 4.18.
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Tabla 4.7: Sefales de 13C para Ayaninay AM3  Figura 4.18: Estructura y sefiales de 13C para el compuesto
AM3

e s |

2 155.59 155.79
3 138.17 138.60
4 178.05 178.38
5 160.89 161.07
6 97.73 98.15
7 165.12 165.47
8 92.24 92.84
9 156.27 156.68
10 105.18 105.53
iy 120.36 112.37
2 115.03 111.31
3 146.32 148.68
4 150.28 151.55
5 111.84 111.78
6’ 122.14 122.25
3 0- Metilo | 56.03 56.10
7 O- Metilo | 55.61 56.40
3’ O- Metilo | 59.69 55.91
4’ O- Metilo 55.86

4.3.3 Derivados Demetilados

Se tomaron 30 mg de cada uno de los compuestos (DMQ y Ayanina por separado) y se sometieron
a demetilacion con HI y fenol (King, et al., 1952). A partir de la reaccién de demetilacion de
ayanina se obtuvo el compuesto HCS3, en la reaccion con la DMQ se obtuvieron los siguientes
resultados.

- Derivado demetilado de DMQ

Después de realizar la reaccion de demetilacion, el producto fue chequeado por CCD usando como
fase movil CsHsCHs- AcOipr 7:3, encontrdandose una mezcla de compuestos con un peso de 28 mg
que fue separada por CC obteniendo 5 fracciones numeradas DMQD1- DMQDS5; la fraccién
DMQD5 se solubilizé en CD;0D vy se analizd por RMN *C.

4.3.2.1: DMQD5

El compuesto DMQD5 (8mg) se analizd por RMN *C, los resultados y la comparacién con las
sefiales de la DMQ se muestran en la Tabla 4.8.

Al realizar el andlisis del espectro de RMN 13C (CD;0D 100 MHz) del compuesto DMQD5, se
evidencia la ausencia del carbono de grupo metoxilo en 59.6 ppm que corresponde al sustituyente
del carbono 7, indicando de esta manera la pérdida de este grupo en el carbono 3. Para confirmar
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esta posicién se realizé el andlisis del resto de la molécula. Las sefiales del anillo A de la molécula
no se presentan mayor cambio, lo que confirma que el sustituyente metoxilo permanece en el
carbono 7, al analizar las sefiales correspondientes al anillo C se encuentra que los carbonos sufren
un desplazamiento hacia campo alto, confirmando de esta manera la pérdida del sustituyente en
la posicidn 3. El compuesto obtenido corresponde a 7- O -metil Quercetina, Figura 4.19.

Tabla 4.8: Seiales de 13C para HCS3 y DMQD5

c DMQ | DMQD5 Figura 4.19: Estructura y sefiales de 13C para el

2 155.99 148.8 Compuesto DMQDS
3 137.89 136.3

4 178.05 176.1

5 160.95 162.4

6 97.73 98.5

7 165.11 165.6

8 92.22 92.5

9 156.28 158.1

10 105.17 104.5

1 120.70 121.7

2’ 115.55 115.5

3’ 145.28 146.2

4’ 148.86 150.1

5’ 115.74 116.2

6’ 120.67 121.6

3 O- Metilo | 59.67

7 O- Metilo | 56.06 56.0

4.4 Determinacion de la composicion quimica del aceite esencial
de las hojas de Croton schiedeanus

Se tomaron 630 g de hojas frescas y se sometieron a destilacién por arrastre con vapor durante 2
horas obteniendo 1 mL de aceite que fue secado sobre sulfato de sodio anhidrido y almacenado a
4°C.

El aceite esencial de las hojas de Croton schiedeanus fue analizado por cromatografia de gases
acoplado a espectrometria de masas CG-EM. En las condiciones de analisis fue posible la
identificacion del 88.52 % de los componentes del aceite, dentro de los cuales se encuentra un
62.2 % de monoterpenos y un 26.32 % compuestos sesquiterpenicos. EI cromatograma obtenido
se muestra en la Figura 4.20.
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Figura 4.20: Cromatograma del aceite esencial de las hojas de la especie Croton schiedeanus
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Para determinar la composicién relativa del aceite esencial, Tabla 4.9, se calcularon los indices de
retencién calculados (IR C) y se compararon con los reportados en la literatura (IR T) (Adams,
1995), se tuvo en cuenta el porcentaje de coincidencia de acuerdo al espectro de masas (Anexos) y
la libreria interna del equipo (NIST 08).

Tabla 4.9: Composicidn relativa del aceite esencial de las hojas de la especie Croton schiedeanus

20.022 | 936 939 | 31.70 o Pineno 97
20.747 | 952 953 1.30 Canfeno 95
21.718 | 974 969 0.39 B Felandreno 93
22.029 | 981 980 | 23.76 B Pineno 96
22.300 | 987 991 2.26 B Mirceno 93
24.159 | 1029 | 1031 1.59 Limoneno 94
24.262 | 1031 | 1032 | 0.50 o Terpineno 93
24.732 | 1042 | 1050 | 0.47 B Ocimeno 95
28.067 | 1117 0.28 NI -
36.438 | 1379 | 1351 | 0.26 a Cubebeno 92
37.569 | 1389 | 1384 1.34 o Copaeno 94
37.953 | 1399 | 1398 | 3.28 B Elemeno 93
39.136 | 1415 | 1416 1.42 Aristoleno 85
39.279 | 1417 5.94 NI -
39.373 | 1418 0.40 NI -
40.568 | 1435 | 1436 | 1.54 o Cariofileno 93
40.754 | 1437 | 1439 | 0.38 o Guaieno

41.108 | 1442 | 1440 | 0.46 Aromadendreno

41.471 | 1447 | 1444 | 4.18 Germacreno D 90
41.806 | 1452 0.57 NI -
41,927 | 1453 0.50 NI -
42.035 | 1455 | 1455 | 0.97 a Selineno 92
42.565 | 1462 | 1475 | 0.69 Yy Muuroleno 91
42.665 | 1463 | 1487 1.94 | Cis 1,4 cadinadieno 90
45.057 | 1496 | 1576 | 0.40 Spathulenol 87
45.353 | 1500 0.94 NI -
46.464 | 1515 | 1514 | 0.70 B Cadineno 79
48.159 | 1538 | 1532 | 0.36 Epiglobulol 80
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De acuerdo a los indices de retencion y la comparacidon con la libreria interna del equipo los
componentes mayoritarios del aceite esencial son: a Pineno (48), B Pineno (49), Germancreno D
(50), B Elemeno (51) y Mirceno (52).

Estudios anteriores realizados con especies del género han encontrado que estos aceites se
caracterizan por ser de tipo terpenico y que por lo general sus componentes mayoritarios son
monoterpenos como el a y B pineno (Santos, et al., 2005), (Sylvestre, et al., 2006) y el
sesquiterpeno bisaboleno.

Estos aceites han demostrado diferentes actividades farmacolégicas, en el caso de las especies
Croton sonderianus, Croton cajucara Benth y Croton nepetaefolius (Santos, et al., 2005), se
encontré que tienen un efecto antinociceptivo en ratones; por otro lado, el aceite de Croton
flavens (Sylvestre, et al., 2006) posee un efecto cito toxico contra células tumorales.

Ademads se encuentra un estudio acerca del efecto cardiovascular del aceite esencial en ratas
normotensas (Siqueira, et al., 2006), en el cual se demostrd que los componentes mayoritarios del
aceite de las hojas de la especie Croton zehntneri, estragol y E- anetol causan un efecto
hipotensor en ratas previamente tratadas con medicamentos para aumentar su presion arterial.
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5.CONCLUSIONES

El andlisis fitoquimico preliminar mostré diferentes tipos de metabolitos presentes en la
especie, principalmente terpenos y flavonoides

A partir del estudio fitoquimico del extracto etandlico de Croton schiedeanus, se logro el
aislamiento de 3 compuestos de tipo flavonoide

El flavonoide Pachypodol no habia sido reportado anteriormente como componente de la
especie, sin embargo se tienen reportes de su aislamiento en la especie Croton
ciliatoglanduliferus.

Se desarrollaron diferentes reacciones de hemisintesis (metilacién, demetilacién vy
acetilacion) que dieron lugar a la formacion de 5 compuestos flavonoide: DMQA1,
DMQA2, AA3, AM3 y DMQD5.

Este trabajo presenta el primer reporte acerca de la composicién relativa del aceite
esencial de Croton schiedeanus.

El perfil cromatografico del aceite esencial de las hojas de Croton schiedeanus es de tipo
terpénico, presentando en su mayoria compuestos de tipo sesquiterpénico aunque los
componentes mayoritarios son los monoterpenos a Pineno, B Pineno, B Mirceno y los
sesquiterpenos Germancreno D y B Elemeno. Este comportamiento esta de acuerdo con
los obtenidos en otras especies del género.
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6.RECOMENDACIONES

= Se recomienda continuar con el estudio de las fracciones obtenidas del extracto etandlico
(éter etilico y residuo) para determinar su composicién y la posible presencia de otros
compuestos de tipo flavonoide que puedan contribuir con la actividad antihipertensiva
presentada por el extracto etandlico.

= Realizar el estudio fitoquimico de otras partes de la planta (tallos, frutos, hojas) y realizar
un ensayo antihipertensivo preliminar para comprobar su actividad.

= Realizar los ensayos de actividad antihipertensiva con los derivados flavonoides obtenidos.

= Realizar otras reacciones de hemisintesis con los flavonoides mayoritarios para seguir
aportando al estudio de la relacion estructura actividad.
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7.ANEXOS
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<< Target ==
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RawMode: Averaged 22.020-22.033(1954-1956) BasePeak:93.05(2809191)
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<< Target ==

Line#9 R.Time:24.260(Scan#:2290) MassPeaks:33

RawMode: Averaged 24.253-24.267(2289-2291) BasePeak:93.05(73755)
BG Mode:Cale. from Peak Group 1 - Event 1
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<= Target >>

Line#:13 R.Time:37.567{Scan#:4286) MassPeaks:73

RawMode: Averaged 37.560-37.573(4285-4287) BascPeak:119.10(121306)
BG Mode:Calc. from Peak Group 1 - Event 1
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<< Target =>

Line#:18 R.Time:40.567(Scan#:4736) MassPeaks:68

RawMode: Averaged 40.560-40.573(4735-4737) BasePeak:93.05(198287)
BG Mode:Cale. from Peak Group 1 - Event 1
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<< Target =>

Line#:25 R.Time:42.567(Scan#:5036) MassPeaks:68

RawMode: Averaged 42.560-42.573(5035-5037) BasePeak:161.15(49998)
BG Mode:Cale. from Peak Group 1 - Event 1
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RawMode: Averaged 42.660-42.673(5050-5052) BasePeak:161.15(118778)
BG Mode:Cale. from Peak Group 1 - Event 1
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Line#:27 R.Time:45.060(Scan#:5410) MassPeaks:81

RawMode: Averaged 45.053-45.067(5409-5411) BasePeak:91.05(9943)
BG Mode:Cale. from Peak Group 1 - Event 1
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<= Target ==

Line#:29 R Time:46.467(Scan#:5621) MassPeaks:80

RawMode: Averaged 46.460-46.473(5620-5622) BasePeak:161.15(47655)
BG Mode:Cale. from Peak Group 1 - Event 1
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Line#:30 R.Time:48.160(Scan#:5875) MassPeaks:83

RawMode: Averaged 48.153-48.167(5874-5876) BasePeak:81.05(13618)
BG Mode:Cale. from Peak Group 1 - Event |
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