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RESUMEN

Se realiz6 el estudio fitoquimico de las hojas de la especie Croton gossypiifolius Vahl
(Euphorbiaceae), colectada en la Cortada del Guayabo, Estado Miranda, Venezuela. A
partir del extracto metandlico de las hojas de esta especie, se obtuvieron tres fracciones
de distinta polaridad. De la fraccion de hexano se lograron aislar 2 ésteres de acidos
grasos y un triterpeno, identificados como: hexadecanoato de metilo (I), decanoato de
metilo (I1) y B-sitosterol (lll). De la fraccion de diclorometano se logro aislar una mezcla
de hidrocarburos saturados, y finalmente, de la fraccién de acetato de etilo, se aislo el

flavonoide identificado como quercitrina (1V).

Estos compuestos, a excepcion de quercitrina, se reportan por primera vez para esta
especie y sus estructuras fueron caracterizadas por técnicas espectroscopicas de RMN
en 1D (*H, *C) y 2D (HETCOR y FLOCK), DEPT, y espectrometria de masas.

Se evalud la actividad citotéxica de las fracciones y los compuestos aislados a través
del método MTT sobre las lineas celulares MCF-7 y SKBR3 (carcinoma mamario).
Encontrandose que tanto los compuestos como las fracciones presentaron actividad,
siendo la mezcla de hidrocarburos saturados la mas potente. Se evalud la actividad
antibacteriana de las fracciones a través del metodo de difusion sobre placas de agar,
obteniéndose como resultado que las tres fracciones resultaron activas contra las

bacterias Gram-positivas e inactivas frente a las Gram-negativas empleadas.
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1 INTRODUCCION

Para poder vivir, crecer y reproducirse, los organismos necesitan transformar una gran
variedad de compuestos organicos. Estas transformaciones requieren energia que la
obtienen en forma de ATP y la presencia de sistemas enzimaticos. El conjunto de
reacciones especificas, mediante el cual un organismo fabrica sus propias sustancias y
mantiene la vida se conoce como metabolismo. ! Cualquier molécula utilizada o

producida durante el metabolismo se conoce como metabolito.

Los metabolitos pueden ser primarios 0 secundarios, donde se ha designado como
metabolito primario a todos aquellos que participan en la nutricion y procesos
metabdlicos primordiales para la planta, mientras que los metabolitos secundarios son
aguellos que permiten interacciones ecoldgicas de la planta con su entorno pero no son
esenciales para la supervivencia de la planta, como lo son los metabolitos primarios,
aunque poseen caracteristicas muy interesantes, tales como: sus funciones biolégicas,
sus complejas estructuras y su reactividad quimica. Estos metabolitos son los que a

partir de ahora se definira como productos naturales.

En un sentido mas amplio se puede definir un producto natural, como todo compuesto
qgue provenga de la naturaleza, y en un sentido mas restrictivo un producto natural sélo

es un metabolito secundario.

El interés en estos productos naturales como fuente de nuevos medicamentos se debe
a la inmensa diversidad de la naturaleza y a los amplios antecedentes de su uso para

tratar enfermedades humanas desde los comienzos mismos de la medicina. Ademas,



en su estado no modificado o modificado quimicamente, los productos naturales

pueden ser adaptados para actuar en un sin niimero de actividades bioldgicas. %

Las plantas medicinales fueron durante mucho tiempo nuestra principal fuente de
productos terapéuticos, pero con la aparicion de la industria farmacéutica y los avances
de farmacologia, las plantas pasaron a ser la fuente de principios activos de
medicamentos de sintesis, y mas tarde, fueron desplazadas por éstos. Ahora hay una
“vuelta a la naturaleza” con el consiguiente aumento de consumo de productos a base

de plantas medicinales. °!

La tendencia de volver a la naturaleza en los diferentes aspectos de la vida del hombre,
de los cuales no se escapa el nutricional y por demas, aquel que trata de aprovechar
las fuentes naturales para el tratamiento de varias enfermedades, ha encontrado en el
estudio de las plantas principalmente terrestres y en menor grado plantas acuaticas,
insectos y otros, un beneficio que pareciera inagotable. De hecho, desde hace unos
cuantos afios, las industrias farmacéuticas grandes, asi como las agencias estatales
dedicadas a la salud de diferentes partes del globo, han invertido considerables sumas

con el afan de lograr nuevos farmacos menos toxicos y mas eficientes. ¥

Asimismo, este interés en lo natural ha impulsado al desarrollo de la Fitoquimica como
disciplina cientifica, encargandose del estudio de los metabolitos secundarios de origen
vegetal, con el fin de extraerlos, purificarlos, elucidar su estructura y evaluar su

actividad bioldgica.

La familia Euphorbiaceae ha sido de gran interés en estudios fitoquimicos, por su gran
variedad de especies y géneros. En especial el género Croton que es el mas grande de

la subfamilia Crotonoideae, en el cual se reportan unas 1.300 especies. En Venezuela,



existen unas 80 especies endémicas y muchas plantas del género Croton son utilizadas
en América, Africa y Asia con diferentes propiedades terapéuticas tales como:
antiinflamatoria, antinociceptiva, antineoplasica, hipo-glicemiante y para el tratamiento
de problemas gastrointestinales. Sus aceites esenciales son también de uso comun

para tratar trastornos de salud. ™



2 ANTECEDENTES

2.1 FAMILIA EUPHORBIACEAE.

La familia Euphorbiaceae, con 322 géneros y 8910 especies, ¥ posee una gran
variedad de morfologia genética, la cual dificulté su clasificacion por ser una familia muy
grande. Sin embargo, aunque esta familia ha sido estudiada por un grupo que
comprende botanicos de diferentes paises, se llevaron a cabo investigaciones de
taxonomia, anatomia, fitoquimica, botanica econémica y sistema molecular, 'y Segtn
Webster (1994), usando la clasificacion de Miller como base, empled estructuras
filogenéticas como morfologia del polen y la anatomia para crear la siguiente
clasificacion de la familia Euphorbiaceae, dividiéndola en cinco subfamilias:
Acalyphoideae, Crotonoideae, Euphorbioideae, Phyllanthoideae y Oldfieldioideae. ®'De
acuerdo con esta clasificacion, las primeras tres subfamilias se caracterizan por poseer

un évulo, mientras que las dos Gltimas subfamilias tienen dos 6vulos. !

La familia Euphorbiaceae posee las siguientes caracteristicas:

e Tipos de plantas: hierbas, arbustos y arboles con latex, a veces carnosos y
cactiformes.

e Hojas: generalmente simples, palmadas; alternas u opuestas, con estipulas que

pueden estar transformadas en espinas o glandulas.

e Flores: imperfectas monoicas o dioicas, dispuestas en espigas o racimos, en el

género Euphorbia la inflorescencia caracteristica es el ciatio.



e Perianto: generalmente de 5 piezas, simples, sepaloides y en otros casos el

perianto esta totalmente ausente.

e Estambres: filamentos libres o soldados, a veces ramificados, insertos sobre un

disco nectarifero; con anteras bitecas y dehiscencia longitudinal.

e Gineceo: ovario supero, con 3 carpelos soldados, con 3 I6culos con 1 0 2 Gvulos

cada uno, placentacion axilar, estilos libres o unidos en forma variable.

e Fruto: generalmente esquizocarpo, algunas veces drupa.

e Semillas: con embrién recto o curvo, a menudo con ornamentacion muy variada y
de alto interés taxonomico, en ocasiones con abundante endosperma

oleaginoso.

Esta familia heterogénea de plantas tiene importancia en diferentes areas: como en la
obtencién de productos industriales (de Hevea brasiliensis se obtiene el caucho),
alimentos (de Manihot esculenta se obtiene la yuca o mandioca), en medicina (de
Ricinus communis se obtiene el aceite de ricino), ornamentacién y entre otras.
Experimentalmente numerosos trabajos resaltan la actividad de esta familia de plantas
en la medicina. Como por ejemplo, R. communis ha mostrado actividad insecticida y
actividad contra promastigotes de L. major, cuando es utilizado como parte de la dieta
del vector Phlebotomus papatasi, extractos o componentes del latex de Euphorbia
splendens var. hislopii (E. milli) han presentado actividad contra los moluscos
hospederos intermediarios de los esquistosomas; siendo segun sus autores uno de los
mas potentes y especificos molusquicidas descubiertos hasta la fecha, extractos de
Euphorbia prostrata Ait han mostrado actividad antiinflamatoria, antiglicemiante,



insecticida y antihelmintica. Especies del género Croton han presentado propiedades

antiinflamatorias, antitumorales, leishmanicidas y antimalarica. ©!

Desde el punto de vista quimico esta es una familia muy diversa, ya que en los estudios
fitoquimicos realizados a muchas de sus especies se han reportado terpenos,
flavonoides, alcaloides, saponinas, ésteres, glicésidos, taninos, lectinas vy

glicoproteinas.!'”

Ademas de estos compuestos, muchas especies tienen sustancias irritantes y/o
citotoxicas, por ejemplo la savia de muchas especies de Euforbidceas posee
compuestos altamente irritantes para la piel y las membranas mucosas. Esto no se
limita solamente a la savia, sino que también se observa a menudo en otras partes de
dichas plantas. Por ejemplo la fraccion resinosa del aceite de Croton, purgante obtenido
a partir de las semillas de Croton tiglium, posee ésteres forbdlicos altamente irritantes y

ademas generadores de tumores. %

2.2 PRINCIPALES COMPUESTOS QUIMICOS AISLADOS DE LA FAMILIA
EUPHORBIACEAE.

A continuacién se generaliza como aspecto quimico caracteristico, que la familia
Euphorbiaceae contiene como principales metabolitos secundarios los terpenos

seguidos de flavonoides y alcaloides.

2.2.1 Terpenos.

Los terpenos son hidrocarburos complejos de formula general C.Hzn.4, de la serie del

isopreno como se muestra en la Figura 1, constituyen uno de los grupos mas amplios



de fitonutrientes y actian como antioxidantes protegiendo los lipidos, la sangre y demas
fluidos corporales del ataque de radicales libres de especies de oxigeno. De manera
general, los terpenos obedecen a lo que se conoce como regla del isopreno, es decir, la
secuencia de los atomos que conforman un terpeno es tal que pueden localizarse
varias unidades consecutivas de isopreno. Sin embargo, esto no es siempre cierto por
cuanto el numero de atomos de carbono puede no ser un multiplo de cinco, pues son
frecuentes las reacciones de degradacion, o bien suceden rearreglos esqueletales que
conducen a secuencias anormales de la unidad de Cs. El descubrimiento de un gran
namero de compuestos que presentan diferentes grupos funcionales ha generado el
uso del término “terpenoide” para designarlos en lugar de “terpeno” cuya terminacion (-

eno) denota mas bien hidrocarburos.

=

Fig. 1: Estructura del isopreno.

El género Euphorbia, es el que ha llamado més la atencién y ha sido estudiado
precisamente por su contenido en diterpenos bioldégicamente activos. Un estudio de la
distribucion de estos diterpenos en aproximadamente 60 especies de Euphorbia

demostré que un 90% de las especies estudiadas contenfan estos compuestos. %

En las especies de la familia Euphorbiaceae se han identificado mas de 55
triterpenoides (tetra y pentaciclicos), principalmente del latex pero también presentes en
otras partes de la planta como corteza, flores, hojas, raices, etc. Algunos de ellos se
encuentran libres y otros en forma de ésteres (acetatos) o glicésidos. El latex de

Euphorbia contiene mayormente triterpenos y sus ésteres.



Se ha encontrado diterpenoides en los tallos, hojas y latex de algunas especies de la
familia Euphorbiaceae, dentro de los reportes se encuentran estructuras con una gran
diversidad de diterpenoides con esqueletos macrociclicos y policiclicos. Algunos de
estos compuestos han presentado actividad antimicrobiana y otros han resultado

téxicos e irritantes de la piel.

2.2.2 Flavonoides.

Los flavonoides son pigmentos vegetales no nitrogenados, que tienen varias funciones
en la planta. Asi, se consideran como antioxidantes y secuestradores de radicales
libres, agentes antimicrobianos y antinutricionales, fotoreceptores y protectores contra la
luz UV, agentes quelantes de metales, atractores visuales para los insectos, ademas los
flavonoides favorecen la funcion de la vitamina C, mejorando su absorcién y
protegiéndola de la oxidacion. La estructura general de los flavonoides comprende un
anillo A, un anillo B y tres atomos de carbono que unen los anillos A y B,
correspondiente a la parte alquilica del fenil propano. Es por esto que se les conoce
como unidades C;s: C-C3-Cs y el esqueleto recibe el nombre de nucleo de flavano.
Estos pueden contener un anillo central heterociclo (y-pironas) que son los mas
abundantes, o una cadena abierta. [!La Figura 2 muestra la estructura quimica de uno

de los flavonoides mas comunes: La quercetina.

OH
OH

HO o. 3

T
|| OH

OH ©)

Fig. 2 Estructura quimica de la quercetina.



La familia Euphorbiaceae es rica en flavonoides, particularmente flavonas y flavonoles,
que se han identificado en varios géneros. Estos se presentan como O- y C-glicésidos y
como metil ésteres. También se han encontrado flavononas pero en relativamente
pocas especies. Los dos flavonoles comunes, kaenpferol y quercetina (y sus glicésidos)

son los mas ampliamente distribuidos en los diferentes géneros de la familia.

2.2.3 Alcaloides.

Los alcaloides son bases organicas y su actividad biologica, principalmente a nivel del
sistema nervioso, fue el motor de las primeras investigaciones en productos naturales.
Algunos se han manifestado como altamente toxicos, y otros en dosis apropiadas, son
drogas comunmente usadas en medicina, por ejemplo la Morfina que se muestra en la

Figura 3.

Fig. 3: Estructura quimica de la Morfina.

La variedad estructural es muy grande, tanto en su esqueleto carbonado como en el
tipo y numero de sustituyentes. El nitrdgeno, que debe estar presente para que una
molécula sea catalogada como alcaloide y ademas debe provenir de un aminoacido,
pueden estar como una amina primaria, secundaria, terciaria, o sal cuaternaria de
amonio, amida y N-6xidos, o puede haber mas de un nitrégeno con diferente
funcionalidad en la misma molécula. Los aminoacidos no son alcaloides, pero son sus

precursores. ¥
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Se han detectado diversas clases de alcaloides, que se encuentran principalmente en
los géneros Croton y Phyllanthus. Los glucdsidos cianogénicos, que como se sabe
pueden ser toxicos, se han encontrado en algunas especies de los géneros Euphorbia,
Hevea, Jatropha, Manihot y Mercurialis. 2

2.3 GENERO CROTON

El género Croton es el segundo género mas importante de la familia Euphorbiaceae,
comprende aproximadamente 1300 especies ® entre arboles, arbustos y hierbas,
distribuyéndose ampliamente en las regiones tropicales y subtropicales del mundo
(Figura 4). Este género es bien conocido por sus diferentes tipos de diterpenos con una
amplia gama de actividad biolégica. *® Otros metabolitos secundarios frecuentemente
reportados en este género son los alcaloides, flavonoides, saponinas y fenil

propanoides. 7]

Fig. 4: Distribucion a nivel mundial del género Croton.
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A algunas especies de este género se le adjudican usos populares que incluyen el
tratamiento para el cancer, estrefiimiento, diabetes, problemas digestivos, disenteria,
heridas externas, fiebre, hipercolesterolemia, hipertension, inflamacion, lombrices
intestinales, malaria, Ulceras y pérdida de peso. ¥ Se conoce que varias especies de
este género poseen una sabia roja o latex rojo conocido como “Sangre de Drago” o
Sangre de Dragdén” que tiene componentes quimicos que actian en el tratamiento de
algunas de las enfermedades mencionadas anteriormente, tales como: diarreas, Ulceras
y en la cicatrizacion de heridas, ?” también se ha reportado actividad citotoxica de este

latex contra varias lineas celulares de tumores humanos.

Diferentes clases de diterpenoides con variedad estructural se han identificado en este
género entre los cuales se encuentran: labdanos, cembranoides, traquilobanos,
pimaranos, clerodanos y ent-kauranos y muchos de estos compuestos han presentado

actividad citotéxica contra varias lineas de cancer humano. %!

A diversas especies del género Croton se le han realizado estudios fitoquimicos y
bioldgicos, que ayudaron al conocimiento de su taxonomia, sus principales metabolitos
secundarios y su(s) actividad(es) biologica(s). Estas propiedades pueden variar por
cada especie del género, mayormente se adjudica a la localidad de la planta, en este
mismo sentido se exponen diferentes especies del género Croton que han sido

estudiadas en los ultimos 5 afios separandolas por regiones.
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2.3.1 Region Asia.

2.3.1.1 Croton kongensis Gagnep.

Es una planta china conocida como “Ba-duo”, que se utiliza con frecuencia en la
medicina popular para tratar la dismenorrea. Del extracto etandlico de las hojas secas
de la planta se aisl6 el diterpeno,ent-8,9-seco-kaurano (1), junto con los compuestos
rabdoumbrosanin (2), ent(7a, 14p)-7,14-dihidroxi-ent-kaur-16-en-15-ona (3), ent-7[3-
hidroxi-15-oxokaur-16-en-18-il-acetato (4), acido vanilico (5), acido 4-hidroxi-benzoico
(6), acido 4-metoxi-benzoico (7) y el 2,6-di-terc-butil-4-metil-fenol (8).*?Estos
compuestos exhibieron actividad antimicobacteriana a concentraciones minimas
inhibitorias de 25.0, 6.25 y 6.25 yg/mL, respectivamente. También presentaron actividad

antimalarica con valores de Clsg en un intervalo de 1.0-2.8 pg/mL. (23]

H

-
-
-

(1) = Ry = OCOCHg; Ry = OCH,CHs (8) =Ry =OH; Ry = H
(2) =R; = H; Ry = OH (4) =Ry = H; Ry = OAc
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O OH o) OH
X X OH
OCHj,
OH R
(5) (6) =R =0OH (8)
(7)= R = OCHj

2.3.1.2 Croton oblongifolius Roxburgh.

Es un arbol de aproximadamente 8 m de altura que crece en aéreas silvestres
pantropical de Asia, como Tailandia, Myanmar e Indonesia. Croton oblongifolius
Roxburgh es utilizada en la medicina popular tradicional, donde sus flores se utilizan
como antihelmintico, su fruto macerado con 28 a 40% de alcohol como un oxitécico
para el post-parto, y su corteza del tallo o las hojas como antidiarreico. En esta especie
se han encontrado diterpenoides tipo labdanos, halimanos, clerodanos y cembranos. 4
En un estudio fitoquimico realizado en las hojas de Croton oblongifolius Roxburgh, se
lograron aislar tres pares de glucésidos megastigmano, nombrados: oblongionosidos A-
F (9-14). ™ En la corteza recogida de la provincia de Loe, se logré identificar un
diterpeno clerodano (15), un furano trisustituido (16), junto con seis diterpenoides (17-
22).



(17) =R = CO,H
(18) =R = CHj

14
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(19) (20) (21)

~
—0
HO
(22)

Se ensay0 la actividad citotoxica de los compuestos aislados contra las siguientes
lineas celulares de cancer: KATO-3 (carcinoma gastrico), SW620 (adenocarcinoma de
colon), BT474 (carcinoma de mama), HEP-G2 (hepatoblastoma de higado) y CHAGO
(carcinoma de pulmon) donde mostraron accion citotoxica moderada contra KATO-3
(Clsp 2,2 pg/mL), SW620 (Clsp 2,7 pg/mL), BT474 (Clso 4,6 pg/mL), HEP-G2 (Clso 3,7
ug/mL) y CHAGO (Clsp 3,3 pg/mL).1?®
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2.3.1.3 Croton gratissimus Burch.

Es un arbol que se produce en zonas pedregosas o laderas rocosas a lo largo de gran
parte de las regiones calidas y secas que van desde el noreste hasta el cuerno de
Africa. Las hojas se utilizan secas o en polvo porque producen un olor agradable
(lavanda) y se considera como una especie etnomedicinal, ya que los zulGes utilizan la
savia de la corteza en infusiones como purgantes para trastornos estomacales e

intestinales, a pesar de su reputacion toxica. 7}

En un estudio fitoquimico de los extractos de hexano y diclorometano realizados en la
corteza del tallo de Croton gratissimus Burch, se aislaron cuatro diterpenoides
cembranos (23-26). ¢

(23) (24)
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(25)

2.3.1.4 Croton tonkinensis.

Es un arbusto nativo del norte de Vietnam y es utilizado en la medicina popular para
tratar las quemaduras, dolor abdominal y Ulceras gastricas. Se reportaron la presencia
de alcaloides, diterpenoides y flavonoides. En un estudio fitoquimico en busca de
nuevos compuestos se logré aislar dimeros simétricos de diterpenoides ent-kauranos
(27-28). 18!

(27) =R = OH
(28) =R = OAC
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2.3.1.5 Croton caudatus Geisel.

Es un arbusto trepado que se utiliza a menudo por las comunidades Chakma y Hmar,
las tribus locales del noreste de la India utilizan esta planta con fines medicinales y
veterinarios. En los extractos de etanol de las hojas se encontr6 un inhibidor de
crecimiento (JDHex) contra los promastigotes y amastigotes de Leishmania. *® En otro
trabajo, a partir del estudio fitoquimico del extracto etandlico del tallo de la planta Croton
caudatus Geisel, se aislaron el sesquiterpeno crocaudatol (29) junto con oplopanona
(30) y los siguientes compuestos: 3,5,6,7,8,3’,4’-heptametoxiflavona (31), tangeretina
(32), nobiletina (33), 5,6,7,4’-tetrametoxiflavona (34), sinensetina (35), kaempferol (36),
tilirosido (37), kaempferol-3-O-rutinosido (38), rutina (39) y una flavona llamada Croton
caudatin (40). B%




OCH; O
(31) = Ry= Ry = Rg= OCHs
(32) = Ry= Ry= H; R3=OCHj
(33) =Ry = R3= OCHg; R, = H
(34)=R;=R,=Rg=H

(35) = Ry= OCH3; R, = Rs = H

H,CO
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OH (|)|
(36)=R;=R,=H
(37) = Ry = H; Rz = Glu-6-O-E-Coumaroil
(38) = R; =H; R, = Rutinosa
(39) = R; = OH; R, = Rutinosa

OCH,
OCH,

H5CO || o)
OCH,; O
(40)
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2.3.1.6 Croton cascarilloides Rauschel.

Es un arbol que se distribuye en Japon (Kagoshima y Okinawa), Taiwan, Tailandia y
Vietnam de aproximadamente 0,5 a 2 m de altura. A partir del extracto metandlico de
las hojas se aislaron siete glicésidos megastigmano (41-52). B En otra investigacion de
los tallos de Croton cascarilloides Rauschel, se aislaron ocho diterpenoides llamados

crotocascarin, que tienen un esqueleto del tipo crotofolano, junto con dos nor-

diterpenoides llamados crotocascarin a y 3, derivados del reordenamiento del esqueleto
crotofolano (53-54). 52!

(41) =R; =Glc; Rz = H; Ry = Fer (43)=R;=H
(42) =Ry =Glc; R3=H (44) = Ry = Glc; Ry= OH; Rz = H; R, = Fer
(45) = Ry = Glc; Re= OH; Rz = H; Ry = Sin
(46)= R, = Glc; R,= OH; R3 = Api; Ry = H; Rs = H
(47) =R1=H; R, = OH
(48)= R = GIc; Ry= OH; R3 = Api; Ry = H; Rs = pOHBz
(49) = R; = Glc; Ry= OH; R3 = Api; R4 = H; Rs = Sin
(50) = R1 = Glc; Ro=H; R3 = Api; R4 = H
51)=Rz=H
(52) =R1 =Glc; R, =OH
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Api: Glc:
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0 @)
4" OR. 1" OH 1
HO
OH  OH OR3
pOHBz: Fer: H
O Sin: OCH3;
Hg CHg ?
=
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HO
HO
X
O
\ o H
HsC
H,C
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OH
(53) =R = OH
(54) =R =H
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2.3.2 Region Sur América.

2.3.2.1 Croton cajucara Benth.

Es un arbusto cominmente conocido como Sacaca, que se encuentra exclusivamente
en la selva amazénica mayormente al norte de Brasil. ®¥ Se utiliza en la medicina
popular para la diabetes, el tratamiento de la diarrea, trastornos gastrointestinales y
enfermedad hepética. La corteza y las hojas de la planta se utilizan comUnmente en

infusiones o en polvo para la preparacion de pildoras. %

Se han aislado de la corteza los siguientes diterpenos: trans-dehidrocrotonina (DCTN)
(55), trans-crotonina (TCN) (56), cajucarin A (57), cis-cajucarin B (58), trans-cajucarin B
(59), sacacarin (60). En un estudio se realizaron pruebas in vitro y se evalué la actividad

leishmanicida del diterpeno DCTN contra la forma promastigote de Leishmania

mostrando actividad con un Clsp = 6,3ug/mL (20,13uM), Contra amastigotes axénicos
[34]

presento actividad con un Clsp = 19,9ug/mL (63,75uM).
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2.3.2.2 Croton celtidifolius Baill.

Esta especie es originaria de las regiones de la Mata Atlantica y se encuentran con
frecuencia desde el Estado de Rio de Janeiro hasta Goias. La planta cuenta con
numerosos nombres populares, que cambian con la region donde se encuentre, entre
los cuales esta "Pau-Sangre", "Sangre de Dragén”, "Sangre de Adave", y otros. Se
recomienda su uso para el tratamiento de enfermedades inflamatorias y ulcerosas, ya

sea por masticar la corteza o por medio de una infusién. £

Los estudios para la caracterizacion quimica de los constituyentes de Croton celtidifolius
mostraron que los compuestos principales son taninos condensados (proantocianidinas)
incluyendo catequina (61), galocatequina (62), oligbmeros y proantocianidinas
poliméricas. También se demostrd la presencia de alcaloides y saponinas en la corteza
de esta planta. La actividad biologica relacionada a la planta incluyen las propiedades

antiedematogénica, antioxidante, anti-inflamatoria y neuroprotectora. #°!
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OH
OH OH

OH

OH
(61)

2.3.2.3 Croton eluteria Bennett.

Es un arbusto o pequefio arbol tropical que se encuentra en las Antillas y en el norte de
América del sur, *¥! es cominmente conocido como la cascarilla y ha sido ampliamente
utilizado en la medicina popular tradicional como estimulante digestivo y para
reemplazar cortezas mas valiosas como Chinchona y Cascara. Hoy en dia su uso
principal es en el campo de la aromatizacién, donde su fragancia y su sabor amargo la

han convertido en un agente saborizante de licores. 7]

La investigacion quimica de la cascarilla comenzo6 en 1845 cuando se aislé su principal
metabolito secundario, el cascarillin (63).Este descubrimiento se erige como un hito en
la historia de la quimica de productos naturales porque el cascarillin fue el primer
diterpeno que se obtuvo en forma pura, ademas también fue una de las primeras

sustancias amargas no alcaloidal que se aislé de una fuente vegetal. 2"
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(63)

2.3.2.4 Croton nepetaefolius Baill.

Esta planta es popularmente llamada "memobrillo rojo" y es abundante en el noreste de
Brasil, donde se utiliza en la medicina popular como un sedante, un antiespasmadico y

para el tratamiento del célico intestinal. 1*®!

A pesar de su popularidad, la planta ha recibido poca atencion cientifica. Los estudios
disponibles han tratado solo con la composicién quimica del aceite esencial de Croton
nepetaefolius Baill descubriendo asi, sus efectos a nivel intestinal y en las vias
respiratorias. Los estudios farmacolégicos han demostrado que tiene potente actividad
antiespasmadica, en consonancia con su uso en la medicina popular. No se sabe, sin

embargo, si tiene otras actividades biolégicas. *®

En el estudio fitoquimico del extracto etandlico en los tallos del Croton
nepetaefolius Baill, se pudieron aislar los diterpenos 1,4-diidroxi-2E,6E,12E-trien-5-ona-

casbeno o 4-hidroxi- 2E,6E,12E-trien-5-ona-casbeno
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(64), 2-hidroxi-4,6-dimetoxiacetofenona (65), 2-hidroxi-3,4-dimetoxiacetofenona (66) y
los estirenos 3-O-B3-D-gluco-piranosilsitosterol (67), B-sitosterol (68) y el estigmasterol
(69). *8

OH | |
O
) OH |C|) _
~
o
\O /O
(64) (65) (66)

(67) = R = 3-O-B-D-Glicopiranosil
(68) = R = H,22,23-dihidro
(69) =R =H, A*?
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2.3.2.5 Croton palanostigma Klotzsch.

Es un arbol de tamafio mediano, nativo de la costa brasilefia del Norte. Estudios
fitoquimicos de la corteza de Croton palanostigma Klotzsch produjeron dos diterpernos
con un esqueleto clerodano (aparisthman y cordatin). Estos compuestos mostraron
actividad anti-Ulcera similar a la cimetidina (Tagamet®) el compuesto utilizado para el

tratamiento de Ulcera péptica. *°!

Esta especie, junto con diversos Croton spp, son conocidas por producir una savia
viscosa de color rojo llamada sangre de dragén. ¥” A partir de los aceites esenciales de

hojas, ramas, cortezas del tronco y frutos de esta especie, se aislaron los compuestos

linalool (70), PB-elemeno (71), trans-cariofileno (72), trans-metilisoeugenol (73)
[40]

metileugenol (74), a-pineno (75), limoneno (76), sabineno (77) y B-pineno (78).

H,c_ OH
CH,
|

(70) (71) (72)
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2.3.2.6 Croton schiedeanus Schlecht.

Es una especie medicinal cuyas hojas en infusién se utilizan popularmente en Colombia
para la hipertensién arterial. Estudios previos sefialan que el extracto acuoso y en
mayor medida el extracto etandlico, ejercen efectos hipotensores y vasodilatadores en
ratas de laboratorio. El andlisis fitoquimico ha llevado al aislamiento e identificacion de

metabolitos secundarios del tipo flavonoide, diterpenoide, esterol y fenilbutanoide. "
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La ayanina su metabolito mayoritario presentd efectos vasodilatadores vinculados
especialmente con la ruta metabdlica de guanilato ciclasa y da soporte al uso tradicional
de esta especie. Ademas de la ayanina también la quercetina, 3,7-di-O-metilquercetina
(79) y 3-O-metilquercetina (80), serian los principales responsables de la actividad
biolégica. Si bien los mecanismos vasodilatadores de estos metabolitos estan ligados a
la activacion de 6xido nitrico, hasta la fecha no se ha precisado el o los principales

mecanismos vasodilatadores del extracto total de C. schiedeanus. *4

(79)

2.3.2.7Croton urucurana Baillon.

Es un arbol que se encuentra comunmente en la region de Ciudad Dourados, de Brasil.
Es ampliamente utilizada en la medicina tradicional para el tratamiento de heridas con
infeccion y para acelerar la cicatrizacion. En estudios fitoquimicos de la corteza de esta
planta, se aislaron tres diterpenos clerodanos y se identificaron como: metil-12-
epibarbascoata (81), sonderianin (82) y 15,16-epoxiclerodan-3,13,14-trien-2-ona (83),
junto con los compuestos metil-3-0x0-12-epibascoato (84), acido acetil aleuritolico (85),
B-sitosterol (68), B-sitosterol-3-O-glucosido (86). 2
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2.3.2.8 Croton zehntneri Pax and Hoffman.

Esta planta aroméatica cuyas hojas y tallos estan equipados con un aroma que recuerda
a una mezcla de hinojo y clavo India ¥, es nativa de la regién nororiental de Brasil y es
popularmente conocida como “canela de cufia”, sus hojas tienen un aceite esencial

principalmente compuesto por terpenos, que corresponden al 3,2% de su peso seco. 4
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Esta planta se utiliza principalmente en la medicina popular para el tratamiento de la
ansiedad, anorexia o para el alivio de trastornos gastrointestinales. Los principales
compuestos terpenoides presentes en el aceite esencial de este Croton son: eugenol
(87), metil-eugenol (88), anetol (1-metoxi-4-(1-propenil) benceno) (89), que es un liquido
incoloro con sabor a anis y es 10 veces mas dulce que el azicar comun. Estragol (1-
alil-4-metoxibenceno) (90), es un fenilpropeno y un isémero de anetol que comparte su

sabor a anfs, pero no posee el sabor dulce. ¥

O =
© _— :@N
T :

HO

(87) (88)
o~ O
c|) 0
(89) (90)

2.3.2.9 Croton stipuliformis Bark.

Es una especie nativa de Colombia y crece bajo climas suaves entre 500 y 1.800
metros sobre el nivel del mar, en la zona de los Andes correspondiente a la region
centro-oeste de Colombia. Este arbol alcanza una altura de 25 a 30 metros, y se le

conoce comunmente como "guacamayo" o "candelero", su corteza produce el latex
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llamado “Sangre de Drago”, que se utiliza para diferentes fines farmacologicos, como el

tratamiento de Ulcera, el dolor, anemia y cancer. 2!

A partir de un extracto metandlico de las hojas de Croton stipuliformis Bark, se aislaron

tres diterpenos del tipo ent-3,4-seco-labdanos (90-92). 14!

(90) (91)

Ademas, también se lograron aislar el ent-labdano (93), 6-hidroxinidorelol (94) y
B-sitosterol (68). **!
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~H ""OH
HeC' CHy

HO™ < H
HsC' CH,

(93) (94)
2.3.2.10 Croton adenocalyx Baill.

Es una planta representativa de Brasil. La purificacion de la fraccion de hexano,
obtenida a partir del extracto etandlico de la corteza del tronco de esta especie, dio

como resultado el aislamiento de la cumarina 6-metoxi-7-hidroxicumarina (95) y el

flavonoide 3’,5-dihidroxi-3,4’,7-trimetoxiflavona (96). ¢!
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2.3.2.11 Croton macrobothrys Baill.

Es un arbol de la Mata Atlantica en el sur de Brasil. /! A partir del estudio fitoquimico

del extracto metandlico de las hojas de la especie, se aislaron e identificaron los

siguientes compuestos: acoridina (97), B-sitosterol (68), p-amirina (98), asi como el

geranilgeraniol (99) y la salutaridina (100). Compuestos que ya eran conocidos para el

género Croton. 1“8

(97)

H,C
HeC. — °%
CH, CHs
CH,
HO
HiC” CHy
(98)
@
= =z
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2.3.2.12 Croton lechleri Mull. Arg.

Es un arbol amazdnico de pequefio tamafio y es conocido por su savia roja que utilizan
los nativos para tratar enfermedades como la cicatrizacién de heridas, enfermedades
gastrointestinales y también el cancer. ¥ La caracterizacion fitoquimica de la savia ha
llevado a la conclusibn de que las proantocianidinas oligoméricas y flavonoles
constituyen casi el 90% del peso en seco de la especie. Sin embargo, diversos
compuestos menores también se han encontrado; uno de ellos es la taspina (101) un
alcaloide que se encuentra en la savia de los arboles maduros, el cual presenta buenas

propiedades de curacion de heridas.
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(101)

En otra investigacion de la savia de Croton lechleri Mull. Arg fueron aislados e
identificados tres megastimanos (102-104), tres lignanos (105-107), cuatro 3-flavonoles
(108-111), tres fenilpropanoides (112-114) y un clerodano (115). °Y

(102) =R =0OH (104) = 4,5-dihidroxiblumenol
(103)=R=H

HO

Hsm EEERNNT]

H,Q0 O (H,

(105) = 3’,4-O-dimetilcedrusin
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(106) = (x)-eritro-guaiacil-glicerol-O-4’-dihidroconiferileter

HsC
OH
H,C

O,

(107)= 2-[4-(3-hidroxipropil)-2-metoxifenoxi]-propano-1,3-diol

OH OH
OH OH

OH

(110) =R= —==OH
(111) =R= --....iOH
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H,CO X
OH
H5CO
OCH 4

(112) = alcohol trans-3,4,5-trimetoxi-cinamico

H;C
° OH
H5C
R O—Glc
(113)=R=H (115) = glucésido del acido floribundico

(114)= R= OCHs

2.3.2.13 Croton antisyphiliticus Mart.

Es un arbusto conocido como la “fiebre aftosa” y la “perdiz alcanforeira”, es
ampliamente utilizado por las poblaciones que habitan en el bioma del Cerrado. Segun
datos etnofarmacologicos, el extracto alcoholico de las raices se utiliza para tratar
algunas enfermedades de transmision sexual y las infecciones del sistema reproductivo

femenino y masculino.
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El fraccionamiento del extracto de cloroformo de la raiz de Croton antisyphiliticus Mart
dio como resultado el aislamiento de un compuesto, que se identific6 como acido ent-
kaur-16-en-18-oico (116). 1%

- H
HOOC CHj,

(116)

2.3.2.14 Croton argyroglossum Baill.

Es un arbusto que crece en la flora del noreste brasilefio. ®Por lo general, se hacen
infusiones con las hojas o flor del arbusto para el tratamiento de enfermedades del
corazén, gripe y como tranquilizante. ®® De la corteza del tallo se aislaron dos
derivados del tropeno, uno de estos se identifico como orobanona (117) y el otro como

pernambucona (118). ®°

CHj

(117) (118)
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2.3.2.15 Croton campestri.

Es un arbusto de Brasil conocido popularmente como “Velamo Do Campo” que es
utiizado como un potente depurativo, también para combatir la escréfula
(proceso infeccioso que afecta a los ganglios linfaticos), enfermedades venéreas,
dermatofitosis, tumores, enfermedades de la piel, reumatismos, Ulceras del Gtero, la

diarrea y la artritis. *”

Del extracto de diclorometano de las raices de esta planta se aislaron tres furano-

diterpenos llamados, velamone (119), velamolone (120) y acetato de velamolone (121).
[57]

(119) =R = CHs
(120) = R = CH,OH
(121) = R = CH,0AC


http://es.wikipedia.org/wiki/Infecci%C3%B3n
http://es.wikipedia.org/wiki/Ganglios_linf%C3%A1ticos
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En nuestro grupo de investigacion liderado por Dra. Alirica Suarez, como parte de un
macroproyecto basado en el estudio fitoquimico de plantas de la familia Euphorbiaceae
presentes en Venezuela, se han desarrollado varias investigaciones de las especies
pertenecientes a esta familia, incluyendo las del género Croton. Las especies de este
género que han sido estudiadas hasta ahora por nuestro grupo son C. malambo, C.
cuneatus, C. huberi, C. matourensis, C. micans, C. rodolens, C. pungens, C. hircinus, C.
sucrensis, C. rhamnifolius y C. gossypiifolius. Los resultados de algunos de estos

estudios se muestran a continuacion.
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2.3.2.16 Croton malambo H. Karst.

Es un arbol pequefio que crece en la costa norte colombiana y en la regién oriental
venezolana, conocido por los nativos como “malambo” y “palomatias”. Esta especie
presenta actividad citotoxica, proapoptéticay actividad antiinflamatoria. La corteza
de esta especie es ampliamente utilizada en infusiones como agente antiinflamatorio,
analgésico y para el tratamiento de diversas enfermedades como la diabetes, diarreas,

reumatismo y Ulceras gastricas.

En estudios fitoquimicos realizados a la corteza del &rbol Croton malambo, se lograron
aislar los compuestos que se nombran a continuacién: linalool (70), B-elemeno
(71), trans-B-cariofileno (73), germacreno D (122), trans-metilisoeugenol (88),a-copaeno

(123) y el compuesto mayoritario fue metil-eugenol (75). 8

(122) (123)

En otro estudio realizado a esta especie se aisl6 del extracto de diclorometano un
diterpeno ent-kaurano, 16p-17a-diol-ent-kaurano (124). Se evalud la actividad citotoxica
y proapoptética de este compuesto mediante el método colorimétrico MTT sobre lineas
celulares del tipo MCF-7 (carcinoma mamario humano). Cuando las células del

carcinoma mamario fueron tratadas con concentraciones crecientes del ent-kauranoide,
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su actividad citotoxica mostré un Clsg de 12,5 pg/mL, dosis que es 2,66 veces menor

que los correspondientes valores para células no malignas. ©*°

(124)

2.3.2.17 Croton matourensis Aubl.

Es un arbol pequefio o mediano que se encuentra en Brasil, Guayana y Venezuela. En
la investigacién fitoquimica de los extractos organicos obtenidos en las hojas de esta
especie se pudieron aislar e identificaron dos flavonas glucosiladas: hesperidina (125) y
naringina (126); dos diterpenos del tipo neoclerodano: trans-dehidrocrotonina (55) y 5a-
hidroxi-trans-dehidrocrotonina (127); el monoterpeno vainillina (128) y el triterpeno -

amirina (98). ¢

OH
. OCH;  (125)



(127)

OH

OH
O -..‘\\\U

OH

OCH,

(128)
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2.3.2.18 Croton micans Sw.

Es un arbusto que se encuentra en el norte de Venezuela, en otras partes de sur
Ameérica y en algunos paises del Caribe. No se conoce un nombre comun documentado
para esta planta. En el estudio fitoquimico y farmacoldgico realizado a las flores de la
especie Croton micans Sw. se pudieron aislar los compuestos: acido de caracasina
(129), espatulenol (130), 3,7-dimetil-1,5-octadien-3,7-diol (131), estigmasterol (69), -

sitosterol (68), acido caracasina (132) 64

(129)

HO
H,C
(130) (131)

CH,

Se evalud la actividad citotoxica de caracasine y el acido de caracasine sobre diferentes

lineas celulares de cancer humano. Ambos compuestos indujeron citotoxicidad en el
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rango de 2 a 25 yM para caracasine (Clsp 2.7-24.3 ug/mL) y 0.8 a 12 uM para el acido
(Clsp 1.4-10.9 pg/mL).

En otra investigacion a partir de los tallos de Croton micans Sw., se aislaron e
identificaron los 5 dimeros del tipo ent-3,4-seco-kaurano: acido micansinoico (133),

acido isomicansinoico (134), dimetil (135) y monometil (136) del acido micansinoico. *!

(133)

(134)=R; =R, =H
(135) =R1 =R, =CH3s
(136) = R]_ = H, R2 = CH3
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2.3.2.19 Croton cuneatus Klotz.

Este es un arbol pequefio que crece en la regibn amazonica de Venezuela, y es
comunmente conocido como arapurina, caferana y manteco de agua. Esta planta
medicinal es usada por los nativos del Amazonas para tratar inflamaciones, alteraciones
gastrointestinales y como un agente analgésico. El analisis fitoquimico del extracto de
diclorometano de las partes aéreas de esta planta, indico la presencia de lichexantona
(137), selin-11-en-4a-ol (138) y los alcaloides glutarimidicos: julocrotonina (139),

julocrotol (140), isojulocrotol (141) y julocrotona (142). 2

OH o CH,

MeO @] OM ¢

~‘\\NHA/CHa (139):R=R'=H

| (140): R=H, R = OH
© (141):R=OH,R'=H
(142:R=R'=0
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Se evalud la actividad citotoxica de estos compuestos por medio del método MTT
contra los siguientes tipos de lineas celulares tumorales humanas: MCF-7 (carcinoma
de mama), X-17 (carcinoma de colon), Hep-G2 (hepatoma), Skhep-1 (tumor de higado)
y LoVo (carcinoma de colon). Se encontr6 que todos los compuestos resultaron
citotéxicos sobre las lineas MCF-7 y Hep-G2, siendo el julocrotol, el més citotoxico y
selectivo sobre la linea MCF-7 con un valor de Clsp = 21.0 pg/mL.®* En otro estudio
realizado, los compuestos julocrotonina, julocrotol, isojulocrotol y julocrotona

presentaron excelente actividad antiinflamatoria. !
La composicion del aceite esencial de C. cuneatus Klotz fue determinada mediante un

analisis GC-MS, encontrandose como constituyentes principales fenilpropanoides y

alcoholes sesquiterpénicos. ¥

En estudios posteriores, se determind que el extracto acuoso de Croton cuneatus

presenta actividad antiinflamatoria ** asi como actividad antidiabética. [*°!

2.3.2.20 Croton pungens Jacq.
Esta planta es nativa de Venezuela y el estudio fitoquimico de los extractos apolares de

esta especie llevo al aislamiento de fitol (143), nor-kaurano (144), B-sitosterol (68) y un
éster de B-sitosterol (145). [*’]

HOV\(\/\(\/\(\/\(

(143)
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(145)

2.3.2.21 Croton huberi Steyerm.

Este es un arbol mediano que crece en la cordillera norte de Venezuela. El estudio
fitoquimico de las hojas de esta planta permiti6 el aislamiento e identificacion de
retusina (146) y N-metil-5-hidroxi-A%-pirrolin-2-ona (147), aislados del extracto de
diclorometano, quercitrina (148), aislados del extracto de acetato de etilo y del extracto

de hexano se aislé blumenol A (149), éxido de cariofileno (150) y fitol (143). (8
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H4CO 0

OH

(148) (150)

En otro estudio realizado, se determiné la composicion del aceite esencial de las hojas
de esta especie, que se caracterizd por poseer un alto contenido de sesquiterpenos
(62,5%) siendo el y-eudesmol el principal constituyente (18.7%), seguido por
germacreno-D (11.7%), B-eudesmol (7,6%), oOxido de cariofileno (6,9%), kauranos
(5,3%), humuleno (4,3%), cedrol (4.6 %) e isoelemicina (3.0%).
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2.3.2.22 Croton gossypiifolius Vahl.

Es un arbol que crece en el norte de Venezuela y es utilizado en la medicina popular
para la curacion de heridas y en el tratamiento de la sifilis. Esta especie objeto de este
proyecto de investigacion ya ha sido previamente estudiada en nuestro grupo, sin
embargo, solo se ha investigado la composicién de sus aceites esenciales y se realizé
el estudio fitoquimico de su corteza, encontrdndose resultados interesantes que nos

incentivan a continuar el estudio de esta especie.

En un estudio fitoquimico realizado en la corteza de esta planta, fueron aislados tres
diterpenos del tipo ent-kaurano, los cuales son: acido ent-kaurenoico (151), &cido
grandiflorénico (152), acido ent-15B-E-cinamil-kaurenoico (153), un ent-3,4-seco-
kaureno conocido como 7-deoxo-geayina (154), el flavonoide quercitrina (148) y acidos
grasos donde el acido palmitico resultd ser el mayoritario. Estos compuestos se
identificaron por RMN en 1D y 2D y por espectrometria de masas, y son reportados por
primera vez en esta especie. De especies de esta planta, se han aislado péptidos

ciclicos, alcaloides, lignanos y flavonoides ™
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En el analisis de los aceites esenciales, se identificaron 51 compuestos, entre los
mayoritarios se tienen: 6xido de a-cedreno (155) (18,6%), espatulenol (156) (16,3%),
valenceno (157) (5,8%), geranilo-pentaonato de etilo (158) (5,3%), a-cadinol (159)
(4,0%), germacreno D (160) (3,5%) y longifoleno (161) (3,3%). ["°



(155)

(159)

OH

54

(160)

oA

(158)

(157)

(161)
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3  JUSTIFICACION

Croton gossypiifolius Vahl es una especie nativa de nuestro pais de la cual no se
conocen otros antecedentes en la literatura ademas de los reportados por nuestro
grupo de investigacion, en el cual se realizé el estudio fitoquimico de los tallos de la
especie y se determind la composicion del aceite esencial. Con el objetivo de continuar
el estudio de esta planta y en la busqueda de nuevos metabolitos secundarios
bioactivos aislados del género Croton, se propuso llevar a cabo el estudio fitoquimico

de las hojas de esta especie.

Basados en los antecedentes del género y en los resultados obtenidos en el estudio
fitoquimico de la corteza de esta especie, es muy probable que compuestos del tipo
terpénicos y flavonoides sean aislados. Este tipo de estructuras son ampliamente
conocidas por presentar una amplia gama de actividades biolégicas sobre todo contra
lineas celulares de cancer humano. Por tal motivo, se considera que, la continuacion
del estudio de esta especie puede representar un aporte al campo de los productos

naturales.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo General:

1) Aislar, purificar y caracterizar los metabolitos secundarios mayoritarios presentes
en las hojas de la planta Croton gossypiifolius Vahl y evaluar su posible actividad

citotoxica y antibacteriana.

4.2 Objetivos Especificos:

1) Preparar el extracto metandlico de las hojas de la planta Croton gossypiifolius

Vahl mediante la técnica de maceracion.

2) Realizar particiones del extracto metandlico de las hojas de Croton gossypiifolius
Vahl con solventes de distinta polaridad para obtener las fracciones de hexano,

diclorometano y acetato de etilo.

3) Aislar y purificar mediante técnicas cromatograficas los metabolitos secundarios
mayoritarios presentes en las fracciones de hexano, diclorometano y acetato de etilo

de las hojas de la planta Croton gossypiifolius Vahl.

4) Caracterizar los compuestos aislados mediante técnicas espectroscépicas de

RMN*H, RMN*3C y espectrometria de masas.
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5) Evaluar la posible actividad citotoxica de los compuestos aislados vy
caracterizados sobre diversas lineas celulares de cancer humano a través del método
de MTT.

6) Evaluar la posible actividad antibacteriana de los compuestos aislados y

caracterizados a través del método de difusion sobre placas de agar.



\

NN

5 PARTE EXPERIMENTAL

5.1 Instrumentos.

Espectrdmetro de RMN ECLIPSE-JEOL 270 MHz (Laboratorio de

Facultad de Farmacia. U.C.V.).
Rotavapor BUCHI modelo B-480.

Lampara de UV en una longitud de onda (A 254 nm) UVP modelo UL3101.

Balanza analitica OHAUS.

5.2 Materiales

5.2.1 Solventes.

Acetato de etilo (AcOEt). p.a.
Diclorometano (CH,Cl,). p.a.
Metanol (MeOH). p.a.
n-Hexano. p.a.

Cloroformo (CHClIs). p.a.

5.2.2 Solventes para analisis de RMN.

Cloroformo deuterado (CDClI3).
Metanol deuterado (MeQOD).

58

RMN,
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5.3 Material para cromatografia

v Silica gel G60 para cromatografia de columna (CC), 0,06-0,2 mm (70-230 mesh
ASTM) Scharlau.

v' Placas de silica gel para cromatografia de capa fina (CCF) Macherey-Nagel
ALUGRAM SIL G/UV3s4, 20x20 cm. 0,20 mm de espesor.

v' Placas preparativas de silica gel 60. Fus4, 20x20 cm, 0,25 mm de espesor.
MERK.

5.3.1 Reveladores.

v p-anisaldehido: 5 mL de p-anisaldehido con 90 mL de EtOH, 5 mL de H,SO,y 1
mL de CH3COOH glacial.

5.4 Metodologia experimental.

El estudio fitoquimico de la planta Croton gossypiifolius Vahl se llevo a cabo en el

Laboratorio de Productos Naturales de la Facultad de Farmacia, U.C.V.

5.5 Colecta del material vegetal.

La planta de Croton gossypiifolius Vahl fue colectada en La Cortada del Guayabo,
Estado Miranda, Venezuela, e identificada por el Dr. Stephen Tillett. Un ejemplar
representativo de la muestra identificado con el codigo MYF26723, ha sido depositado
en el Herbario "Dr. Victor Manuel Ovalles” de la Facultad de Farmacia, Universidad

Central de Venezuela.
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5.6 Extraccién.

Una vez colectada la planta, se dejo secar a temperatura ambiente por varios dias y
luego se separaron las hojas, las cuales se molieron y posteriormente se colocaron en
maceracion con metanol por una semana. Seguidamente se filtré el extracto metandlico
y se evaporé el solvente a presion reducida mediante el uso de un rotaevaporador,

obteniendo asi el extracto crudo.

El crudo obtenido se disolvio en 100 mL de una mezcla metanol/agua (50:50) y se
realizaron sucesivas particiones con solventes en orden creciente de polaridad, primero
con hexano, seguido de diclorometano y finalmente con acetato de etilo. Cada una de
estas fracciones fueron desecadas con sulfato de magnesio anhidro, filtradas por

gravedad y concentradas al vacio hasta sequedad (esquema #1).

Seguidamente las fracciones organicas fueron monitoreadas mediante cromatografia de
capa fina (CCF), visualizando las placas en una lampara UV, seguida de la inmersién

en una solucién de p-anisaldehido como agente revelador y posterior calentamiento.

Las fracciones organicas fueron purificadas mediante cromatografia en columna de fase
normal sobre silica gel o sephadex, utilizando como eluyente diferentes solventes o
mezclas de solventes organicos dependiendo del caso. Las fracciones obtenidas fueron

monitoreadas por medio de CCF y se unieron segun criterios de Rf y coloracion.

La evaluacién de la actividad citotoxica de las fracciones y los compuestos aislados de
las hojas de Croton gossypiifolius Vahl, se llevd a cabo en el Instituto de Biologia

Experimental (IBE) bajo la direccion del Dr. Francisco Arvelo y la evaluacion de la
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actividad antibacteriana fue realizada en el Laboratorio de Microbiologia de la Facultad
de Farmacia por la Especialista Alessandra Garces.



5.7 Esquema de separacion.

Hojas de Croton gossypiifolius Vahl
181,12 g

l Maceracion con MeOH

1. Filtracion
2. Evaporacién a presion reducidal l

Extracto MeOH Material vegetal

1. Disolucion en H,O/MeOH 1:1
2. Particiones con Hexano

1. Desecante
2. Evaporacién a l l
presion reducida

Fraccion de Hexano Fase hidrometandlica
1,099

Particiones con CH,Cl,

1. Desecante
l 12. Evaporacion a
presion reducida
Fase hidrometanoélica Fraccion de CH,Cl,
0,84g

Particiones con AcOEt

1. Desecante
2. Evaporacién a l l
presion reducida

Fraccion de AcOEt Fase hidrometandlica
0,919 1. Evaporacion a presion reducida
2. Liofilizar

Fraccion hidrometanodlica

Esquema #1: Proceso de extraccion de las hojas de Croton gossypiifolius Vahl.
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5.8 Fraccionamiento

5.8.1 Separacion de la Fraccién de hexano.

La separacion de esta fraccion se realiz6 mediante cromatografia en columna (CC) de
fase normal, empleando como soporte silica gel en una proporcion 1:40 (peso de
muestra a peso de silica) y como fase movil inicial una mezcla de diclorometano/hexano

(60:40) con gradiente de polaridad.

Se sembrd aproximadamente 1 g de la fraccibn de hexano en la columna
cromatografica, de la cual se obtuvieron 28 fracciones, que se reagruparon en 8
subfracciones: CGH-1; CGH-2; CGH-3; CGH-4; CGH-5; CGH-6; CGH-7 y CGH-8 de
acuerdo al factor de retencién (RF) de las manchas en CCF y su coloracién al ser

revelado con p-anisaldehido (esquema #2).

La subfraccion CGH-3 la cual tenia un peso de 312,1mg fue separada mediante CC de
fase normal, usando como eluyente una mezcla de diclorometano/hexano (40:60) y
luego gradiente de polaridad. Obteniéndose 31 fracciones, que se reagruparon en 3
subfracciones. Encontrandose a partir de la subfraccion CGH-3a el compuesto |y de la

subfraccion CGH-3c el compuesto Il (esquema #2).

La subfraccion CGH-8 con un peso de 335,3mg fue separada mediante CC de fase
normal, utilizando hexano/acetato de etilo (90:10) como fase movil inicial y luego
gradiente de polaridad, obteniéndose 102 fracciones, que se reagruparon en 7
subfracciones: CGH-8a; CGH-8b; CGH-8c; CGH-8d; CGH-8e; CGH-8f y CGH-8g

(esquema #2).
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La subfraccion CGH-8d con un peso de 65,8mg fue separada mediante cromatografia
de placa preparativa (CPP) empleando como fase movil una mezcla de
diclorometano/acetato de etilo (94:6) y al observar la placa en la lampara UV se
pudieron apreciar varias bandas, encontrdndose una de ellas como mayoritaria

correspondiendo al compuesto Il (esquema #2).

Las subfracciones que no se siguieron analizando, fue porque contenian una mezcla de
muchos compuestos y poca cantidad de muestra. En algunos casos se observé que las

subfracciones contenian principalmente clorofila y/u otros pigmentos.
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Fraccion de Hexano
19
CC (silica gel)
CH2Cl2/Hex (60:40) — gradiente de polaridad

N
[CGH-4] (cGH-5) (cer6]*(cor-7)

3121 m

CC (Silica gel)
CH2CI2/Hex (40:60) CC (Silica gel)

Hex/AcOet (90: 10) - graduente de polarldad
11 5 mg

(CGH-8a | CGH 8b CGH 8d CGH 8e] (CGH-8f) (CGH-8g
(CcGH-8c)

CPP
Compuesto ComrlJluesto CH2Cl2/AcOet (94:6)
|
CGH-8d.1
16,1mg
Compuesto

Esquema #2: Proceso de separacion de la fraccion de hexano del extracto metandlico de las hojas de Croton

gossypiifolius Vahl.
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5.8.2 Separacion de la fraccion de diclorometano.

El proceso de separacion para esta fraccion, se realiz6 mediante CC de fase normal,
empleando como soporte silica gel en una proporcién 1:40 y se utilizd diclorometano

como fase mdvil inicial luego aumento de la polaridad empleando MeOH.

Para dicha separacion se sembro en la columna cromatografica aproximadamente 0.8g
de la fraccion de diclorometano, donde se lograron obtener 52 fracciones, las cuales
fueron reagrupadas en 5 subfracciones: CGD-1; CGD-2; CGD-3; CGD-4 y CGD-5 de
acuerdo al RF de las manchas en CCF y su coloracion al ser reveladas con p-
anisaldehido. La subfraccibn CGD-1, corresponde a una mezcla de hidrocarburos

saturados (esquema #3).

Se separ6 la subfraccion CGD-4 que contenia 133mg, por medio de una cromatografia
en columna de exclusion por tamafio, donde se utilizé sephadex como fase estacionaria
y MeOH como fase moévil. Se lograron obtener 21 fracciones las cuales fueron
reagrupadas en 4 subfracciones: CGD-4a; CGD-4b; CGD-4c y CGD-4d (esquema #3).

Las subfracciones que no se siguieron analizando contenian una mezcla de
compuestos y poca cantidad de muestra. En algunos casos se observdé que las

subfracciones contenian principalmente clorofila y/u otros pigmentos.
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Fraccion de diclorometano
0,8g

CC (silica gel)
CH2Cl2 - gradiente de polaridad

CC (Sephadex)
MeOH

—

(ceD4a) (cop4b) (cop4c) (cop4d

Mezcla de Hidrocrburos
Saturados

Esquema #3: Proceso de separacion de la fraccion de diclorometano del extracto
metanolico de las hojas de Croton gossypiifolius Vahl.
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5.8.3 Separacion de la fraccion de acetato de etilo.

Para esta separacion se empleé CC de fase normal, utilizando como soporte silica gel y
se utilizd6 como fase mévil una mezcla de diclorometano/metanol (80:20) y luego

gradiente de polaridad.

La cantidad de muestra utilizada para esta separacion fue de aproximadamente 0.9,
lograndose obtener 15 fracciones, las cuales fueron reagrupadas en 4 subfracciones:
CGA-1; CGA-2; CGA-3 y CGA-4 (esquema #4) segun la comparacion del RF de las

manchas en CCF y su coloracion al ser revelado con p-anisaldehido.

Se separo la subfraccibn CGA-2I a cual contenia un peso de 690,5mg por CC de fase
normal, utilizando como fase mévil una mezcla de diclorometano/metanol (85:15) con
gradiente de polaridad. A partir de esto, se obtuvieron 30 fracciones, las cuales fueron
reagrupadas en 4 subfracciones: CGA-2a; CGA-2b; CGA-2c y CGA-2d (esquema #4).

La subfraccién CGA-2c con un peso de 98,2mg se separé mediante CC de fase normal,
empleando como fase movil una mezcla de diclorometano/metanol (90:10) y luego
gradiente de polaridad, lograndose obtener 92 fracciones, que fueron reagrupadas en 7
subfracciones: CGA-2c.l; CGA-2c.ll; CGA-2c.ll; CGA-2c.lll; CGA-2c.lV; CGA-2c.V;
CGA-2c.VI y CGA-2c.VIl. La subfraccion CGA-2c.VIl corresponde al compuesto IV

(esquema #4).

Por comparacion de los RF y la coloracion al ser revelados mediante una CCF, se unio
la subfraccion CGA-2c.I con la subfraccion CGA-2b, ya que se observo el mismo perfil
cromatografico. Esta nueva union, la cual contenia 60mg se separé por medio de

cromatografia en columna de exclusién por tamafio, donde se utiliz6 sephadex como
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fase estacionaria. Se lograron obtener 45 fracciones que fueron reagrupadas en 2
subfracciones, encontrandose en la subfraccion CGA-2cb.ll con un peso de 33,4mg el
compuesto V (esquema #4). La estructura de este compuesto corresponde a un
flavonoide glicosilado que esta en proceso de elucidacion, aun asi fue evaluado en los

ensayos de citotoxicidad y los resultados se presentan mas adelante.

Las subfracciones que no se siguieron analizando contenian una mezcla de

compuestos y poca cantidad de muestra.
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Fraccion de Acetato de etilo
0,9g

(Slllca gel)
CH2Cl2/MeOH (80:20) - grad|ente de polaridad

//\

(coa1)(can-3 )(CoA-

CGA-2
690,5mg

CC (silica gel)
CH2ClI2/MeOH (85:15) ~ gradiente de polaridad

)N

CGA-2d | CoA2a)

98,2mg

CC S|I|ca gel)
CHzClleeOH (90 grad|ente de polandad Se unio

CGA-2c VI
31,img | [ CGA-2cV [ceAzcu CGA2cII CGA 2cV ] CGA 2cV|) CGA-2C.

| CC (Sephadex)
MeOH

Compuesto CGA-2ch | CGA-2cb.ll
¥ A

w

Esquema #4: Proceso de separacion de la fraccion de acetato de etilo del extracto

metandlico de las hojas de Croton gossypiifolius Vahl.



71

5.9 Actividad Citotéxica

5.9.1 Cultivo celular.

Las lineas celulares de carcinoma mamario MCF-7 y SKBR3 se cultivaron en un medio
DMEM (GIBCO) suplementado con 10% de suero fetal bobino y 1% de antibiotico
conformado por penicilina y estreptomicina, y se incubaron a 37 °C en una atmosfera
hameda de 5% de CO, y 95% de humedad.

5.9.2 Ensayo de citotoxicidad de los compuestos y extractos.

La determinacién de la citotoxicidad in vitro en las lineas celulares MCF-7 y SKBR3 de
crecimiento adherente en monocapa se realiz6 evaluando los extractos y los
compuestos aislados a partir de las hojas de Croton gossypiifolius Vahl, a diferentes
concentraciones mediante el ensayo MTT para determinar la concentracion inhibitoria

(Clsp) de cada uno de ellos.

Las células fueron inoculadas a una densidad de 5x10° células/pozo en placas de 96
pozos con su respectivo medio de cultivo para cada linea celular. Las placas se
incubaron por 24 horas a 37°C en una atmdésfera humeda de 5% de CO, y 95% de
humedad para permitir la adherencia de las células. Transcurrido este periodo de
incubacion, se descarto el medio y se preparé una solucion stock de cada compuesto y
de los extractos a una concentracion de 10mg/mL disueltos en DMSO garantizando que
la concentracién del disolvente no sea superior al 1%, porque de lo contrario seria
toxico para los cultivos in vitro. Seguidamente se prepararon diluciones seriadas a partir
de la solucion stock (medio + compuesto), para obtener asi las concentraciones a

evaluar de cada compuesto y de los extractos. Consecutivamente, las células se
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incubaron a 37°C y 5% CO, con las diversas concentraciones de cada uno de los
metabolitos secundarios aislados y de los extractos durante 72 horas, para evaluar

posteriormente la viabilidad de las mismas mediante el método de MTT.

El método de MTT se basa en la reduccibn metabodlica del bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazol (MTT), el cual es una sal de color amarillo soluble en
agua, cuyo anillo de tetrazolio es clivado principalmente por enzimas deshidrogenasas
presentes en mitocondrias activas (de células vivas) produciendo cristales de formazan
de color azul-violeta oscuro, permitiendo determinar la funcionabilidad mitocondrial de
las células tratadas. Este método es utilizado para medir la supervivencia y proliferacion
celular, basandose en la cantidad de células metabolicamente activas, lo cual es
proporcional a la cantidad de formazan presente . Este método nos permite
cuantificar en forma de densidad Optica las células vivas después de la aplicacion del
compuesto, lo que indica que a mayor cantidad de células vivas mayor densidad Optica

y menor citotoxicidad.

Transcurrido el tiempo de incubacion de las células con los metabolitos secundarios, se
descartd el medio y consecutivamente se afiadié 50uL de MTT (0.4 mg/mL); para luego
incubar las placas por 3 horas bajo las mismas condiciones, permitiendo la formacion
de los cristales de formazan. Al cabo de este tiempo, se descartd el sobrenadante y
finalmente se agregd 50uL de DMSO para disolver los cristales de formazan y detener
la reaccion colorimétrica, generando una coloracion azul-violeta. Se leyé la absorbancia

de cada pozo a A=570 nm en un espectrofotometro de ELISA-TECAN sunrise.

La Clso fue calculada con un intervalo de confianza del 95% mediante una regresion no
lineal, usando para ello el software GraphPadPrism 4 (Instituve Software for Science,
San Diego, California, EUA).
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5.10 Actividad Antibacteriana.

Los bioensayos se realizaron utilizando el método de difusion sobre placas de agar. Se
analizaron las fracciones de hexano, diclorometano y acetato de etilo, las cuales fueron
solubilizadas en etanol para obtener una concentracion de 200mg/mL. (Solucion
madre). A partir de cada una de las soluciones madres se prepararon discos de papel

absorbente de 6 mm de diametro con una cantidad de 12mg.

La actividad antibacteriana se evalu6 contra los microorganismos Gram-
positivas: Staphylococcus aureus (ATCC 6538) y Bacillus cereus (ATCC 6633), y los
microorganismos Gram-negativos: Escherichia coli (ATCC 8739), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 9027) y Salmonella typhimurium (ATCC 14028), y la levadura
Candida albicans. Las bacterias fueron incubadas a 37 °C, mientras que la levadura fue
incubada a 30 °C.

Como controles positivos se utilizaron los antibiéticos comerciales: Eritromicina (15 pg)
y Polimixina B (300 U) de la marca BBL; como control negativo se empled el solvente

utilizado para solubilizar las fracciones (etanol).

Los cultivos bacterianos fueron obtenidos en caldo Mueller-Hinton (marca BBL, lote:
6192368) asi como el cultivo de la levadura fue realizado en caldo Saboraud dextrosa
(marca Merck, lote: 928), todos con aproximadamente 18 horas de crecimiento y
ajustados a la concentracion correspondiente al Standard N° 0,5 de la escala
McFarland, fueron sembrados sobre la superficie de un agar Mueller-Hinton (marca
Oxoid, lote: 838705). Posteriormente sobre el césped microbiano se colocaron los

discos de papel de filtro con las diferentes muestras y los controles respectivos.
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6 RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Seccidn fitoquimica.

La caracterizacion de los compuestos aislados de las hojas de la planta Croton
gossypiifolius Vahl se llevd a cabo por medio de la utilizacion de técnicas
espectroscopicas de RMN *H, RMN C, DEPT-135 HETCOR, FLOCK vy
espectrometria de masas. Para el caso de los compuestos conocidos se realizaron las

comparaciones respectivas con los datos espectroscépicos reportados en la literatura.

6.1.1 Compuesto I

Este compuesto (Fig.5) se aislé de la fraccion de hexano de las hojas de Croton
gossypiifolius Vahl como un liquido viscoso de color amarillo claro. Se obtuvo en una
cantidad de 18,7mg lo que representa el 1,7% de la fraccion de hexano. En el andlisis
realizado por CCF se mostr6 como una mancha de color violeta oscuro al ser revelado
con p-anisaldehido, y present6 un RF=0.51al ser desarrollada con una mezcla de

diclorometano/hexano (50:50).

El espectro de masas (Fig.6) mostré un i6bn molecular de 271.19 m/z [M+1] el cual
corresponde a la formula molecular Cy7H34,0,. También se observa la pérdida de 15
uma (255.88 m/z) asociada a la pérdida de un grupo metilo.

e
HLC /\/\/\/\/\/v\/\
o CH,

Fig. 5: Estructura del compuesto I: Hexadecanoato de metilo.
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Fig. 6: Espectro de masas del compuesto |.

En los espectros de RMN se observa que el compuesto no esta puro, sin embargo,
estas sefiales pudieron ser descartadas. En el espectro de RMN *H (Fig. 7) se observa
una sefal singlete a 3.69 ppm que integra para tres protones indicando la presencia de
un grupo metoxi en la estructura. A 2.33 ppm se aprecia un triplete que integra para dos
protones y sugiere la presencia de un metileno adyacente a un grupo acilo y a otro
metileno. A campo alto, se observa un singlete ancho a 0.90 ppm caracteristico de un

grupo metilo.
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Fig. 7: Espectro de RMN *H del compuesto | (CDCl;, 270 MHz).

En el espectro de RMN *°C (Fig. 8) se observan 12 sefiales, de las cuales una se

atribuye a la presencia de un grupo acilo de un éster en la estructura por la sefial a

174.3 ppm y se confirma la presencia de un grupo metoxi por la sefial a 51.4 ppm.

184

10010 120 B0 40 B0 16 1

£0 W

Wowo
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s —. 13—
Ehl 4

13 15°CH,

Fig. 8: Espectro de RMN *3C del compuesto | (CDCl3, 67.5 MHz).
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Los datos presentados junto con un experimento DEPT-135 (Fig. 9) confirmaron la
presencia de dos grupo metilos y un carbono cuaternario, asi como 14 carbonos

metilénicos.

30.0
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Fig. 9: Espectro DEPT-135 del compuesto | (CDCl3, 67.5 MHz).

A través de los espectros en dos dimensiones HETCOR (Anexo# 1 y 2) y FLOCK
(Anexo # 3 y 4), se establecieron las correlaciones entre carbonos y protones
directamente enlazados y las correlaciones de carbonos y protones a dos y tres
enlaces, respectivamente. La comparacion de los datos espectroscopicos obtenidos
con los reportados en la literatura para el hexadecanoato de metilo conocido también
como éster metilico del acido palmitico (Tablal), concluyeron con la elucidacion del
compuesto |. Este compuesto se aisléo en su forma &cida de la corteza de la misma

especie "%,
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Tabla 1: Comparacion de los datos de RMN *H y RMN *C para el compuesto | con los
datos reportados en la literatura.

Experimental tomado en CDCl;; 270 MHz

Reportado en CDCl; a 250MHz!"™

H/IC On (Ppm) Oc(ppm)  DEPT On (PPm) Oc (ppm) DEPT
(mult, J (Hz), Integral)
r 3.69 (s, 3H) 514 CHjs 3.64 (s, 3H) 51.7 CHjs
1 - 174.3 C - 174.6 C
2 2,33 (t, 7.7, 2H) 34.2 CH, - 33.9 CH;
3 1.69 (m, 3H) 25.0 CH, 1.24 (m, 2H) 29.2 CH;
4 1.28 (sa) 29.3 CH, - 29.3 CH;
5-6 1.28 (sa) 29.2 CH, - 29.3 CH;
7-10 1.28 (sa) 29.7 CH, - 29.5 CH;
11-12 1.28 (sa) 29.4 CH, - 29.6 CH>
13 1.28 (sa) 29.5 CH, - 29.7 CH,
14 1.28 (sa) 31.9 CH, 2.27 (m) 31.8 CH,
15 1.28 (sa) 22.7 CH, 1.64 (m) 22.5 CH,
16 0.9 (sa, 3H) 14.3 CHs 0.9 (t, 3H) 14.0 CHjs
O

o

HsC 0 NN NG A AN P
N071

2 4 6 8 10 12 ~14 16
3 5 7 9 11 > 13 15 "CHj
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6.1.2 Compuesto Il:

Este compuesto se logré aislar como un caramelo de color amarillo oscuro con un peso
de 11,5mg, representado el 1,1% de la fraccion de hexano. En el analisis realizado por
CCF se torn6 como una mancha de color rosada al ser revelado con p-anisaldehido, y

presentdé un RF=0.47 al ser desarrollada con diclorometano.

Al observar los datos aportados por los espectros de RMN (Fig. 10, 11 y 12) de este
compuesto, se pudo apreciar una gran similitud con los espectros de RMN del
compuesto | (Fig. 7, 8 y 9) indicando que estdbamos en presencia de un éster metilico

de un acido graso.

W,
e ]
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168
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Fig. 12: Espectro DEPT-135 del compuesto Il (CDCl3, 67.5 MHz).

Para determinar el nUmero de grupos metilenos presentes en la cadena alifatica del
éster, se realiz6 un espectro de masas (Fig. 13) el cual mostré un ion molecular [M+1] a

185.17 m/z asociado a la férmula condensada C11H»,0..
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Fig. 13: Espectro de masas del compuesto Il.

Finalmente, se identific6 el compuesto Il como el decanoato de metilo, también

conocido como éster metilico del acido caprico y es aislado por primera vez para la

especie Croton gossypiifolius Vahl.

I
C\O/\/\N\/\CHa

Fig. 14: Estructura del compuesto II.
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6.1.3 Compuesto llI:

Este compuesto se aisl6 como un sdlido blanco con un peso de 16.1mg representando
el 1.47% de la fraccion de hexano. Al ser desarrollado en CCF con el sistema de
solventes CH,CI,/AcOEt (94:6), presentd un Rf=0,47. Este compuesto se observo en la
placa cromatografica después de rociarlo con el agente revelador p-anisaldehido, como

una mancha violeta oscuro en el visible, caracteristica de los nlcleos terpenoidales.

HO

Fig. 15: Estructura del compuesto lIl.

Al observar los espectros de RMN del compuesto, se evidencio que el compuesto no se
encontraba totalmente puro, aun asi se identificaron sefales tipicas de un nucleo
triterpénico, cuyos datos espectroscopicos fueron comparados con los reportados en la
literatura para diversos esqueletos esteroidales, encontrandose que la estructura en

estudio correspondia a la del compuesto (-sitosterol.

En el espectro de RMN 'H (Fig. 16) a 5,33 ppm se observa un singlete ancho
caracteristico de un proton olefinico (H-6), ademas, se aprecia un multiplete a un
desplazamiento quimico entre 3.45 y 3.54ppm (H-3) indicativo de la configuracion beta
del grupo hidroxilo presente en la estructura.
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Fig. 16 Espectro de RMN *H del compuesto Ill (CDCls, 270 MHz).

A campo alto (Fig. 17), se observaron dos singletes a un desplazamiento quimico de
0.99 (H-18) y 0.67 (H-19) ppm; un doblete a 0.91 ppm (H-21) y un multiplete centrado
en 0.81 ppm generado por el solapamiento de lo que deberia ser una sefial doblete
para H-26 y H-27 y un triplete (H-29).

: H-29
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Fig. 17 Espectro de RMN *H a campo alto del compuesto 1l (CDCls, 270 MHz).
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En el espectro de RMN *C (Fig. 18), a campo bajo se observan las sefiales
correspondientes a los carbonos olefinicos uno cuaternario y el otro de naturaleza
metinica a un desplazamiento de 140.9 (C-5) y 121.7 (C-6) ppm, respectivamente.
También se puede observar a un dppm: 71.9 la sefial tipica de un metino oxigenado (C-
3).

Fig. 16
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Fig. 18 Espectro de RMN *3C a campo alto del compuesto Ill (CDCls, 67.5 MHz).

A campo alto (Fig. 19) y con ayuda del experimento DEPT-135 (Fig. 20), se asignaron
las sefales correspondientes a los seis grupos metilos presentes en la estructura en
Sppm: 11.9(C-18), 18.8 (C-19), 19.1(C-21), 19.4(C-26), 19.8 (C-27) y 12.0(C-29). El
resto de las sefiales fueron discriminadas en 3 carbonos cuaternarios, 11 carbonos

metilénicos y 9 carbonos metinicos.
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Fig. 19 Espectro de RMN *3C a campo bajo del compuesto 11l (CDCls, 67.5 MHz).
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Fig. 20 Espectro DEPT-135 del compuesto Il (CDCl3, 67.5 MHz).
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Mediante un espectro de masas (Fig. 21) se terminé de confirmar la identidad de este
metabolito secundario, observandose un pico base a 397 m/z correspondiente a la
pérdida del grupo hidroxilo como agua en el carbono C-3. También se puede apreciarla
fragmentacion en el carbono C-17 por la pérdida de la cadena lateral del B-sitosterol a
255 m/z [397 — CyoHa]™.
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Fig. 21 Espectro de masas del compuesto lIIl.
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Este compuesto ha sido aislado de muchas especiales vegetales y particularmente
dentro de las especies pertenecientes al género Croton estudiadas por nuestro grupo

de investigacion, se aislé de las especies C. pungens Jacq "

y de las flores de C.
micans Sw. %, El triterpeno B-sitosterol es aislado por primera vez para la especie

Croton gossypiifolius Vahl.

La comparacién de la data espectroscépica correspondiente al compuesto Ill con los
reportados en la literatura se encuentra en las tablas 3 y 4.

Tabla 2: Comparacion de los datos de RMN *H para el compuesto Ill con los datos
reportados en la literatura.

Experimental tomado en CDClg; 270 MHz ~ Reportado tomado en CDClg; 600 MHz!"!

N° Hidrégeno Oy (ppm) Oy (ppm)
(mult, J (Hz), Integral) (mult, J (Hz), Integral)
3 3.52 (m) 3.53 (t, 1H)
6 5.33(d, 5.2) 5.36 (t, 6.4, 1H)
18 0.99 (s) 1.01 (s, 3H)
19 0.67 (s) 0.68 (s, 3H)
21 0.91(d, 6.4) 0.93 (d, 6.5, 3H)
26 0.81(m) 0.81 (d, 3H)
27 0.81(m) 0.83 (d, 3H)

29 0.81(m) 0.84 (t, 6.5, 3H)
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Tabla 3: Comparacion de los datos de RMN *3C para el compuesto 1il con los datos
reportados en la literatura.

Experimental tomado en CDCl3; 67.5 MHz  Reportado tomado en CDCl;; 150 MHZ'"™

N° Carbono dc (ppm) DEPT 5c (ppm) DEPT
1 37.4 CH, 375 CHz
2 31.8 CH, 31.9 CH
3 71.9 CH 72.0 CH
4 42.4 CH, 42.5 CHz
5 140.9 C 140.9 C
6 121.7 CH 121.0 CH
7 31.9 CH, 321 CH
8 32.0 CH 321 CH
9 50.3 CH 50.3 CH
10 36.6 C 36.7 C
11 21.2 CH, 21.3 CHz
12 39.9 CH, 39.9 CH
13 42.4 C 42.6 C
14 56.9 CH 56.9 CH
15 24.4 CH, 26.3 CH
16 28.3 CH, 28.5 CHz
17 56.2 CH 56.3 CH
18 11.9 CHs 12.0 CHs
19 18.8 CHs 19.0 CHs
20 36.2 CH 36.3 CH
21 19.1 CHs 195 CHs
22 34.1 CH, 34.2 CH;
23 26.4 CH, 26.3 CHz
24 46.0 CH 46.1 CH
25 29.4 CH 29.4 CH
26 19.4 CHs 196 CHs
27 19.8 CHs 20.1 CHs
28 23.2 CH, 23.3 CH,
29 12.0 CH, 12.2 CH;
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6.1.4 Compuesto IV:

Este compuesto se aislé6 como un solido amorfo de color amarillo oscuro con un peso
de 31,1mg representando el 3,4% de la fraccion de acetato de etilo. En el analisis
realizado por CCF se torné como una mancha de color amarilla al ser revelado con p-
anisaldehido y present6 un RF= 0,44 al ser desarrollada con una mezcla de CH,Cl,/Hex
(82:18).

OH

OH
HO

Fig. 22 Estructura del compuesto IV.

A través del espectro de RMN *H (Fig. 23) se pueden observar las resonancias de cinco
protones aromaticos. Dos de ellos aparecen como singletes a un desplazamiento
quimico de dppm: 6,20 (H-6) y 6,36 (H-8) y los tres protones restantes se encuentran
formando un sistema de espin ABX, en el cual una de las sefiales aparece como un
doblete a 6.91 ppm (H-5") por el acoplamiento con un protén cuya sefal doblete
centrada en 7.31 ppm (H-6’) se solapa con un singlete a dppm:7,33 (H-2’) y juntas
integran para dos protones.
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También fue posible definir la resonancia de un protén anomérico que se observa como
un singlete a un desplazamiento quimico de 5,34 ppm (H-1”), sefalando la presencia de
un sacarido, el cual fue identificado como la ramnosa por el grupo metilo observado a
oppm: 0,94 (H-6”). El resto de las sefiales que conforman al sacarido se identificaron
claramente a dppm: 3.36 (H-5"); 3.77 (H-2"); 3.41 (H-3") y 4.22 (H-4").
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Fig. 23 Espectro de RMN *H del compuesto IV (MeOD, 270 MHz).

El espectro de RMN de *C (Fig. 24) mostré la resonancia de 21 atomos de carbonos,

los cuales fueron discriminados con un experimento DEPT-135 (Fig. 25) en diez
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carbonos cuaternarios a dppm: 178.36; 164.54; 161.88; 158.01; 157.23; 148.45; 145.08;
134.96; 121.78 y 104.64, cinco metinos dppm: 93.48; 98.59; 115.76; 121.60 y 115.14.
Estas sefiales en conjunto con los datos del RMN *H indicaron que la estructura
correspondia a un esqueleto de tipo flavonoide, especificamente una flavona

hidroxilada en las posiciones C-5, C-7, C-3'y C-4’.

Adicionalmente, se asignaron las sefiales de los cuatro metinos oxigenados de la
ramnosa a &ppm: 72.06; 70.92; 70.70 y 70.62, el grupo metilo se observdé a dppm:
16.32 y el carbono anomérico a dppm: 102.22.

La completa asignacion de las sefiales de RMN para este compuesto se realiz6 a través
de los datos del espectro en dos dimensiones HETCOR (Anexo X y X) y con la
comparacion de los datos obtenidos con los reportados en la literatura (Tabla 5y 6), se
pudo concluir que este metabolito secundario corresponde a la 3-O-ramnopiranosil-
5,7,3',4'-tetrahidroxiflavona, conocida con el nhombre comdn de quercitrina, aislada de
muchas especiales vegetales y particularmente dentro del género Croton se ha logrado
aislar de las especies C. campestris '®, de las hojas de C. huberi ®@y de la corteza de

Croton gossypiifolius Vah! Y,
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Fig. 25 Espectro DEPT-135 del compuesto IV (MeOD, 67.5 MHz).
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Tabla 4. Comparacién de los datos de RMN 1H para el compuesto IV con los datos
reportados en la literatura.

Experimental tomado en MeOD; 270 MHz Reportado (DMSO-ds; 400 MHz)"™
N° Hidrégeno O (ppm) Oy (ppm)
(mult, J (Hz), Integral) (mult, J (Hz), Integral)

6 6.20 (s,1H) 6.20 (d, J=2.2)

8 6.36 (s, 1H) 6.38 (d, J=2.2)

2 7.33 (s, 1H) 7.29 (d, J= 2.2)

5 6.91 (d, J= 8.15, 1H) 6.88 (d, J= 8.0)

6 7.31(d, J= 12.37, 1H) 7.25 (dd, 2.2:8.8)

1" 5.35 (s, 1H) 5.28 (d, J=1.4)

2" 3.77 (dd, J= 2.97, 1H)* 3.98m

3 3.41 (m, 1H)* 3.75m

4" 4.22 (s, 1H)* 321m

5” 3.36 (m, 1H)* 3.50m

6" 0.94 (d, J= 5.94, 3H) 0.80s

*Datos intercambiables
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Tabla 5: Comparacion de los datos de RMN 13C para el compuesto IV con los datos
reportados en la literatura.

Experimental tomado en MeOD; 67.5 MHz

Reportado (DMSO-dg; 400 MHz) '™

N° Carbono
&¢c (ppm) DEPT 8¢ (ppm) DEPT
1 - - - -
2 157.23 C 156.84 C
3 134.96 C 134.72 C
4 178.36 C 178.24 C
5 161.88 C 161.81 C
6 98.59 CH 99.30 CH
7 164.54 C 164.94 C
8 93.48 CH 94.23 CH
9 158.01 C 157.01 C
10 104.64 C 104.54 C
1 121.78 C 121.25 C
2 115.76 CH 116.16 CH
3 145.08 C 145.74 C
4 148.45 C 149.00 C
5 115.14 CH 116.00 CH
6’ 121.60 CH 121.66 CH
1” 102.22 CH 102.35 CH
2”7 70.92* CH 70.59 CH
3” 70.70* CH 71.71 CH
4” 70.62* CH 71.12 CH
5” 72.06* CH 70.88 CH
6” 16.32 CH, 18.02 CH,

*Datos intercambiables
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La estructura del compuesto IV se corrobord con el espectro de masas (Fig.26) en
donde se observé un i6bn molecular a 447 m/z [M+1] correspondiente a la férmula
condensada C,;H2001; y un pico a 300.86 m/z indicando la pérdida de 147 uma
asociada al clivaje de la ramnosa entre el oxigeno del carbono anomérico y el carbono

metinico oxigenado C-1” del sacérido.
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Fig. 26 Espectro de masas del compuesto IV.
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Ademas de los compuestos ya presentados, de la fraccion de CH,CI, se aislé lo que en
principio se penso6 que era un compuesto puro, por su perfil cromatografico en CCF en
diferentes mezclas de solventes, por ello se envié para que le realizaran las pruebas
biolégicas mientras estaba en proceso de elucidacién. Después de realizar los
espectros de RMN, IR y Masas se determiné que la muestra era una mezcla de
hidrocarburos saturados. Al realizar los ensayos de citotoxicidad, esta muestra fue la
mas potente e interesante para continuar su estudio de evaluacion biologica y por ello
los resultados obtenidos hasta el momento seran presentados en la seccion

correspondiente.

De igual forma de la fracciébn de AcOEt, se aisl6 otro compuesto (V) que aun esta en
proceso de elucidacion, pero se sabe hasta ahora que su estructura corresponde a un
flavonoide glicosilado y hasta el momento en los ensayos citotoxicos realizados a

resultado interesante.
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6.1.5 Aspectos fisicos y datos espectroscopicos de los compuestos
aislados de las hojas de Croton gossypiifolius Vahl.

Compuesto I: Liquido viscoso de color amarillo claro(18,7mg).RMN *H (270 MHz,
CDCls) 8ppm: 3.69 (s, 3H, H-1); 2.33 (t, J=7.7, 2H, H-3); 1.69 (m, J=4.9, 2H, H-4); 1.28
(sa, 30H, H-5); 1.28 (sa, 31H, H-6); 1.28 (sa, 31H, H-7), 0.9 (sa, 3H, H-8). RMN *C
(67.5 MHz, CDCl3) dppm: 51.4 (C-1); 174.3 (C-2); 34.2 (C-3); 25.0 (C-4); 31.9 (C-6);
22.7 (C-7); 14.3 (C-8).

Compuesto Il: Caramelo de color amarillo oscuro (11.5mg). RMN *H (270 MHz, CDCls)
Sppm: 3.66 (t, J= 15.8; 3H, H-1); 2.29 (t, J=7.4, 2H, H-3); 1.61 (m,2H, H-4); 1.24 (m,
20H, H-5); 1.28 (sa, 31H, H-6); 1.28 (sa, 31H, H-7), 0.9 (sa, 3H, H-8).RMN *C (67.5
MHz, CDCIl3) dppm: 51.4 (C-1); 174.3 (C-2); 34.1 (C-3); 24.9 (C-4); 32.1 (C-6); 22.7 (C-
7); 14.0 (C-8).

Compuesto Ill: Sélido blanco (11.5 mg). RMN *H (270 MHz, CDCl3) 8ppm: 3.52 (m, H-
3); 5.33 (sa, H-6); 0.99 (s, H-18); 0.67 (s, H-19); 0.91 (d, J=6.4, H-21); 0.81 (m, H-26);
0.81 (m, H-27); 0.81 (m, H-29). RMN *3C (67.5 MHz, CDCls) &ppm: 37.4 (C-1); 31.8 (C-
2); 71.9 (C-3); 42.4 (C-4); 140.9 (C-5); 121.7 (C-6); 31.9 (C-7); 32.0 (C-8); 50.3 (C-9);
36.6 (C-10); 21.2 (C-11); 39.9 (C-12); 42.4 (C-13); 56.9 (C-14); 24.4 (C-15); 28.3 (C-16);
26.2 (C-17); 11.9 (C-18); 18.8 (C-19); 36.2 (C-20); 19.1 (C-21); 34.1 (C-22); 26.4 (C-23);
46.0 (C-24); 29.4 (C-25); 19.4 (C-26); 19.8 (C-27); 23.2 (C-28); 12.0 (C-29).
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Compuesto IV: Sélido amorfo de color amarillo oscuro (31.1mg). RMN *H (270 MHz,
MeOD) dppm: 6.20 (s, 1H, H-6); 6.36 (s, 1H, H-8); 7.33 (s, 2H, H-2'); 6.91 (d, J= 8.15
Hz, 1H, H-5'); 7.31 (s,2H, H-6"), 5.35 (s, 1H, H-1); 3.77 (dd, J= 2.97, 1H, H-2"); 3.41 (M,
J=5.67, 3H, H-3"); 4.22 (s, 1H, H-4"); 3.36 (m, J= 9.39 Hz, 3H, H-5"); 0.94 (d, J= 5.94
Hz, 3H, H-6”). RMN *C (67.5 MHz, MeOD) &ppm: 157.23 (C-2); 134.96 (C-3); 178.36
(C-4); 161.88 (C-5); 98.59 (C-6); 164.54 (C-7); 93.48 (C-8); 158.01 (C-9); 104.64 (C-10);
121.78 (C-1’); 115.76 (C-2'); 145.08 (C-3’); 148.45 (C-4’); 115.14 (C-5');121.60 (C-6);
102.22 (C-1"); 70.92 (C-27); 70.70 (C-3”); 70.62 (C-4"); 72.06 (C-5"); 16.32 (C-6").
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6.2 Seccibdn bioldgica.

6.2.1 Evaluacion citotdxica de las fracciones.

La determinacion de la citotoxicidad in vitro sobre las lineas celulares MCF-7 y SKBR3,
ambas correspondientes a carcinoma de mama, de las fracciones de Hex, CH,Cl; y
AcOEt de las hojas de Croton gossypiifolius Vahl provenientes de una maceracion con
MeOH, arrojo que las tres fracciones presentan actividad citotoxica sobre las dos lineas
celulares antes mencionadas. La concentracion capaz de causar el 50% de la muerte

de la poblacion celular (Clso) se encuentra en la Tabla 7:

Tabla 6: Valores de de CI50 (uM) £ DE de las fracciones de Hex, CH2CI2 y AcOEt
sobre las lineas celulares MCF-7, SKBRS3.

Clso* DE (uM)* Clso % DE (pM)*

Fraccion MCF-7 SKBR3
Hex 255+116 236111
CH,Cl, 022+127  1.93+1.03
ACOEt 128+1.10  50.89 +1.28

La fraccion de CH,CI; resulté ser la mas potente en ambas lineas celulares con los
valores de Clsg presentados en la tabla. Por otro lado, la fraccion de Hex presentd
actividad contra la linea SKBR3 a una concentracién mucho menor al compararla con la
fraccion de AcOEt, sin embargo, esta ultima fue activa contra MCF-7 a una menor
concentracion que la fraccion de Hex. La gran diferencia de concentraciones en el caso
de la fraccion de AcOEt, nos indica que existe selectividad en la accién de esta fraccion

sobre MCF-7 en comparacion con SKBRS3.
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6.2.2 Evaluacién citotoxica de los compuestos aislados.

Se evalud el efecto citotoxico de los metabolitos secundarios aislados de las hojas de
Croton gossypiifolius Vahl e identificados como compuestos I, Il, I, IV, asi como de la
mezcla de hidrocarburos saturados y del compuesto V (en proceso de elucidacion)
sobre la viabilidad celular utilizando el método MTT. La Tabla 8 muestra los valores de
Clsp de cada compuesto sobre las lineas celulares MCF-7 y SKBR3, ambas

correspondientes a carcinoma de mama.

Tabla 7: Valores de de CI50 (uM) + DE de los compuestos |, 11, 11, IV, V y de la mezcla
de hidrocarburos saturados sobre las lineas celulares MCF-7, SKBR3.

Compuesto Clso * DE (uM)* Clso £ DE (pM)*
MCF-7 SKBR3

| 7.84 +1.05 26.80 +1.07
I 22.37+1.04 37.24+1.21
[l 7.84 +£1.05 10.33 +£1.03

A% 2.72+1.16 0.37 +1.07
\Y 11.09 +1.09 0.0034 +1.39
Mezcla 0.0001 -1 0.00069 + 4.63

Las seis muestras resultaron activas contra ambas lineas celulares. Los compuestos | y
Il con estructura similar presentan una Clsp menor para la linea celular MCF-7 la cual es
menos agresiva que SKBR3. El compuesto | resultd ser activo a menor concentracion
para ambas lineas celulares que el compuesto Il. Es posible que este hecho se atribuya
a la mayor cantidad de atomos de carbono que posee la estructura del compuesto | en

su cadena alifatica.
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De las muestras evaluadas, la mezcla de hidrocarburos saturados resultd ser la méas
potente con un valor de Clso 0.00069 + 4.63 uM para la linea celular SKBR3 que es mas
agresiva que la linea celular MCF-7. En estos momentos se estan evaluando las
muestras contra los fibroblastos (células sanas) con la finalidad de observar el efecto

citotoxico sobre esta linea celular y determinar el indice de selectividad.



102

6.2.3 Evaluacién de la actividad antibacteriana.

Se evalud la actividad antimicrobiana de las fracciones de hexano, diclorometano y
acetato de etilo a través del método de difusién sobre placas de agar [ ™® contra los
microorganismos Gram-positivos: Staphylococcus aureus (ATCC 6538) y Bacillus
subtillis (ATCC 6633), y los microorganismos Gram- negativos: Escherichia coli (ATCC
8739), Salmonella typhimurium (ATCC 14028) y Pseudomonas aeruginosa (ATCC
9027). Se evalud la actividad antimicoética utilizando la levadura Candida albicans
(ATCC 10231). Los resultados obtenidos se resumen en la Tabla 9 y se expresan como

diametros del halo de inhibicién reportados en milimetros.

Tabla 8: Actividad antimicrobiana de las fracciones de Hex, CH2CI2 y AcOEt expresada
como didmetros del halo de inhibicion (mm).

Fracciones Controles positivos n(;cgr;ttri\c/)(lj
Microorganismos | Hex | CH,Cl, | AcOEt | Eritromicina | Polimixina B | etanol
Bacterias Gram-
positivas
S. aureus 9 8 11 28 N/R --
B. subtillis 10 9 9 N/R 11 -
Bacterias Gram-
negativas
E. coli -- -- -- N/R 11 --
S. typhimurium -- -- -- N/R 12 --
Ps. aeruginosa -- -- -- N/R 10 --
Levadura
C. albicans - - - N/R N/R --
Leyenda:

ATCC: American Type Culture Collection.
--: No hubo formacién de halos de inhibicion.

N/R: no realizado.
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En primer lugar podemos afirmar que el ensayo es valido debido a que los controles
realizados arrojaron resultados satisfactorios. El solvente empleado (etanol) para
solubilizar los extractos no presentd efecto inhibitorio sobre el crecimiento de los
microorganismos (control negativo). Los antibidticos empleados como controles
positivos formaron halos de inhibicibn que se encuentran dentro de los limites

reportados en las tablas del método de Kirby Bauer.

Los fracciones evaluadas mostraron tener actividad biolégica contra las bacterias Gram-
positivas empleadas, generando didmetros de inhibicion similares a los de Polimixina B

empleado como control positivo contra la bacteria Bacillus subtillis.

No se presentd actividad inhibitoria contra las bacterias Gram-negativas ni contra la
levadura empleada.

Los compuestos aislados estan auln bajo estudio para determinar su actividad
antibacteriana.
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7 CONCLUSIONES

- Del estudio fitoquimico realizado a las hojas de la especie Croton gossypiifolius Vahl
se aislaron 4 compuestos identificados como: hexadecanoato de metilo (1), decanoato
de metilo (I), B-sitosterol (l11), 3-O-ramnopiranosil-5,7,3',4'-tetrahidroxiflavona (IV) mejor
conocido como quercitrina y ademas se logré aislar una mezcla de hidrocarburos

saturados.

- Los compuestos (1), (1) y (1ll) se reportan aqui por primera vez para esta especie.

- Las fracciones de HEX, CH,Cl, y AcOEt mostraron actividad citotdxica sobre las lineas
celulares de carcinoma de mama MCF-7 y SKBR3, siendo la fraccién de CH,Cl, la mas
potente de todas. La fraccion de AcOEt fue mucho mas potente para la linea celular
MCF-7 que para SKBR3.

- Los compuestos (1), (1), (1) y (IV) presentaron actividad citotéxica contra las lineas
celulares MCF-7 y SKBR3.

- La mezcla de hidrocarburos saturados resultd ser mas potente sobre las lineas

celulares MCF-7 y SKBR3 que las fracciones y los compuestos aislados.

- En la evaluacién de la actividad antibacteriana las fracciones mostraron actividad
contra las bacterias Gram-positivas y fueron inactivas frente a las Gram-negativas

empleadas.
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8 RECOMENDACIONES

Estudiar la fraccion hidrometandlica no trabajada en esta investigacion.

Realizar el estudio fitoquimico de las flores de la especie Croton gossypiifolius

Vahl para continuar con el estudio de esta planta.
Evaluar el efecto citotéxico de los compuestos sobre fibroblastos (linea celular
normal) para poder determinar el indice de selectividad de los mismos y ensayar

su actividad sobre otras lineas celulares tumorales.

Evaluar el efecto antibacteriano de los compuestos aislados.
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Anexo 1: Espectro HETCOR del compuesto I, tomado en CDCls.
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Anexo 2: Ampliacion del espectro HETCOR del compuesto I, tomado en CDCls.
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Anexo 5: Espectro HETCOR del compuesto Il, tomado en CDCls.
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Anexo 6: Espectro HETCOR del compuesto IV, tomado en MeOD.



