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RESUMEN

En este trabajo de investigacion se presentan los resultados de un estudio
fitoquimico de las hojas de la planta Croton malambo Karst (Euphorbiaceae)
colectada en Venezuela, como complemento de un estudio previo realizado sobre la
corteza de la planta. Se aislaron y caracterizaron 5 compuestos mediante técnicas
cromatograficas y la caracterizacion se llevd a cabo wusando técnicas
espectroscopicas de RMN de 'H y '3C, DEPT-135. Se identificaron: 168, 17a-
diolenkaurano (I), metileugenol (lI), lupeol (lll), julocrotol (IV) y julocrotona (V). Los
compuestos IV y V se obtuvieron como una mezcla y han sido aislados por primera

vez para esta especie.

Por otro lado el hecho de que el aislamiento del compuesto 16B, 17a-
diolenkaurano haya tenido lugar a partir de las hojas de la planta es significativo, ya
qgue en un estudio previo realizado al mismo compuesto, pero usando la corteza de
esta especie, mostrd tener buena actividad citotdxica en diferente tipos de cancer,
siendo su mecanismo de accion via apoptotica, aportando una ventaja ya que al ser
aislado de las hojas se evita el dafio que implica para la planta la tala de la corteza,

lo que puede causar la muerte de la misma.
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INTRODUCCION

Las plantas medicinales han constituido desde tiempos remotos un recurso
para cubrir las necesidades terapéuticas de los seres humanos.! El uso de las
plantas con fines medicinales es una tradicibn muy antigua, que ha estado siempre
presente en las culturas de los diversos pueblos. Siendo este un recurso alternativo
con gran aceptacion, sobre todo en pequefias comunidades rurales. Las plantas son
una fuente natural de una gran cantidad de compuestos quimicos, que son
biosintetizados con muchos fines, entre ellos, como proteccion contra los

depredadores o para atraer a los polinizadores.?

La tradicibn de usar las plantas con fines medicinales, se ha ido
perfeccionando a lo largo del tiempo, gracias a los ensayos quimicos,
farmacoldgicos, toxicolégicos y clinicos que buscan los principios activos que
permiten explicar de forma racional el uso terapéutico de una planta. Hoy en dia su
estudio se ha convertido en un hecho cientifico universal que trasciende no solo en
beneficio de la salud, sino también en el sistema productivo y econémico de un

pais.!

Actualmente en muchos paises el desarrollo de nuevas medicinas, depende
entre 60% y el 80% del uso de plantas, de los cuales una parte importante

corresponde a los extractos de la planta o de sus principios activos.?

Por lo tanto, el aislamiento y determinacion estructural de sustancias
organicas producidas por metabolismo secundario provenientes de las plantas,
representan un importante fundamento para el desarrollo cientifico de la quimica de

los productos naturales, asi como la contribucion a los avances en otras actividades



cientificas y tecnolégicas en el pais. La diversidad estructural de sustancias
organicas naturales aisladas de las plantas, ha recibido especial atencion por parte

de muchos investigadores®.

Se ha estimado que so6lo el 5-15% de 250.000 especies se han investigado,
dejando por fuera numerosos organismos de fuente natural, que contienen un
significativo nimero de nuevas sustancias y son una fuente potencial para la
obtencién de productos naturales bioactivos, incluyendo, fuentes de materias primas

para el desarrollo de nuevos medicamentos.*

Por todo lo expuesto, en la presente investigacidbn se plantea, realizar el
estudio fitoquimico de las hojas de Croton malambo Karst colectadas en Venezuela,
para aislar de esta manera los metabolitos secundarios mayoritarios presentes en
ellas. Esto como parte de un estudio complementario de la especie, en contribucion
a la busqueda de metabolitos bioactivos, ya que en estudios anteriores, de los
extractos de la corteza de C malambo, se obtuvo resultados significativos al evaluar
su actividad, antiinflamatoria y analgésica®. Sin embargo, si la corteza se corta en
grandes areas, el dafio puede evitar que los nutrientes y el agua lleguen hasta
arriba, provocando la muerte del arbol. Por lo tanto si del estudio fitoquimico de las
hojas de C. malambo, se obtienen los mismos metabolitos, se puede evitar la muerte

de la planta, ya que las hojas pueden ser restituidas, por la misma.



1. Antecedentes.

1.1. Familia Euphorbiaceae.

La familia Euphorbiaceae es la sexta familia de plantas con flores mas
diversas, conformada por aproximadamente 8000 especies agrupadas en 317
géneros; distribuidas sobre todo en las regiones tropical y subtropical del planeta.
Las especies de esta familia se caracterizan por sus variaciones morfolégicas, que

van desde arboles, hasta arbustos, hierbas y lianas®.

La clasificacion de la familia Euphorbiaceae, se ha hecho dificil debido a la
variabilidad en la morfologia, la genética y el gran tamafo de la familia. Segun
Webster (1975), ha habido varias clasificaciones de la familia, considerando que la
clasificacion de Miller de 1866 fue un hito en la clasificacién de Euphorbiaceae’,
debido a que fue el primero en utilizar las caracteristicas filogenéticas coherentes
que persistieron durante un largo periodo de tiempo. Usando la clasificacion de
Mueller como base, Webster empleo estructuras filogenéticas como morfologia del
polen y la anatomia para crear una clasificacion. Dividié la familia en cinco
subfamilias: Acalyphoideae, Crotonoideae, Euphorbioideae, Phyllanthoideae vy
Oldfieldoiideae. De acuerdo con esta clasificacion, las primeras tres subfamilias se
caracterizan por poseer un évulo, mientras que las dos ultimas subfamilias tienen

dos 6vulos®.

Entre las caracteristicas mas comunes de las Euphorbiaceae tenemos: hojas
compuestas, palmeadas o simples; las flores unisexuales, estan reunidas en
espigas, racimos o ciatos; granos de polen con 2-3 nucleos y con distintos dibujos en

la capa de exina; gineceo con 3-6 carpelos unidos, con estilos no divididos a



multifidos; Ovulos solitarios o0 por pares en cada carpelo, anatropos y epitropos,
crasinucelados con dos tegumentos; frutos generalmente capsulares y carpelos que
se separan de una columnilla central en la dehiscencia; en cada carpelo una o dos
semillas con tegumento externo, con o sin endospermo y a menudo carunculadas;

embrién grande con amplios cotiledones”®.

Muchas plantas de la familia Euphorbiaceae son bien conocidos en diferentes
partes del mundo como téxicas y / o medicinales’®. Desde el punto de vista
bioguimico es una familia muy diversa, que contiene alcaloides, glicésidos
cianogénicos, acidos grasos, glucosinolatos y terpenoides entre otros. Ademas
algunas de sus especies contienen un latex de color lechoso. Actualmente, sus usos
mas frecuentes son en alimentacion (tapioca) y en la produccion de medicinas,
venenos, aceites y grasas, ceras, gomas, caucho y componentes para pinturas,

barnices y otros productos industriales®.

1.2. Principales compuestos quimicos aislados de Euphorbiaceae.

1.2.1 Terpenoides.

En las 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 esteres (acetatos) o glicésidos. El latex de Euphorbia contiene

mayormente triterpenos y sus esteres”®.



1.2.2 Acidos Grasos.

El aceite de las semillas de esta familia contiene acidos grasos saturados e
insaturados por ejemplo las semillas de Trewia nudiflora L. contienen acido alfa-
eleoesteérico:

CH3(CH2)3(CH:CH)3(CH2),COOH
Acido alfa-eleoestearico

El latex de Euphorbia pulcherrima Klotzsch contiene un acido graso conjugado, el

acido deca-2, 4-dienoico, junto con sus cuatro isémeros®.

1.2.3 Sustancias fenodlicas.

La familia Euphorbiaceae es rica en flavonoides, particularmente flavonas y
flavonoles en forma de glicosidos y metilésteres. Algunos de los compuestos
fendlicos detectados en diversas especies de esta familia son: a) cumarinas en
Euphorbia lathyris y Ricinus communis, b) taninos hidrolizables en Euphorbia
macuiata L., Gleditsia japonica Miqg. c) fenantrenos y quinonas en Euphorbia

pulcherrima y Hevea brasiliensis y d) acidos fendlicos en Ricinus communis?®.



1.2.4 Alcaloides.

Se han detectado diversas clases de alcaloides, que se encuentran
principalmente en los géneros Croton, Phyllanthus y Securinega. Los glucésidos
cianogénicos, que como se sabe pueden ser tdxicos, se han encontrado en algunas

especies de los géneros Euphorbia, Hevea, Jatropa, Manihot y Mercurialis®.

1.3. Genero Croton.

El género Croton, es el segundo mas grande y diverso de la familia
Euphorbiaceae, y se compone de alrededor de 1.300 especies, distribuidas en las
regiones tropicales y subtropicales, con una importante concentracion en América y
Africa (figura 1). Muchas especies de Croton se desarrollan, hasta en lugares como,
carreteras, rios y los claros del bosque. Estas y otras caracteristicas ecolégicas,
como la produccion en masa de flores y frutos durante la mayor parte del afio, hacen

de este género candidatos ideales para la restauracién de bosques degradados™.

El género Croton incluye desde hierbas a arboles, con variadas formas de
hojas, exudado generalmente coloreado, indumento de pelos estrellados o lepidotas
en toda la planta, generalmente con glandulas en la base de la lamina y/o sobre el
peciolo, flores femeninas generalmente con pétalos reducidos o ausentes, ovario

generalmente tri carpelar, con un évulo por l6culo™?.

Muchas especies de este género se han utilizado en América del Sur como
medicina popular para el tratamiento de heridas, inflamacion, cancer, para el

tratamiento del dolor y para trastornos del sistema digestivo’®. Los estudios



realizados en especies de Croton han reportado la presencia de alcaloides,

flavonoides, esteroides y triterpenoides, saponinas y taninos.

?
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Figura 1. Mapa de distribucion a nivel mundial del género Croton*

Dentro de estos estudios un amplio proyecto que involucra el estudio
farmacoldgico y fitoquimico de especies de este género presentes en Venezuela, se
ha desarrollado en el Laboratorio de Investigacion de Productos Naturales de la
Facultad de Farmacia de nuestra Universidad bajo la direccion de la Profesora
Suarez. Dado que en trabajos anteriores de este grupo de investigacion se han

15-16

detallado ampliamente los estudios del género, concretamos nuestros

antecedentes a las investigaciones reportadas a partir del afio 2008.

A continuaciéon una revisién de los metabolitos secundarios aislados en
estudios fitoquimicos realizados desde el 2008 en varias especies del genero Croton

a nivel mundial.



1.3.1. Croton nepetaefolius Baill.

Es una planta aromatica endémica del noreste de Brasil. Esta especie es
ampliamente utilizada en la medicina popular como estomaquico, carminativo y en el
tratamiento del célico intestinal. Del estudio fitoquimico del extracto etandlico de los
tallos de esta planta, se aislaron los diterpenos 1,4-dihidroxi-2E, 6E, 12E-trien-5-ona
casbeno (1) y 4-hidroxi-2E, 6E, 12E-trien-5-ona-casbeno (2). También se aislaron la

2-hidroxi-4,6-dimetoxiacetofenona (3), 2-hidroxi-3, 4, 6-trimetoxiacetofenona (4) y los

esteroides 3-O-B-D-gluco-piranosilsitosterol (5), B-sitosterol (6) y el estigmasterol

(7).2

OH ?l
MeO CHs
MeO
R
(1)R = OH B)R=H
2)R=H (4) R = OMe

CHj

(5) R= 3-O-B-D-Glicopiranosil
(6) R=H, 22 23- dihidro
(7) R=H, A*?



1.3.2. Croton stipuliformis bark

Es una especie nativa de Colombia conocida como” guacamayo “, es un arbol
de 10-20 m de altura que crece en altitudes desde 1300-1800 m en Los Andes
colombianos. En esa region, esta planta es reconocida por la produccién de
segregados que se utilizan para curar Ulceras de estdmago. A partir de un extracto
metandlico de las hojas- de Croton stipuliformis, se aislaron tres diterpenos del tipo
ent-3,4-seco-labdanos (8-10), junto con ent-labdano (11), 6-hidroxinidorelol (12), y
sitosterol (6).""
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1.3.3. Croton caudatus Geisel. var. tomentosus Hook.

Es un arbusto trepado que se encuentra en matorrales. El tallo de esta planta
se ha utilizado tradicionalmente para el tratamiento de la artritis, la malaria, es
utilizado en China para aliviar el dolor y para el tratamiento de enfermedades del
estdmago. A partir del estudio fitoquimico de los tallos de la planta Croton caudatus
Geisel, se aislé por primera vez el sesquiterpeno crocaudatol (13), junto con la
oplopanona (14).** En otro trabajo de los tallos de la planta a partir del extracto
etandlico, también se aislaron los compuestos conocidos: 3,5,6,7,8,3’, 4'-
heptametoxiflavona (15), tangeretina (16), nobiletina (17), 5,6,7,4’ - tetrametoxi-
flavona (18), sinensetina (19), kaempferol (20), tilirosido (21), kaempferol-3 O-

rutinosido (22), la rutina (23) y una flavona, llamada crotoncaudatin (24).2



HaC” -
8 OHH H CH,

HaC

(13)

OCH; O
(15) =R 1 = R,= R3 = OCHs
(16) =R 1= R,=H; R3 = OCHg
(17) =R 1= R3= OCH3; R, = H
(18) =R 1=Ri=Rs=H

(19) =R 1= OCHz; Ri=Rs = H

11

(200=R;=R,=H

(21)= R1= H; R,=Glu-6-0O-E-Coumaroil
(22) = R 1= H; R, = Rutinosa

(23) = R 1= OH; Rz = Rutinosa




1.3.4. Croton kongensis Gagnep.

Es una planta, de China conocida como “Ba-duo”, que es

12

utilizada con

frecuencia en la medicina popular para tratar la dismenorrea. Del extracto etandlico

de las hojas secas de la planta se aislé un diterpeno, el ent-8,9-secokaurano (25),

junto con los compuestos rabdoumbrosanin (26), ent (7a, 14B) -7,14-dihidroxi-ent-
kaur-16-en-15-ona (27), ent-7B-hidroxi-15-oxokaur-16-en-18-il-acetato (28), vainillina

(29), é&cido vanilico (30), el acido 4-hidroxi-benzoico (31), acido 4-metoxi-benzoico
(32), 2, 6-di terc-butil-4-metil-fenol (33). *°

I
N

(26) R 1= H; R, = OH

(25) R 1=—0

R
OCH,
OH
(29) R = CHO

(30) R = COOH

CH3; Rz = OCHzCH3

(27)R 1= OH; R, = H
(28) R 1= H; R, = OAC

O§ OH CH,
R CH; OH CHs,
(31) R=OH (33)
(32) R = OCHj
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1.3.5. Croton gratissimus Burch.

Es un arbol de hoja semi caduca y estd muy extendido en el Africa, se
produce en mayor parte en las laderas pedregosas o rocosas de las regiones mas
calidas y secas, del noreste de Sudafrica. Las hojas producen un agradable aroma
de lavanda. Las tribus zulles usan infusiones de la leche de la corteza como
purgante y para trastornos estomacales e intestinales, a pesar de ser téxico.
Mientras los zimbabuenses usan el humo de las hojas para tratar la tos, y toman
infusiones de la raiz para los dolores abdominales y como afrodisiaco. A partir de la
corteza del tallo de Croton gratissimus Burch, de los extractos de hexano y
diclorometano se aislaron los compuestos: (+)-[1R’, 2S’, 7S, 8S’, 12R] - 7,8- epoxi -
2,12-ciclocembra-3E,10Z-dien-20,10-olida (34); (+)-[1R*, 10R*]-4-cembra- 2E, 4E,
7E, 11Z-tetraen-20, 10-olide (35); (+)-[1R*, 4S*, 10R*] -4-hidroxicembra-2E, 7E, 11Z-
trien- 20, 10-olide (36); (-)-[1R*, 4R*, 10R*] -4-hidroxicembra-2E, 7E ,11- Z-trien-20,
10-olide (37)%°
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1.3.6. Croton adenocalyx Baill

Es una planta representativa de Brasil. La purificacion de la fraccion de
hexano, obtenido a partir del extracto etandlico de la corteza del tronco de Croton
adenocalyx Baill, dio como resultado el aislamiento de la 6-metoxi-7-hidroxicumarina
(38) y el flavonoide 3°,5-dihidroxi-3,4", 7-trimetoxiflavona (39)*°

Hacom
™
HO o~ Yo

(38)

1.3.7. Croton funckianus Mull.

Es un arbol de 3-5 m de altura, muy ramificado que se encuentra distribuido
en Venezuela y Colombia. A partir del estudio fitoquimico del extracto etandlico de

hojas senescentes frescas se aislaron e identificaron los compuestos: cassipourol
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(40), el hexadecanoato de etilo (41), el 2, 6,10,14,18,22-tetracosahexaeno (42), el d-
a-tocoferol (43), la quercetina (44) y la quercitrina (45).**

CHs CH, CH,
/JW/M/ CH,
N N o CH,
CH, CH, CH,
(42)
?Hs CHs CH,
o . : CH,
(43)

(44) (45)
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1.3.8. Croton cascarilloides Rauschel.

Es un arbol de hojas perenne de aproximadamente 0,5 a 2 m de altura, que
se distribuye en Japon, Taiwan, Tailandia y Vietnam, y esta especie es la Unica del
género Croton que crece de forma silvestre en Japon. A partir del extracto
metandlico de las hojas de Croton cascarilloides, se aislaron siete glicésidos
megastigmano, cuyo esqueleto basico se muestra en la estructura (46).** En una
investigacibn mas reciente de los tallos de Croton cascarilloides, se aislaron ocho
diterpenoides, llamados crotocascari, que tienen un esqueleto del tipo crotofolano,
junto con dos nor-diterpenoides, llamado crotocascani a y [, derivados del

reordenamiento del esqueleto crotofolano (47-48).%2

“CH,

(46)R=H

Glco™”

H;C

(47) R = OH
(48)R=H
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Otro trabajo, condujo al aislamiento de un diterpenoide tipo crotofolano (49).%®

H;C

1.3.9. Croton macrobothrys Baill.

Es un arbol que se encuentra en Brasil, conocido popularmente como la
“sangre de dragon”, “pau-sangue” y “sangue de drago”. A partir del estudio
fitoquimico del extracto metandlico de las hojas de la especies, se aisl6 e identifico el
alcaloide coridina (50), el esteroide B-sitosterol (6), el triterpeno B-amirina (51), asi
como el geranilgeraniol (52) y la salutaridina (53). Compuestos que ya eran

conocidos para el género Croton.?*




CHs CHj CH,

H5;C

(52)

H5CO I
HO
‘ o,

(53)

H,CO

1.3.10. Croton zehntneri Pax and Hoffman.
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Es una planta aromatica nativa de la region nororiental de Brasil, y es

popularmente conocido como “canela de cunha”. Esta especie es utilizada en la

medicina tradicional como sedante, estimulante del apetito, antianoréxico y para el

alivio de trastornos gastrointestinales. De los aceites esenciales de las hojas, tallos y

raices se han aislado los compuestos mayoritarios: E-anetol (54), eugenol (55),

estragol (56), Z-metil isoeugenol (57) y el E-metil isoeugenol (58).% Por otro lado, en

otra investigacion a la misma especie, especificamente de las raices de la planta de

Croton Zehntneri, se aislé el compuesto crototropona (3-hidroxi-5,6-dimetoxi-2-

metilciclohepta-2, 4,6-trienona) (59).%°
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OCHj

OH OCHj,4 OCH,
OCHj,
OCHj,
X
CH, |CH2 ch2 X CHj
(54) (55) (56) (57)
OCHjg
OCHj,
CHj
(0] OH
N
AN
CHg H3;CO OCHj,4
(58) (59)

1.3.11. Croton lechleri Mull. Arg.

Es una planta medicinal que produce una savia roja, esta especie es conocida
tradicionalmente como “Sangre de Drago”. La savia se obtiene al tallar la corteza de
las plantas que tienen dos, tres 0 mas afos de vida. Nativos amazdnicos utilizan
esta savia para tratar varias enfermedades como la cicatrizacion de heridas,
enfermedades gastrointestinales y también el cancer. La caracterizacion fitoquimica
de la savia ha llevado a la conclusiéon 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 es la taspina (60) un
alcaloide que se encuentra en la savia de los arboles maduros, el cual presenta

buenas propiedades de curacién de heridas.?’
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/ CH,

o
N
O “CH,
0
0 =

(60)

En otra investigacion de la savia de Croton lechleri Mull. Arg fueron aislados e
identificados tres megastimanos (61-63), tres lignanos (64-66), cuatro 3-flavonoles
(67-70), tres fenilpropanoides (71-73) y un clerodano (74).?®

(61) R=0OH (63) R = 4,5 dihidroxiblumenol
(62)R=H
OH
o}
HoJ-.,% OCH;,
© on
H,CO
H;CO H3CO
3 OCH, HO

(64) 3’, 4-O-dimetilcedrusin

(65) (z)-Eritro-guaiacil-glicerol-
-O-4’-dihidroconiferil éter



HO
OH
o
OCH,
(66) 2-[4-(3-hidroxipropil)-2-metoxifenoxi]-

propano-1,3- diol

OH
OH
HO 0 . o
R
OH
(69) R — w|||||||IIIIOH
(70)R = —OH
HaC
OH
H3C
R
(72) R=H

(73) R = OCHjs
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OH
OH
HO (0] .o\\\\
mR
OH
(67) R - ullllllllllOH

(68) R = ——OH

chon/\AOH
H,;CO
OCHg

(71) alcohol trans-3,4,5-

trimetoxi-cinamico.

(74) glucésido del acido
floribundico
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1.3.12. Croton tonkinensis Gagnep.

Es un arbusto nativo del norte de Vietham, es utilizado tradicionalmente para
tratar quemaduras, dolor abdominal, y Ulceras gastricas. A partir de las hojas de la
planta Croton tonkinensis, se aislaron por primera vez, dimeros de diterpenos del
tipo ent-kaurano, (75-76)%

(75) R = OAc
(76) R = OH

1.3.13. Croton antisyphiliticus Mart.

Se utiliza tradicionalmente por las poblaciones que habitan en el Cerrado
brasilefio para tratar la sifilis, inflamacién, infecciones genitales. El fraccionamiento
del extracto de cloroformo de la raiz de Croton antisyphiliticus dio como resultado el
aislamiento de un compuesto, que se identificd6 como acido ent-kaur-16-en-18-oico
(77).2%°



23

1.3.14. Croton oblongifolius Roxburgh

Es un arbol de unos 8 m de altura que crece en forma silvestre en las zonas
pantropical asiaticas, como Tailandia, Myanmar e Indonesia. Las flores de esta
especie se usan como antihelmintico, su fruto, macerado con 28 a 40% de alcohol,
como oxitocina para el post-parto, y su corteza o las hojas como un antidiarreico. .A
partir del extracto metandlico de las hojas de Croton oblongifolius Roxburgh, que se
recogié en Chiang Mai, en Tailandia, se aislaron seis glucésidos megastigmano,

llamados oblongionosides (78-83).%"

ApiGIcO ™ ApiGIcO ™

(78) R=""""””OH (80) R:‘IIIIIIIIIIIOH
(79)R="OH (81)R="OH
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Glco™

(82) R = aonnnt QH
(83) R="OH

1.3.15. Croton urucurana Baillon.

Es un arbol que se encuentra comunmente en la region de Ciudad Dourados,
de Brasil. Es ampliamente utilizado en la medicina tradicional para el tratamiento de
heridas con infeccion y para acelerar la cicatrizacion. En estudios fitoquimicos de la
corteza de Croton urucurana, se aislaron tres diterpenos clerodano y se identificaron
como: metil 12-epibarbascoata (84), sonderianin (85) y 15,16-epoxiclerodan-3,13,14-
trien-2-ona (86), junto con los compuestos metil 3-oxo-12-epibarbascoate (87), acido

acetil aleuritélico (88), stigmasterol (7), B-sitosterol (6) y B-sitosterol-3-O-glucoside.®?
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[.3.16. Croton palanostigma Klostzch.

Es un arbol de tamafio mediano, nativo de la regibn amazoénica, conocida
como “Marmeleiro” y sangre de drago. A partir de los aceites esenciales de hojas,
ramas, corteza del tronco y frutos de esta especie se aislaron los compuestos linalol
(89), E-cariofileno (90), metileugenol (91), B-elemeno (92), a-pineno (93), limoneno

(94), sabineno (95), B-pineno (96) y E—-metilisoeugenol(97).%

: CH,

H,C H,C OCHs
(89) (90) (91)
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CHj
CHj
ﬁ H,C”™ “XCH,
(92) (93) (94)
CH,
|| ﬁHZ H3CO
OCHg
H,C CH, ﬂ =~ “CHy
(95) (96) (97)

[.3.17. Croton argyroglossum Baill.

Comunmente conocido como “Sacatinga”, es un arbusto que crece en el
noreste de Brasil. De la corteza del tallo se aislaron dos derivados de tropeno. El
primero de ellos, fue identificado como orobanona. (98), y el segundo derivado se

identifico como pernambucona (99).3

CHs HaC CHy CHs
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[.3.18. Croton sparsiflorus Morong.

Es un arbusto que crece en suelo arcilloso en Asia y América del Sur. A partir
de la fraccion de n-butanol de Croton sparsiflorus, se aislé un polipéptido ciclico

llamado crotosparsamida (100), junto con el compuesto p-hidroxi- metilcinamato.*

H3C CHj3
H (o]
N
N \/\
H Ol NH
(e} CH
NH 8
CHj3
\
NH CH; HN

A LA A,

(100)

Como fue mencionado anteriormente, desde hace varios afios se ha
desarrollado en la Facultad de Farmacia un proyecto que incluye el estudio quimico-
farmacolégico de varios géneros de la familia Euforbiaceae y mas ampliamente se
ha enfocado en el género Croton. Entre las especies estudiadas se encuentran: C.
cuneatus; C. huberi; C. matourensis; C. micans; C. gossypiifolius; C. rodolens; C.
pungens; C. hircinus; C. sucrensis; C rhamnifolius, C caracasana y C. malambo.
Mencionaremos a continuacion los resultados mas recientes obtenidos en nuestro

grupo de investigacion.
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1.3.19. Croton. matourensis Aubl.

Es un arbol pequefio o mediano, se encuentra en Brasil, Guayana y
Venezuela. En la investigacion quimica de los extractos organicos obtenidos de las
hojas de Croton matourensis, se aislaron e identificaron dos flavononas glucosiladas,
hesperidina (101), naringina (102), dos diterpenos de tipo neoclerodano, trans-
dehidrocrotonina (103) y 5a-hidroxi-trans-dehidrocrotonina (104), el monoterpeno

vainillina (29) y el triterpeno a-amirina (105)°.

HO O

OH OH OH
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..mCH3

CHy

(104) (105)

1.3.20. Croton micans Sw.

Es un arbusto que crece en la zona norte-costera de Venezuela. A partir del
estudio fitoquimico de las flores de la especie, se aislaron e identificaron los
compuestos: caracasina (106), acido de caracasina (107), espatulenol (108), 3,7-
dimetil-1,5-octadien-3,7-diol (109), estigmasterol (7), B-sitosterol (6), tilirosido (21).*°
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(108) (109)

En otra investigacién a partir de los tallos de Croton micans, se aislaron e
identificaron 5 dimeros del tipo 3,4-seco-ent-kaurene: el &cido micansinoico (110),
acido isomicansinoico (111) y el dimetil (112), el monometil (113) y el monoetil éster

(114) del acido micansinoico.*’

(110)
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(111) R, =R, = H
(112) Ry = R, = CHj
(113) Ry = H, R, = CH;3
(114) R; = H, R, = Et

1.3.21. Croton pungens Jacq.

Esta planta es nativa de Venezuela y a partir del estudio fitoquimico de los
extractos apolares de esta especie se aisld el fitol (115), nor-kaurano (116), B-

sitosterol (6) y un ester de B-sitosterol (117).3®

CH

HOW\/Y 3
CH CH, CH,

3 CHj

(115)
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1.3.22. Croton caracasana Pittier.

Es un arbusto que crece en el norte de Venezuela. Del estudio fitoquimico de
los tallos y de las hojas de Croton caracasana Pittier se aislaron los compuestos
lupeol (118), crotofolin (119), crotocarasin A, B, C, D (120-123), y 5-hidroxi-3, 7, 8, 3’,
4’-pentametoxiflavona (124).*

(119) R = H
(120) R = OH
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“1111CH,

1.3.23. Croton gossypiifolius Vahl.

Es un arbol que crece en el norte de Venezuela, y es utilizada en la medicina
popular para la curacion de heridas y en el tratamiento de la sifilis. En el aceite
esencial de las hojas de Croton gossypiifolius Vahl, se identificaron 51 compuestos,
entre los mayoritarios se tienen: 6xido de a-cedreno (18,6%), spatulenol (16,3%),
valenceno (5,8%), geranilo-pentanoato de etilo (5,3%), a-cadinol (4,0%), germacreno
D (3,5%) y longifoleno (3,3%).%
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En un estudio fitoquimico realizado en la corteza de Croton gossypiifolius
Vahl, fueron aislados tres diterpenos de tipo ent-kaurano: &cido ent-kaurenoico
(125), acido grandiflorénico (126), acido ent-15p-E-cinamoil-kaurenoico (127), un
3,4-seco-ent-kaureno conocido como 7-desoxo-geayina (128), el flavonoide

quercitrina (45) y acidos grasos donde el palmitico resulté ser el mayoritario.

(127) (128)
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1.3.24. Croton malambo Karst.

Es un pequefio arbol que crece en la region oeste de Venezuela y en la parte
norte de Colombia, que se conoce como “palomatias”, “torco” y “céscara de
lombrices”. Una infusion de la corteza de palomatias es utilizada ampliamente en la
medicina tradicional para el tratamiento de diversas enfermedades tales como: la
diabetes, diarreas, reumatismo, Ulceras gastricas, y como un agente antiinflamatorio
y analgésico’. En estudios fitoquimicos realizados a la corteza de Croton malambo
se aislaron un total de 10 compuestos de tipo terpénico, metil-eugenol (91),
isoelimicina (129), &-cadinol (130), 16B,17a-diolentkaurano (131), T-dehidrocrotonina
(103), cajucarinolido (132), isocajucarinolido (133), lupeol (118), betulin (134),
estigmasterol (7), de este estudio se demostré que el extracto acuoso tiene efectos

analgésicos y antiinflamatorios significativos.**

HaCO

CH3
CHs
HaCO OCH,4

(129)
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HO\\\“".

H3C

(134)

En otro estudio realizado, se determind la composicion del aceite esencial de
esta planta por medio de un andlisis GC-MS, caracterizando como compuestos
mayoritarios al metil-eugenol (91), y-bisaboleno (135), isoelemicina (136), Y-
curcumeno (137), junto con otros constituyentes minoritarios que fueron

identificados. El aceite presento importante actividad antibacteriana.*

I
=
CH,q CHs
/k/\)\(m3
H4CO OCH,
HsC OCH;,
(135) (136)

(137)
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Un compuesto aislado de la corteza de Croton malambo, con interesante
actividad farmacolégica es el 16B,17a-diolentkaurano (131), el cual es un
compuesto de tipo diterpeno que se encuentran comunmente en las especies de
plantas, especialmente de la familia Euphorbiaceae. Muchos compuestos kaurenos
han demostrado tener una amplia gama de propiedades bioldgicas, incluyendo la
citotoxicidad contra diferentes tipos de cancer. En una investigacion realizada al ent-
16B-17a-diolkaurano, se determiné que es un compuesto con muy buena actividad

citotéxica, cuyo mecanismo de accién es via apoptética®.



38

2. JUSTIFICACION

Dados los interesantes resultados obtenidos en el estudio quimico y
farmacoldgico de la corteza de Croton malambo, se ha propuesto caracterizar los
compuestos quimicos presentes en sus hojas, ya que ellas representan el material
que la planta puede rapidamente reproducir sin causar el dafio que implica la tala de
su corteza. De encontrarse los mismos resultados, esta planta pudiera ser
considerada como una planta con potencialidad para ser administrada de manera

segura con propdsitos terapéuticos en humanos.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general:

Extraer, caracterizar e identificar los metabolitos secundarios mayoritarios

presentes en las hojas de la planta Croton malambo Karst.

3.2. Objetivos especificos:

Obtener el extracto metandlico a partir del macerado de las hojas de la planta

Croton malambo Karst.

Separar el extracto metandlico de las hojas de Croton malambo, en fracciones
de hexano, cloroformo, acetato de etilo y el extracto acuoso para su estudio

fitoquimico.

Aislar y purificar mediante técnicas cromatogréaficas los metabolitos secundarios
mayoritarios presentes en las fracciones de hexano, cloroformo, acetato de etilo y

acuoso del extracto metandlico de las hojas de la planta de Croton malambo

Caracterizar e identificar los compuestos mayoritarios aislados del extracto
metandlico de las hojas de Croton malambo mediante las técnicas

espectroscopicas de RMN*H, RMN'3C y espectrometria de masas.



4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1. Equipos
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Espectrometro de RMN ECLIPSE-JEOL 270 MHz (Facultad de Farmacia

UCV).
Rotaevaporador BUCHI B-480

Rotaevaporador Cole-Parmer.

Lampara de UV multibanda 254/365 modelo UVGL-25.

Balanza analitica METTLER PC 2000.
Balanza analitica OHAUS.

Estufa Memmert.

4.2. Materiales.

4.2.1 Solventes.

4.2.2.

Metanol (MeOH) grado p.a Aldrich

n-hexano grado p.a Aldrich

Diclorometano (CH,Cl,) grado p.a Aldrich.
Acetato de etilo (AcOEt) grado técnico, destilado.
Cloroformo (CHCI3) grado p.a Aldrich.
Ciclohexano grado p.a Analar.

Heptano grado p.a Burdick & Jackson.

Solventes para el analisis de RMN.

Cloroformo deuterado (CDCIs3). Grado p.a Aldrich.
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4.2.3. Materiales para Cromatografia.

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

e Placas de silica gel 60 para cromatografia de capa fina (CCF) Macherey-
Nagal ALUGRAM SIL G/UV3s4, 20x20 cm, 0,20 mn de espesor.

e Placas Preparativas de silica gel 60. Fzs4, 20x20 cm, 0,2mm de espesor.

MERK.

e TLC Silica gel 60 RP-18 F,s4, Cromatografia de capa fina fase reversa. Hojas
de aluminio 20x20 cm.

4.2.4 Reveladores.

e p-anisaldehido, se prepar6 mezclando 5mL de p-anisaldehido con 90 mL de
etanol (EtOH), 5mL de &cido sulfarico (H,SO4) y 1 mL de acido acético
(CH3COOH).

4.3. Procedimiento experimental.

4.3.1. Colecta del material vegetal.

La especie Croton malambo fue recolectada en Diciembre del 2012 en Santa
Barbara del Zulia, Venezuela, y la planta fue identificada por el Dr. Stephen Tillett.
Un ejemplar de la muestra, representativo de la coleccion e identificado con el
cédigo (MYF 17824), ha sido depositado en el Herbario “Dr. Victor Manuel Ovalles”

de la Facultad de Farmacia, Universidad Central de Venezuela.
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4.3.2. Extraccion.

Una vez recolectada la muestra de las hojas de la planta, se dejo secar a
temperatura ambiente, una vez secas se molieron. Las hojas secas de la planta
Croton malambo se colocaron en maceracion con metanol, luego se filtré el extracto
de metanol obtenido y se sometié a evaporacion a presion reducida mediante un

rotaevaporador, para asi obtener el crudo.

El crudo obtenido de las hojas se disolvi6 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 cloroformo y finalmente con
acetato de etilo. Las fracciones apolares obtenidas fueron tratadas con sulfato de
magnesio anhidro, filtrados por gravedad y concentrados al vacio hasta sequedad

(esquema 1).

Luego las fracciones organicas fueron monitoreadas mediante cromatografia
de capa fina (CCF), visualizando las placas en una lampara UV, seguida de
inmersién en solucion de p-anisaldehido como agente revelador y posterior
calentamiento, para asi visualizar los compuestos que no absorben la luz

ultravioleta.



43

Las hojas de la planta Croton malambo
500 g

Maceracion con MeOH

1. Filtracion por gravedad Por 2 semanas
2. Evaporacion a presion
reducida.

[ Extracto MeOH } [ Material vegetal extraido ]

Disolucién en H,O/MeOH (50:50)

[ Solucién hidrometandlica ]

Extraccion con Hexano

3. Desecar con MgSO,
4. Filtrar
5. Evaporacién al vacio

[ Fraccién de hexano ]

Fase hidrometandlica
2.6259 a

Extraccion con CHCl,

6. Desecar con MgSO,
7. Filtrar
8. Evaporacién al vacio

[ Fase hidrometandlica ] Fraccion de CHCI,
1,4701g
Extraccion con AcOEt
9. Desecar con MgSO,
10. Filtrar
11. Evaporacion al vacio
Fraccién de AcOEt [ Fase hidrometandlica ]
0,3972 g

Esquema 1. Proceso de extraccion de los metabolitos secundarios de las hojas de

Croton malambo Karst.
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4.3.3. Separacioén de la fraccién de hexano.

La separacion de esta fraccion se llevdo a cabo en una cromatografia en
columna (CC) de fase normal, empleando como soporte silica gel en una proporcion
50:1 de silica con respecto a la muestra y hexano como fase movil inicial, para luego
ir aumentando la polaridad. Se colocé 2,0087g de la fraccibn de hexano en la
columna cromatografica, obteniendo 88 fracciones, que se reagruparon en 4
subfracciones: MHxI(16-32), MHxII(37-47), MHXxIII(49-73), MHxIV(1-15), de acuerdo
a los Rf de las manchas en CCF y su coloracion mostradas al ser revelados con p-

anisaldehido. De la fracciéon MHxIV se obtuvo los compuesto IVy V.

Las fracciones intermedias que no se siguieron analizando, contenian una
mezcla de varios compuestos y las cantidades eran muy pequefias para lograr una
separaciéon. Mientras que las ultimas fracciones eran principalmente clorofila, el cual
es un metabolito que es de poco interés para esta investigacion, la misma fue
identificada por una mancha de color verde en el monitoreo con CCF, el cual al ser

visualizada en una lampara UV, la mancha se torna de color rojo.

La fraccion MHXxII fue separada mediante CPP empleando como eluyente una
mezcla de hexano: diclorometato (9:1). Al colocar la placa en una lampara UV se
pudo observar 4 manchas: MHxII.LA, MHXxII.B, MHxII.C, MHxII.D. Estos compuestos
fueron colocados en agitacion por 30 minutos, con 5 mL de la misma mezcla de
solvente, filtrados por gravedad, para eliminar la silica gel y finalmente se evaporo el
solvente a presién reducida. De la fraccion MHXxII.D se obtuvo el compuesto Il. En
una comparacion de las CCF para las fracciones MHXxII.A y MHxII.B, se observé el
mismo perfil cromatografico por lo que se unieron. Del resto de las fracciones se

obtuvo poca cantidad de muestra, para ser purificadas o medidas.
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La fraccion MHXxIII fue separada mediante CC de fase normal empleando
como eluyente una mezcla hexano: diclorometano (5:5), obteniéndose un total de 40
fracciones, que fueron reagrupadas en 4 subfracciones: MHxIII.A(0-9), MHxII1.B(11-
24), MHxII1.C(26-32), MHxI11.D(33-40). Posteriormente la fraccion MHXxIII.A se separ6
mediante CPP debido a que cuando fue monitoreada con CCF, se observo la
presencia de dos manchas. Mientras que las fracciones MHXxIII.B y MHXxIII.C fueron
purificada, mediante CPP usando como eluyente hexano para la primera fraccion y
CC de fase normal usando como eluyente una mezcla de Hexano: AcOEt (9:1) para
la segunda fraccion. A partir de la purificacion de la fraccion MHxIII.B se obtuvo el
nuevamente el compuesto Il y de la purificacion de la fraccion MHxII1.C se obtuvo el
compuesto lll. La fraccion MHxIII.D no se continué analizando debido a que era una
mezcla de varios compuestos y en el analisis en CCF de fase normal no se encontrd
una buena separacién, por lo que no se observaban manchas definidas (esquema
2).



2,0087g

[ Fraccion de hexano }

CC (silica gel)
Hexano — Gradiente de polaridad
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MHXxI MHXxII
40,8 mg 110,1 mg

l

CPP (silica gel) CC (silica gel)
Hexano:CH,CI, (9:1) Hexano:CH,CI, (5:5)
CC (silica gel
(siliea ge) MHXILA y MHxI.C MHXLD
MHXxII.B 7,7 mg 62,1 mg
21,9 mg '

3

[ Compuesto Il ]

1,7638 g

CC (silica gel) fase

metanol:H,O (9:1)

ﬂl

MHxIV
102,6 mg

reversa

MHXxIV.1 MHXxIV.2
9,6mg 10,0mg

[ Compuesto IVy V ]

MHxI.1 MHXxI.2
8,1mg 8,1mg
-

N
MHXxIILA [ MHXxIII.B

147,8 mg 387,3mg
G J

MHXxIII.C MHXxIII.D
172,7mg 853,7 mg

CC (silica gel)

Hexano:CH,ClI, (95:5)

N/
MHXxIILA.1
8,1mg

AN

MHXxIII.A.2
28,0mg

|

CPP (silica gel)
Hexano

CC (silica gel)
Hexano: AcOEt (95:5)

[ Compuesto I ] [

MHxIII.C.1
28,4mg

[ Compuesto Il ]

Esquema 2. Proceso de separacion de la fraccion de hexano del extracto metandlico

de las hojas de Croton malambo Karst.
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4.3.4 Separacion de la fracciéon de cloroformo.

La separacion de esta fraccion se llevdo a cabo en una cromatografia en
columna (CC) de fase normal, empleando como soporte silica gel en una proporcion
50:1 de silica con respecto a la muestra. Se utilizo cloroformo como fase mavil inicial,
luego una mezcla CHCI3: AcOEt (9:1), se fue aumentando el gradiente de polaridad,
hasta finalmente utilizar AcCOEt. Se colocé 1,4701g de la fraccion de CHCI; en la
columna cromatografica, obteniéndose un total de 36 fracciones, que se reagruparon
en cinco subfracciones: MCI.I(4-6), MCILII(8-11), MCI.IlI(14-25), MCI.IV(28-33),
MCI.V(34), de acuerdo a los Rf de las manchas en CCF y su coloracion mostradas al
ser revelados con p-anisaldehido. El resto de las fracciones no se siguieron
estudiando, debido a que eran mezclas de varios compuestos y no se encontraron
las condiciones adecuadas de separacién para las técnicas utilizadas en esta

investigacion.

La fraccion MCIL.I se separ6 mediante CC de fase normal, utilizando como
eluyente una mezcla de hexano: CHCI3 (9:1), para luego ir aumentando la polaridad
gradualmente, en todas las mezcla se agregé 1mL de metanol, para obtener una
mejor separacion. Se obtuvieron 18 fracciones, que se reagruparon en dos
subfracciones: MCI.11(1-9), MCI.12(12-15), de acuerdo a los perfiles cromatograficos
de CCF.

Las fracciones MCIL.II se separaron mediante CPP utilizando como eluyente
una mezcla AcOEt:hexano(4:6), ya que de acuerdo a CCF se observa dos manchas:
MCLIIA y MCLIIB, al colocar la placa preparativa en una lampara UV. Estos
compuestos fueron colocados en agitacion por 30 minutos con 5 mL de la misma

mezcla de solvente, filtrados por gravedad y finalmente sometidos a evaporacion a
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presion reducida. A partir de la fraccion MCLIIA se obtuvo el compuesto I. La
fraccion MCL.11I se purifico mediante CPP.

Las fracciones MCIL.IV y MCL.V no se siguieron trabajando debido a que en el
estudio en CCF no se encontrd condiciones adecuadas para una buena separacion
y por lo tanto no se observaban manchas definidas que indicaran la presencia de un
metabolito secundario mayoritario (esquema 3). La fracciones de acetato de etilo y
acuosa no se trabajaron, debido a que no se encontraron las condiciones adecuadas

de separacion.



MCI.I MCLII
50,1 mg

49

1,4701g

[ Fraccién de cloroformo }

CC (silica gel)
CHCI; — Gradiente de polaridad

255,5mg

CPP (silica gel)
AcOEt:Hexano (4:6)

| |

N
MCIL.IIA
10 mg

[ Compuesto |

MCLII MCIL.IV MCIL.V
73,8 mg 57,2 mg 100,7 mg
. CPP (silica gel)
MCLIIB AcOEt:Hexano (4:6)
30,4 mg
pum—
] MCLIIIA
16,6 mg

CC (silica gel)
Hexano: CHCI; (9:1)

[

MCL.I1 MCIL.12
71,5 mg 16,0 mg

|

Esquema 3. Proceso de separacion de la fraccion de cloroformo del extracto

metandlico de las hojas de Croton malambo Karst.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION.

5.1. Estudios Fitoquimicos

Por medio de la utilizacion de diferentes técnicas espectroscopicas:
Resonancia Magnética Nuclear de protones y carbono- 13 (*H y 3C), DEPT 135, se
realiz6 la identificacion y caracterizacion de los compuestos aislados del extracto
metandlico de las hojas de la planta Croton malambo. Se muestran las
comparaciones respectivas con los datos espectroscopicos reportados en la

literatura y los espectros de cada compuesto aislado en el presente trabajo.

5.1.1. Compuesto I: 16B,17a-diolentkaurano

Este compuesto fue aislado en la fraccion de cloroformo del extracto
metanolico de las hojas de Croton malambo como un solido amarillo, fue aislado de
la fraccién Il, luego de ser purificado en una placa preparativa, en una cantidad de
10 mg, lo que representa el 0,7 % del extracto de cloroformo colocado en la columna
cromatografica. En CCF, se mostr6 como una mancha, que se tornd de color
Rosado al ser revelado con p-anisaldehido, y presentd un factor de retencién de Rf=

0,4 al ser eluida con una mezcla de solventes 4:6 v/v de acetato de etilo- hexano.
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N
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Figura 2. Estructura del compuesto I.

El anélisis de los datos aportados por el espectro de RMN de 'H (Figura 3y
anexo 1) indicé la presencia de 3 grupos metilo dppm: 0,98; 0,81; 0,77 que integran
para 3 protones cada sefial y la presencia de una sefial de un metileno hidroxilado,

segun la sefial 3,7-3,6 ppm.
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Figura 3. Espectro de RMN *H del compuesto | (CDCls, 270 MHz)
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De la misma manera el espectro RMN de **C (Figura 4), presento sefiales
para 20 carbonos, aportando informacién de que no existian dobles enlaces en la
estructura, grupos carbonilos, ni insaturaciones de naturaleza aromatica. Estos datos
junto a un espectro de un experimento DEPT-135 (Figura 5), que confirmé la
presencia de tres grupos metilos a desplazamientos quimicos de dppm: 17,81,
21,59; 33,60; nueve carbonos metilénicos, cuatro carbonos cuaternarios dppm:
81,98; 44,81; 39,26; 33,29 y tres carbonos metinicos dppm: 59,78; 56,01; y 45,42.
Sefales que sugirieron la estructura de un diterpeno de tipo kaurano. También se
pudo confirmar la presencia de dos grupos hidroxilo, uno sobre un carbono
metilenico a un desplazamiento de 66,40 ppm y otro sobre un carbono cuaternario a
81,90 ppm. Una comparacion de los datos obtenidos con los datos reportados en la
literatura, sefialaron que el compuesto |, es el 16(,17a-diolentkaurano (127), el cual
ha sido reportado en el estudio fitoquimico de la corteza de Croton malambo®
(Tablas 1y 2)

‘ C-3C-1
| |

C-16 { ‘ C-17

|
WWM A

C5 C15 C-10C-7
c-13C-8

-

E
—

178019 —

373754 —
335860 ——
333033 —
0!
6.3586 —
183367 ——

421427

42.0816

40.4237 z
394611 —

456036 — —
4844 ——

82.0614 —
56.8802 ——
56.2600 ——

3510 ——

i
S
g

Figura 4. Espectro de RMN de **C del compuesto | (CDCls, 270 MHz).
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53



Tabla 1. Datos de RMN de *H para 16B,17a-diolentkaurano (131)

N° (® ppm, m, JHZz) (d ppm)
Carbono Experimentales® Reportados*'®

3 1,55-1,5; (m) 1,57, 153

5 3,92 brs 3,92

6 1,55; (m) 1,55

7 2,00 1,95

9 0,95; (5) 0,95

12 1,55 1,55

13 2.05 (m) 2.0

14 1,6; (m) 1,75; 0,75

15 1,46; (m) 147,15

17 | 3,61-3,77, (dd), 11,12Hz | 3,70 3,64
18-19 0,77-081 (s) 0,86-0,78

20 0,98; (s) 1,0

a: CDCls; 270 MHz
b: CDC|3
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Tabla 2. Datos de RMN de *3C para 16B,17a-diolentkaurano (131)

N© (5 ppm) (5 ppm)
Carbono | Experimentales?® | Reportados**®
1 42,0 42,0
2 18,3 18,2
3 42,1 42,0
4 33,3 33,4
5 56,2 56,1
6 20,5 20,5
7 37,3 37,2
8 44,8 44,6
9 56,8 56,7
10 39,4 39,4
11 18,6 18,3
12 26,3 26,3
13 45,6 45,5
14 40,3 40,4
15 53,5 53,4
16 81,9 81,6
17 66,4 66,2
18 33,5 33,4
19 21,6 21,5
20 17,8 17,7

a: CDClz; 270 MHz

b: CDCl;

55
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5.1.2. Compuesto II: Metileugenol.

Este compuesto se aislo a partir de la fraccion de hexano del extracto
metandlico de las hojas de Croton malambo, de las fracciones Il y Il como un aceite
amarillo. Se obtuvo en una cantidad de 449,40 mg, lo que representa el 22,37% del
extracto de hexano colocado en la columna cromatografica. En CCF en ambas
fracciones se presentd como una mancha que se torné de color rosado al ser

revelado con p-anisaldehido y un Rf= 0,7 al ser eluida con hexano.

9CH,
H,CO
11

OCH,
10

Figura 6. Estructura del compuesto Il (91)

Con base en el andlisis y caracterizacién de los espectros de protones,
carbono-13 y DEPT 135, se pudo realizar la elucidacion de la estructura del
compuesto. El espectro RMN de *H (Figura 7), mostro sefiales en la zona aromatica
con un multiplete que integra para tres protones a 6,78 ppm, en la zona olefinica con
un multiplete que integra para un proton a 5,96 ppm y un multiplete que integra para
dos protones a 5,07 ppm, al igual que las sefiales de los grupos metoxi el cual es un

singlete que integra para 6 protones a 3,85 ppm.
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-OCHz3

H-2 H-5

H-9

Figura 7. Espectro de RMN *H del compuesto Il (CDCls, 270 MHz).

Estas sefiales en conjunto con la informacién del espectro de RMN de *°C que
mostro sefiales para 11 atomos de carbonos, los cuales con ayuda de un espectro
DEPT 135 (Figura 8), permiti6 su identificacion en: tres atomos de carbono
cuaternarios dppm: 132,7; 137,7; 148,9; cuatro atomos de carbono metinicos dppm:
112,0; 115,6; 120,5; 147,4; un carbono olefinico dppm: 115,6; un carbono alifatico
oppm: 39,8. Ademas de dos sefiales correspondientes a los grupos metoxi dppm:
55,8; 56,0, permitid proponer una estructura con un anillo aromatico trisustituido, con
dos grupos metoxi y un sustituyente con enlaces olefinico terminal. La comparacion
de los datos obtenidos con los reportados en la literatura (tablas 3 y 4), proporciono
la identificacion del compuesto como el monoterpeno Metileugenol (91), el cual ya ha
sido reportado como metabolito secundario aislado de esta planta*.
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Figura 8. Espectro de *C y DEPT-135 del compuesto Il (CDCls, 270 MHz).

Tabla 3. Datos de RMN de *H para Metileugenol (91)

Ne° (d ppm, m, JHz) (3 ppm)
Carbono | Experimentales® | Reportados®
2 6,77, m 6,81;d; 7,5 Hz
5 6,69; m 6,62; d; 7,5 Hz
7 3,32;d; 6,66Hz | 3,30; d; 6,51Hz
8 5,96; m 5,94; m
9 5,07; m 4,96; m
10,11 3,85; s 3,85; s

a: CDCls; 270 MH.



Tabla 4. Datos de RMN de **C para Metileugenol (91)

N© (5 ppm) (5 ppm)
Carbono | Experimentales® | Reportados®
1 120,3 120,3
2 111,3 111,3
3 132,5 132,7
4 147,3 1474
5 112,0 111,9
6 148,6 148,9
7 39,9 39,7
8 137,7 137,8
9 115,6 115,7
10 55,9 55,7
11 56,1 55,9

a: CDCls; 270 MHz

5.1.3. Compuesto lll: Lupeol.

e
Sy CHs

Figura 9. Estructura del compuesto Il
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Este compuesto se aisl6 a partir de la fraccion 11l de hexano, como un sélido
blanco. Se obtuvo en una cantidad de 28,4 mg, lo que representa un 5,7% del

extracto de hexano colocado en la columna cromatografica.

A partir del estudio de los espectros de RMN *H (Figura 10) se pudo observar
dos sefiales singlete a desplazamientos de 4,53 y 4,65 ppm indicando la presencia
de una olefina terminal. También se observa una sefial multiplete a un
desplazamiento quimico de 3,15 ppm, caracteristica a un protén de grupo hidroxilo.

Ademas de las multiples sefiales en la zona olefinica.

Con ayuda de un espectro de RMN de *3C (Figura 11) y un experimento
DEPT-135 (Figura 12) se distinguieron las sefiales de 11 carbonos metilenicos. A
campo bajo se observaron sefiales a desplazamientos de 109,34 y 150,86 ppm de
dos carbonos olefinicos terminales, los que se correlaciona con las sefiales de
protones antes descritas e indicando la presencia de un grupo funcional isopropenil.
A campo medio se presencia una sefial de un carbono a un desplazamiento quimico
de 79,09 ppm, lo que es caracteristico de un carbono unido a un grupo hidroxilo y a
campo alto, se distinguen sefales correspondientes a siete grupos metilos dppm:
28,04; 19,37; 18,58; 16,04; 15,45; 14,61. Al igual que de 6 carbonos cuaternarios
oppm: 38,89; 40,98; 37,25; 42,91; 43,04; 150,86. La comparacion de los datos
espectroscopicos con los reportados en la literatura confirmé que el compuesto lll
tenia una estructura caracteristica de un triterpeno esteroidal con un grupo hidroxilo

4
[ 6

en el carbono 3 llamado lupeol™, el cual ha sido reportado en el estudio fitoquimico

de la corteza de esta especie* (Tablas 5y 6).
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Figura 10. Espectro de RMN *H del compuesto 1l (CDCls, 270 MHz).
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Figura 12. Espectro DEPT-135 del compuesto 11l (CDCl3, 270 MHZz).

Tabla 5. Datos de RMN de *H para Lupeol (118)



N© (5 ppm) (5 ppm)
Carbono | Experimentales® | Reportados*®®

1 1,69; m 0,91(t), 1,68 (d)

2 1,61, m 1,54 (), 1.61 (d)

3 3,15, m 3,18 (dd)

5 0,73; s 0,69 (d)

6 1,39, m 1,39 ()

7 1,41; m 1,41 (m)

9 1,28 ; m 1,28 (d)

11 1,41; m 1,25 (q); 1,42 (d)

12 1,69; m 1,07 (q); 1,68 (d)

13 1,69; m 1,67 (t)

15 1,65, m 1,01 (d); 1,71 (t)

16 1,49; m 1,38 (t); 1,49 (d)

18 1,39; m 1,37; (t)

19 2,36; m 2,39 (m)

21 1,32; m 1,33 (m); 1,93(m)

22 1,41; m 1,20(m); 1,42(m)

23 0,98; s 0,98 (s)

24 0,77; s 0,77 (s)

25 0,85, m 0,84 (s)

26 1,04; m 1,04 (s)

27 0,98; s 0,97 (s)

28 0,80; s 0,79 (s)

29 4,53; m; 4,66;m | 4,56 (m); 4,69 (m)

30 1,65;s 1,69 (s)

a: CDCls; 270 MHz

b: CDCls; 100,56 MHz

Tabla 6. Datos de RMN de **C para Lupeol (118)
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N° (5 ppm) (5 ppm)
Carbono | Experimentales® | Reportados®® P
1 38,8 38,7
2 27,4 27,4
3 79,0 78,9
4 38,8 38,8
5 55,4 55,3
6 18,3 18,3
7 34,4 34,2
8 40,9 40,8
9 50,5 50,4
10 37,2 37,1
11 21,0 20,1
12 25,2 25,1
13 38,1 38,0
14 42,9 42,8
15 27,5 27,4
16 35,6 35,5
17 43,0 43,0
18 48,4 48,2
19 48,0 47,9
20 150,8 150,9
21 29,9 29,8
22 40,0 40,0
23 28,0 28,0
24 15,4 15,4
25 16,1 16,1
26 16,0 15,9
27 14,6 14,5
28 18,0 18,0
29 109,3 109,3
30 19,3 19,3

a: CDCls; 270 MHz
b: CDCl;; 100,56 MHz

5.1.4. Compuesto IV y V: Julocrotol y Julocrotona
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La separacion cromatografica de la fraccion de hexano del extracto
metandlico de las hojas de Croton malambo, condujo al aislamiento de una mezcla
de dos compuestos, los cuales se caracterizaron mediante sus datos
espectroscopicos y por comparacion con datos reportados en la literatura. Esta
mezcla de compuestos fue aislada del extracto de hexano, a partir de la fraccion IV
como un aceite amarillo, donde se obtuvo en una cantidad de 102,6 mg lo que

representa el 5,11 % del extracto de hexano colocado en la columna cromatogréfica.

19 17 19 17
18 18

(138) Julocrotol (139) Julocrotona

Figura 13. Estructuras de los compuestos IV y V.

Debido a que no se pudo diferenciar la cantidad de carbonos presentes en las
estructura, se procedié a realizar una comparacion de los datos experimentales,
teniendo en cuenta los tipos de sefiales obtenidas, lo que conllevé a proponer que
se trataba de una mezcla de dos compuestos. Un analisis de los espectros de RMN
de *C (Figura 14) permitié distinguir una sefial a un desplazamiento quimico de
72,84ppm, sefial caracteristica para un carbono metinico unido a un grupo hidroxilo.
Mientras que a un desplazamiento quimico de 191,76 ppm, presento una sefal
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caracteristica de carbonos carbonilicos de tipo cetona. También se observo sefales
de seis carbonos carbonilicos a 171,2 ppm; 171,3 ppm; 171,7 ppm; 171,9 ppm,;
176,9 ppm y 177,0 ppm. De carbonos aromaticos entre 128, 6 ppm y 134,0 ppm y
carbonos en la zona alifatica con sefales entre 11,73 y 51,46 ppm. Estas sefales
obtenidas comparadas con las reportadas en la literatura, indicaron la presencia de
compuestos con estructuras similares, que solo diferian en la presencia de un grupo
hidroxilo (compuesto [V), mientras la otra estructura presentaba un carbono

carbonilico (compuesto V) en el lugar de un grupo hidroxilo.
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Figura 14. Espectro RMN **C de los compuestos IV y V (CDCls, 270 MHz).

Por otra parte un andlisis de los datos en el espectro RMN de *H permitié
distinguir una sefial a 5,97 ppm, que es una sefal caracteristica de un proton
metinico hidroxilado, ademas de las sefales, (Figura 15) en la zona aromatica entre
7,29-7,44 ppm, lo cual indicé que el anillo bencénico estaba monosustituido y en la
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zona alifatica aparecieron sefiales entre 0,81-2,8 ppm. El resto de las sefiales se
asignaron segun la comparacién de los datos reportados con los experimentales
(tabla 3 y 4). Estos datos obtenidos sefialaron que las estructuras se trataban de los
compuestos Julocrotol (138) y Julocrotona (139), dichos compuestos ya han sido

reportados en el estudio fitoquimico de las hojas y tallos de Croton cuneatus.
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Figura 15. Espectro de RMN *H de los compuesto IV y V (CDCls, 270 MHz).

Tabla 7. Datos de RMN de *H para Julocrotol (138)



N° (® ppm, m, JHz) (d ppm)
Carbono | Experimentales® | Reportados®’®

4 2,75; m 2,74; m

5 1,63; m 1,64; m

6 4,37; m 4,36 ;m

7 6,51; brs 6,43; brs

9 2,24; m 2,45; m

10 1,63; m 1,39;m

11 0,81; m 0,81; t; 7,43Hz

12 1,13; m 1,13; d; 7,43Hz

13 3,89; dd; 13,82Hz; | 3,90; dd; 13,7Hz

14 5,97; dd; 9,4Hz 6,00; dd 9,50Hz

16-20 7,29-7,44;, m 7,30-7,40; m
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a: CDCls; 270 MHz
b: CDClz; 270 MHz

Tabla 8. Datos de RMN de **C para Julocrotol (138)



N© (5 ppm) (5 ppm)
Carbono | Experimentales® | Reportados*’®
1 171,2 171,3
3 171,9 171,7
4 31,5 31,6
5 26,4 26,4
6 51,0 51,2
8 177,0 176,9
9 42,9 42,9
10 27,2 27,2
11 11,7 11,7
12 16,4 16,4
13 45,2 45,3
14 72,8 72,8
15 --- 137,6
16,20 128,6 128,6
17,19 126,4 126,4
18 128,4 128,5
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a: CDCls; 270 MHz
b: CDCl3; 270 MHz

Tabla 9. Datos de RMN de *H para Julocrotona (139)



N° (d ppm, m, JHz) (3 ppm)
Carbono | Experimentales® | Reportados*®

4 2,8, m 2,90; m

5 1,99; m 1,99; m

6 4,73; m 4,73 ; m

7 6,55; br s

9 2,19; m 2,23;m

10 1,60; m 1,42; m

11 0,86; m 0,89; t; 7,39

12 1,13; m 1,13; dd; 3,21Hz

13 5,19; dd; 12,1Hz | 5,17; dd; 10,8Hz
16, 20 7,92; d; 8,9Hz 7,92;t;, 7,18Hz
17,19 7,4; m 7,50; t; 7,4Hz

18 7,47, m 7,57;t, 7,4Hz

a: CDCls; 270 MHz
b: CDCl3z; 270 MHz

Tabla 10. Datos de RMN de **C para Julocrotona (139)

NO

(5 ppm)

(5 ppm)
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Carbono | Experimentales® | Reportados®*’®
1 171,9 171,9
3 171,2 171,2
4 29,7 29,8
5 24,0 24,1
6 51,4 51,5
8 177,0 176,9
9 41,2 41,2
10 27,2 27,3
11 11,7 11,9
12 17,2 16,5
13 45,2 45,3
14 191,7 191,6
15 134,0 134,6
16,20 128,8 128,6
17,19 134,0 134,0
18 134,0 134,0

a: CDCls; 270 MHz
b: CDCl3z; 270 MHz

5.1.5 Aspectos fisicos y datos espectroscopicos de los compuestos aislados

de las hojas de Croton malambo Karst.
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16B,17a-diolentkaurano (1): sélido amarillo (10mg, 0,7%) RMN *H (270 MHz,
CDCl3) éppm: 1,55 (m, H-3), 3,92 (br s, H-5), 1,55 (m, H-6), 0,95 (s, H-9), 1,55 (H-
12), 2,0 (m, H-13), 1,55 (m, H-14), 1,46 (m, H-15), 3,61-3,77 (s, H-17), 0,77-0,86 (s,
3H, H-18, H-19), 0,98 (s, 3H, H-20). RMN *C (270 MHz, CDCl3) dppm: 42,0 (C-1),
18,3 (C-2), 42,1 (C-3), 33,3 (C-4), 56,2 (C-5), 20,5 (C-6), 37,3 (C-7), 44,8 (C-8), 56,8
(C-9), 39,4 (C-10), 18,6 (C-11), 26,3 (C-12), 45,6 (C13), 4,30 (C-14), 53,5 (C-15),
81,9 (C-16), 66,4 (C-17), 33,5 (C-18), 21,6 (C-19), 17,8 (C-20).

Metileugenol (I1): aceite amarillo (449,4 mg , 22,37%) RMN *H (270 MHz, CDCls)
oppm: 3,32 (d, J= 6,66 Hz, 2H, H-7), 3,85 (s, 6H, H-10, H-11), 5,07 (m, 2H, H-9),
5,95 (m, 1H, H-8), 6,69 (m, 1H, H-5), 6,67 (m, 1H, H-2). RMN *3C (270 MHz, CDCls)
oppm: 120,3 (C-1), 111,3 (C-2), 132,5 (C-3), 147,3 (C-4), 112,0 (C-5), 148,6 (C-6),
39,9 (C-7), 137,7 (C-8), 115,6 (C-9), 55,9 (C-10), 56,1 (C-11).

Lupeol (Il1): Sélido blanco (28,4 mg, 5,7%) RMN 'H (270 MHz, CDCls) dppm: 16,9
(m, H-1), 16,1 (m, H-2), 3,15 (m, H-3), 0,73 (s, H-5), 1,39 (m, H-6), 1,41 (m, H-7),
1,28 (m, H-9), 1,41 (m, H-11), 1,69 (m, H-12), 1,69 (m, H-13), 1,65 (m, H-15), 1,49
(m, H-16), 1,39 (m, H-18), 2,36 (m, H-19), 1,32 (m, H-21), 1,41 (m, H-22), 0,98 (s, H-
23), 0,77 (s, H-24), 8,85 (m, H-25), 1,04 (m, H-26), 0,98 (s, H-27), 0,8 (s, H-28) 4,53
(m, H-29), 1,65 (m, H-30). RMN *C (270 MHz, CDCls) 3ppm: 38,8 (C-1), 27,4 (C-2),
79,0 (C-3), 38,8 (C-4), 55,4 (C-5), 18,3 (C-6), 33,2 (C-7), 40,9 (C-8), 50,5 (C-9), 37,2
(C-10), 21,0 (C-11), 25,2 (C-12), 38,1 (C-13), 42,9 (C-14), 27,5 (C-15), 35,6 (C-16),
43,0 (C-17), 48,4 (C-18), 48,0 (C-19), 150,8 (C-20), 29,9 (C-21), 40,0 (C-22), 28,0
(C-23), 15,4 (C-24), 16,1 (C-25), 16,0 (C-26), 14,6 (C-27), 18,0 (C-28), 109,3 (C-29),
19,3 (C-30).

Julocrotol (IV): aceite amarillo. RMN *H (270 MHz, CDCls) dppm: 2,75 (m, H-4),
1,63 (m, H-5), 4,37 (m, H-6), 6,51 (br s, H-7), 2,24 (m, H-9), 1,63 (m, H-10), 0,81 (m,
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H-11), 1,13 (m, H-12), 3,89 (dd, J= 13,82 Hz, H-13), 5,97 (dd, J= 9,4, H-14), 7,29 (m,
H-16-20). RMN **C (270 MHz, CDCls) dppm: 171,2 (C-1), 171,9 (C-3), 31,5 (C-4),
26,4 (C-5), 51,0 (C-6), 177,0 (C-8), 42,9 (C-9), 27,2 (C-10), 11,7 (C-11), 16,4 (C-12),
45,2 (C-13), 72,8 (C-14), 128,6 (C-16, C-20), 126,4 (C-17, C-19), 128,4 (C-18).

Julocrotona (V): aceite amarillo. RMN *H (270 MHz, CDCls) dppm: 2,8 (m, H-4),
1,99 (m, H-5), 4,73 (m, H-6), 6,55 (br s, H-7), 2,19 (m, H-9), 1,60 (m, H-10), 0,86 (m,
H-11), 1,13 (m, H-12), 5,19 (dd, J= 12,1, H-13), 7,92 (d, J= 8,9, H-16, H-20), 7,40 (m,
H-17, H-19), 7,47 (m, H-18). RMN *C (270 MHz, CDCls) 5ppm: 171,9 (C-1), 171,2
(C-3), 29,7 (C-4), 24,0 (C-5), 51,4 (C-6), 177,0 (C-8), 41,2 (C-9), 27,2 (C-10), 11,7
(C-11), 17,2 (C-12), 45,2 (C-13), 191,7 (C-14), 134,0 (C-15), 128,8 (C-16, C-20),
134,0 (C-17, C-18, C-19).

6. CONCLUSIONES
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En el estudio fitoquimico, de las
fracciones de hexano y cloroformo del extracto metandlico de las hojas de
Croton malambo, se logré el aislamiento de un 0,12% del material vegetal,

siendo el compuesto mayoritario el metileugenol.

Del estudio fitoquimico de las fracciones
de hexano y cloroformo del extracto metandlico de las hojas de Croton malambo
Karst se aislaron mediante técnicas cromatograficas, tres compuestos puros:
16[3,17a-diolentkaurano (1), metileugenol (ll), lupeol (1ll), y una mezcla de dos
compuestos: julocrotol (1V), julocrotona (V).

De los compuestos aislados, tres de ellos:
16[3,17a-diolentkaurano (I), metileugenol (lI), lupeol (lIl), han sido reportados del
estudio fitoquimico de la corteza de esta especie, mientras que los compuestos
julocrotol (1V) y julocrotona (V), aun cuando han sido reportados en el estudio
fitoquimico de los tallos y hojas de la especie Croton cuneatus, en el presente

trabajo, se aislaron por primera vez de la planta Croton malambo.

Los compuestos aislados  fueron
caracterizados e identificados, mediante las técnicas espectroscépicas de
Resonancia Magnética Nuclear de *H y *C, y finalmente sus identidades fueron
corroboradas por comparaciéon de datos reportados en la literatura para los

compuestos aislados.

En el presente trabajo se logro aislar del
extracto metanolico de las hojas de Croton malambo, el 16,17a-diolentkaurano,
compuesto que se obtuvo en un estudio previo realizado en la misma especie,
pero, en la corteza y que presentd tener una buena actividad citotoxica contra

diferentes tipos de cancer, lo que implica una ventaja, ya que se puede extraer
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de las hojas sin causar el dafio que pudiera provocar la tala de la corteza de la
planta Croton malambo.
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Anexo 2. Espectro
DEPT-135 del
compuesto |
(CDCl3, 270 MHz)
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Anexo 13.
Ampliacion de
espectro RMN -
a campo bajo ¢
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y V (CDCl3, 27
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