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ABSTRACT

The characterization of natural products is a continuous effort that has benefited various branches of
science, particularly ecology, medicine, and agronomy, where properties such as their wide structural
diversity and low persistence in the environment are usable characteristics. In this research, the interest
in exploring the chemical composition of Croton adspersus, a shrub distributed from Mexico to
Guatemala, arose from the history of the euphorbiaceae family of biosynthesizing secondary
metabolites of biomedical interest, at the same time as bioprospecting studies indicate that plant extract
is harmful to pests Sitophilus zeamais or corn weevil and Spodoptera frugiperda or black caterpillar.
The objective of this project was to isolate and structurally characterize some of the components of its
extract, whose biological properties can subsequently be weighed. It was determined that the extract
in dichloromethane-methanol of its aerial parts, collected during the rainy season, contains n-alkanes,
acids and fatty alcohols with saturated hydrocarbon chains of variable size, primary metabolites that
usually cover the leaves of the plants to protect them. Likewise, caryophyllene oxide, phytol,
[-sitosterol, stigmasterol, a 3-O-ester of B-sitosterol, sitostenone, a 3-O-ester of oleanolic acid, lutein
and (-)-quebraquitol were characterized. In addition, decanoic acid, hexadecanoic acid, a-bisabolol,
campesterol, a- and p-amirin were identified. The isolated compounds contribute to the chemical
knowledge of a species of Mexican flora. To deepen its chemical-biological study, it will be necessary
to overcome the inconvenience of the low amount of its chemical constituents, so that they can be
evaluated through tests that allow us to know their biological properties and the role they play in

nature.
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RESUMEN

La caracterizacion de productos naturales es un esfuerzo continuo que ha beneficiado a varias ramas
de la ciencia, particularmente la ecologia, la medicina y la agronomia, donde propiedades como su
amplia diversidad estructural y baja persistencia en el ambiente son caracteristicas aprovechables. En
esta investigacion, el interés por explorar la composicién quimica de Croton adspersus, un arbusto
distribuido desde México a Guatemala, surgié de los antecedentes que posee la familia Euphorbiaceae
de biosintetizar metabolitos secundarios de interés biomédico, al mismo tiempo que estudios de
bioprospeccion indican que el extracto de la planta es nocivo para las plagas Sitophilus zeamais o
gorgojo del maiz y Spodoptera frugiperda u oruga negra. El objetivo de este proyecto fue aislar y
caracterizar estructuralmente algunos de los componentes de su extracto, cuyas propiedades biolégicas
puedan posteriormente ponderarse. Se determind que el extracto en diclorometano-metanol de sus
partes aéreas, recolectadas durante la época de lluvias, contiene n-alcanos, acidos y alcoholes grasos
con cadenas hidrocarbonadas saturadas de tamafio variable, metabolitos primarios que suelen recubrir
las hojas de las plantas para protegerlas. Asimismo, fueron caracterizados el 6xido de B-cariofileno,
fitol, B-sitosterol, estigmasterol, un 3-O-éester del B-sitosterol, sitostenona, un 3-O-éster del acido
oleanolico, luteina y (-)-quebraquitol. En adicion, se identificé el acido decanoico, &cido
hexadecanoico, a-bisabolol, campesterol, a- y p-amirina. Los compuestos aislados contribuyen al
conocimiento quimico de una especie de la flora mexicana. Para profundizar en su estudio quimico-
biologico serd necesario superar el inconveniente que representa el bajo rendimiento de sus
constituyentes quimicos, a fin de que los mismos puedan evaluarse mediante ensayos que permitan

conocer sus propiedades bioldgicas y el papel que desempefian en la naturaleza.
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1. INTRODUCCION

Décadas de investigacion en quimica organica han dado lugar a un acervo significativo de
moléculas, diferenciadas segun su origen en dos tipos: las encontradas en la naturaleza y las
sintetizadas por el hombre. En lo que concierne a los compuestos de origen natural, también
Ilamados productos naturales, se considera que son resultado del metabolismo de los seres vivos y
tradicionalmente se denominan metabolitos primarios, cuando son macromoléculas esenciales
para la vida (crecimiento y reproduccion), o secundarios, si son de bajo peso molecular, su funcién
se considera de supervivencia, juegan un rol importante en la interaccion de los organismos con
su entorno y son de distribucién taxondémica restringida. En las plantas los metabolitos secundarios
participan en fendmenos de alelopatia, atraccion de polinizadores, proteccion contra la luz
ultravioleta (UV), mecanismos de defensa contra patdgenos y otras funciones.!?
Los metabolitos secundarios poseen una amplia variedad de propiedades fisicas, quimicas y
biologicas, consecuencia de los procesos evolutivos que los han diversificado a lo largo del arbol
filogenético.? Su abanico de propiedades les ha significado aplicaciones en diversas areas, avances
que han transformado el descubrimiento de nuevas entidades quimicas en un esfuerzo continuo;
especialmente en el sector agricola y de la salud, donde su elevada y compleja diversidad
estructural, acompariada de una baja persistencia en el ambiente, los hacen especialmente Utiles,
aunque en afios mas recientes domine la sintesis de analogos.® Se estima que cerca del 56 % de las
moléculas aprobadas como principios activos en medicina y el 40 % de las entidades quimicas en
ensayos clinicos, particularmente en el caso de compuestos anticancerigenos y antinfectivos, son
productos naturales o derivados de los mismos.*® En lo que concierne a su impacto en el desarrollo
de plaguicidas, aproximadamente el 38 % de los principios activos registrados como plaguicidas
convencionales y bioplaguicidas eran metabolitos secundarios o formulaciones con partes de
plantas, aceites esenciales o extractos.®
El reino vegetal es una fuente de metabolitos secundarios aun por estudiar, ya que solo de un
namero reducido de especies se tiene informacién quimico-biolégica. Se considera que en el
planeta Tierra hay 224 244 especies de plantas terrestres y acuaticas, pero hasta estimaciones de
1998 solo cerca del 6.20 % poseian algun reporte de actividad bioldgica y del 16.50 % se conocia
al menos en cierto grado su composicion quimica.’”® Las predicciones sobre las especies que aun
faltan por registrarse extienden el valor a 314 600 especies en la Tierra, aunque dada la extincion
de las plantas a un ritmo cada vez mas alto es posible que algunas nunca lleguen a conocerse.®*
Descubrir productos naturales bioactivos a partir de una diversidad tan vasta ha requerido
1



estrategias de seleccidén, estos criterios son el etnobotanico, aleatorio, taxonomico,
quimiotaxondmico, ecolégico y el enfoque gestionado por la informacion, este Gltimo consiste en
la seleccidn de especies vegetales con actividad bioldégica comprobada que segln su informacion
quimiotaxondmica sean una fuente prometedora de moléculas novedosas. Cabe sefialar que para
el desarrollo de medicamentos el criterio etnofarmacoldgico es uno de los mas empleados y
exitosos. 101

El aprovechamiento sostenible de la biodiversidad o bioprospeccién puede adaptarse a diversos
enfoques y en lo que concierne a la busqueda de metabolitos secundarios de plantas se enfoca en
el estudio de aquellas especies vegetales no exploradas o que se han mostrado como una fuente
prometedora segun los criterios de seleccion.'? En consecuencia, el objetivo de esta investigacion
fue aislar y caracterizar estructuralmente los componentes de un extracto de C. adspersus, arbusto
distribuido en el territorio mexicano cuya composicion quimica de las partes aéreas es poco
conocida y de interés en describirse por su presumible actividad citotoxica y antiinflamatoria,
dados los antecedentes quimiotaxondmicos de la familia Euphorbiaceae, e insecticida por las

observaciones en campo que llevaron a establecer su efecto in vivo sobre plagas del maiz.®



2. ANTECEDENTES

2.1 Generalidades de la familia Euphorbiaceae

La familia Euphorbiaceae consta actualmente de 3 372 especies distribuidas en todo el mundo, a
excepcion de las zonas polares, que de acuerdo con la clasificacion tradicional de Webster!*1® se
dividen en 5 subfamilias, 49 tribus, 317 géneros y 40 secciones.'® No obstante, debido a evidencias
moleculares recientes Euphorbiaceae sensu lato se fragment6 en cuatro familias: Euphorbiaceae
sensu stricto, Phyllanthaceae, Picrodendraceae y Putranjivaceae.'”*® En México Euphorbiaceae s.
. es la quinta familia mas diversa de plantas vasculares y destaca por su presencia en los estados
de Oaxaca, Chiapas y Veracruz.*® Ademas, de las encontradas en el pais el 55.52 % son endémicas,
sobresalen Euphorbia pulcherrima o noche buena, una planta de ornato; Euphorbia antisyphilitica
o candelilla, fuente importante de cera vegetal y Croton niveus, una especie maderable.?%?!
Modificaciones mas recientes acotaron la familia Euphorbiaceae s. s. a las subfamilias
Euphorbioideae, Acalyphoideae, Crotonoideae, Peroideae y Cheilosoideae.?? No obstante, la

clasificacion taxondmica de la familia continua en discusion.

2.1.1 El género Croton

Croton es un extenso género de la familia Euphorbiaceae, conformado por 1226 especies,
clasificado en la subfamilia Crotonoideae y tribu Crotoneae.?® Se encuentran principalmente en las
regiones neo y afrotropicales.?* Muchas de sus especies son aromaticas y de varias se extraen
aceites esenciales, algunas estan registradas como venenosas y otras, o las mismas en dosis
distintas, son de aplicacion etnomedicinal.?® Sus usos en la medicina tradicional de Africa, Asia y
América del Sur incluyen el tratamiento del cancer, estrefiimiento, diabetes, problemas digestivos,
disenteria, heridas externas, fiebre, hipercolesterolemia, hipertension, inflamacion, gusanos
intestinales, malaria, dolor, Ulceras y para perder de peso. Entre los constituyentes quimicos
caracteristicos de Croton estan los terpenos, en especial diterpenos de esqueleto tipo clerodano,
tigliano, kaurano, crotofolano, labdano, cembrano, abietano y casbano; en menor medida
triterpenos pentaciclicos y esteroides (véase Tabla 1). También se han aislado alcaloides, una gran
variedad de glicosidos y compuestos fendlicos como flavonoides, lignanos y proantocianidinas.
Sus aceites esenciales contienen monoterpenos, sesquiterpenos y a veces derivados del acido
shikimico. Desde el punto de vista etnomedicinal los alcaloides, como en el caso del latex de
Croton draco o “sangre de dragén”, juegan un papel importante en los efectos observados.
Respecto a su actividad bioldgica, que en ocasiones correlaciona con el uso etnobotanico, suelen
ser citotoxicos, antinflamatorios, antihipertensivos, antimicrobianos, antioxidantes, antiulcerosos,
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antiespasmodicos, miorelajantes e insecticidas. De forma puntual hay inhibidores de la
acetilcolinesterasa, promotores del crecimiento de la neurita, inhibidores de la angiogénesis,
estimulantes de la diferenciacion de osteoblastos e inhibidores de la diferenciacion de linfocitos

T 26-28

Tabla 1. Nucleos estructurales mas comunes de diterpenos en el género Croton.

Clerodano Tigliano Crotofolano Kaurano

Labdano Abietano Cembrano Casbano

La informacion filogenética mas reciente nos permite conocer a las especies mas emparentadas
con C. adspersus, estas serian las 223 con las que conforma la seccion Adenophylli Griseb,
anteriormente llamada Cascarilla, y cuyo origen parece restringirse a América.'*2°=! En la Tabla
2 se muestran algunos de los metabolitos secundarios que se han aislado de especies de la seccidn
(vease Anexo 10.1). Las familias de productos naturales mas reportados en especies de la seccion
son alcaloides con nucleos inddlicos (1-5) y aporfinicos (6, 7), también de tipo morfinandienona
(8) y otros bencilisoquinolinicos (9).32% Ademas de sesquiterpenos (10), diterpenos de tipo
clerodano (11-13), tigliano (14), kaurano (15), abietano (16), printziano (17) y triterpenos (18-20),
péptidos, flavonoides (21-24), antraquinonas (25, 26), chalconas (27, 28), derivados del acido
benzoico (29-32), fenilpropanoides (33-35) e inositoles (36-38).3+% Asimismo, 4cidos grasos
insaturados (39-42).%° En lo que respecta a la actividad bioldgica de los compuestos informados
encontramos investigaciones sobre la carcinogénesis provocada por derivados del forbol, la
actividad citotoxica contra lineas de cancer humano por amidas derivadas del &cido
hidroxicinamico y glicdsidos de tipo pregnano que favorecen la agregacion plaquetaria.*~*
Ademas, de algunas especies se han identificado compuestos en sus extractos y aceites esenciales
mediante analisis con sistemas acoplados de cromatografia de gases y espectrometria de masas
(CG-EM), por ejemplo, de Croton bonplandianus y C. rhamnifolioides, respectivamente.***> En

general, el conocimiento quimico-bioldgico de la seccidn es congruente con el del género.



Tabla 2. Compuestos aislados de algunas especies de la seccion Adenophylli Griseb.

= Alcaloides
HN \ o
N Z
H
R2
R1
R3

1R!*=OH R*=0H R3=OCH; Moschamina.
2R'=H R?*=0H R®%*H N-trans-p-Cumaroil-triptamina
3R'=OH R=0H R*=H N-trans-p-Cumaroil-5-hidroxitriptamina
4 R'=0OH R?=0CH; R*=H N-trans-4-Metoxi-cinamoil-5-hidroxitriptamina

6 (+)-Menisperina 7 Magnoflorina
N
5 Bisnordihidrotoxiferina

8 Flavinantina 9 Taspina

= Sesquiterpenos y diterpenos

10 Oxido de B-cariofileno 11 Hoffmanniaaldehido 12 Velamona




Tabla 2. Compuestos aislados de algunas especies de la seccion Adenophylli Griseb (continuacion).

13 Acetato de velamolona 14 Acetato de tetradecanoilforbol

17 5,10-Dihidro-5a-hidroxi-10pH-printziano

= Triterpenos

N
\‘\\\
il

b
18 Acido betulinico 19 a-Amirina

HO

HO

20 B-Amirina




Tabla 2. Compuestos aislados de algunas especies de la seccion Adenophylli Griseb (continuacion).

= Flavonoides

OH (0] Ram
21 Quercitrina

O
(0]
HO
O
-0

H o}
OH o
HO, l
HO
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OH O Gal HO HO
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OH O OH OH O OH
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25 Nataloe-emodina 26 Crisofanol

= Chalconas
OH

o
SO ROS!
o o OH

27 2' 4'-Dihidroxi- 6’-metoxi-3,4-metilenodioxidihidrochalcona

(0] OH
H
\O \O OH

28 2' 4'-Dihidroxi-4,6’-dimetoxidihidrochalcona




Tabla 2. Compuestos aislados de algunas especies de la seccion Adenophylli Griseb (continuacion).

= Derivados del acido benzoico

0
OH %
HO
OH
HO
OH
) OH ) OH
29 Acido galico 30 Acido 3,4-dihidroxibenzoico
0
o OH
o
\/\O
OH
OH OH
31 n-Propilparabeno 32 Galato de metilo
= Fenilpropanoides
o)
o HO 7 ~
HO / ™~ P
0]
o/ OH
33 (E)-3-(3,4-Dimetoxifenil)prop-2-en-1-ol 34 (E)-5-(3-Hidroxiprop-1-en-1-il)-2,3-dimetoxifenol
0
o}
HO = ™~
O/
e O\
35 Acido 3,4,5-trimetoxicinamico
= Inositoles
O/ OH 9/
HO ‘\\\\\OH HO \\\\OH HO : OH
O OH HON OH HO OH
oH OH OH
36 (-)-Quebraquitol 37 L(-)-chiro-Inositol 38 Esparsifol
= Acidos grasos insaturados
— — — CO,H

39 Acido linolénico




Tabla 2. Compuestos aislados de algunas especies de la seccion Adenophylli Griseb (continuacion).

/EWW/COZH

OH
40 Acido (92,11E,152)-13-hidroxioctadeca-9,11,15-trienoico

OH

N CO,H
41 Acido (10E,127,152)-9-hidroxioctadeca-10,12,15-trienoico

OH

N —_— CO,H
42 Acido (92,13E,152)-12-hidroxioctadeca-9,13,15-trienoico

Abreviaturas: Ara: arabinosa, Gal: galactosa, Ram: ramnosa.
Los compuestos fueron aislados de:
Croton alnifolius por Aponte et al.* (5, 14, 15, 18, 25, 26, 27, 28).
Croton campestris por Santos et al.*’ (21, 22, 23, 24).
Croton ciliatoglandulifer por Rios et al.*® (19, 20).
Croton cortesianus por Siems et al.* (10, 11, 17, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42).
Croton echioides por Novello et al.*® (2, 3, 4).
Croton heliotropiifolius por Queiroz et al.® (1, 6, 9, 12, 13, 16, 31).
Croton ruizianus por Piacente et al.*? (8).
Croton xalapensis por Arevalo et al.*® (7, 29, 30, 32, 33, 34, 35).

2.1.1.1 Actividad insecticida de algunas especies del género
Los cambios en la regulacion de los plaguicidas hace algunos afios, con fin de disminuir su impacto
en la salud humana y el ambiente, llevé a la introduccion de nuevas clases de compuestos, algunos
basados en productos naturales con actividad insecticida: azadiractinas, spinosad, piretrinas,
rotenona, avermectinas, milbemicinas y nicotina; formulaciones de 6rganos vegetales como las
raices y tallos de Ryania speciosa, y aceites esenciales de por ejemplo chile, clavo, romero y
tomillo.® Al respecto, entre los tipos de productos naturales con mas reportes de actividad
insecticida destacan los alcaloides, fenoles y terpenoides, que son muy frecuentes en las familias
botanicas Lamiaceae, Fabaceae y Asteraceae; la contribucion de Euphorbiaceae es menos

significativa.*®

De varias especies del género Croton se ha descrito la actividad insecticida de sus extractos o
aceites esenciales contra especies patdgenas de las plantas o vectores de enfermedades humanas,

como el gorgojo del frijol Zabrotes subfaciatus o el mosquito Aedes aegypti.**° Las evaluaciones
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bioldgicas suelen determinar, por contacto o ingestion, efectos como la muerte del insecto,
disuasion de la alimentacion, inhibicién del crecimiento, inhibicion de la ovoposicion o la eclosién
de huevos; aunque en ocasiones también se examina su accion repelente por exposicion. En
algunos casos se identificaron los componentes mayoritarios de los aceites esenciales bioactivos,
como son los sesquiterpenos B-cariofileno, biciclogermacreno y germacreno D del aceite de las
hojas de Croton heliotropiifolius y C. pulegiodorus.®® No obstante, la composicion varia entre
especies, por mencionar un ejemplo, el aceite de Croton regelianus se caracteriza por los
monoterpenos ascaridol, p-cimeno y alcanfor.>? Los ensayos in vivo de algunos compuestos
identificados condujeron a reconocer que el ascaridol, y no asi el B-cariofileno, reduce la
supervivencia de larvas del mosquito A. aegypti. En cuanto a los compuestos bioactivos aislados
(véase Tabla 3), de la raiz de Croton aromaticus se encontré un aficida contra el fitopatdgeno
Aphis craccivora, el diterpeno de tipo clerodano acido (-)-harwickiico (43).%% De la raiz de Croton
lacciferus se aislaron algunos diterpenos de tipo kaurano, dos de los cuales mostraron moderada
actividad aficida también contra A. craccivora, el ent-kaur-15-en-3p3,17-diol (44) y el ent-15p,16-
epoxikauran-17-ol (45).>* Un compuesto derivado del fuscumol (46) hallado en las partes aéreas
de Croton linearis resulté nocivo para el gorgojo del camote Cylas formicarius elegantulus.>® Cabe
decir que se ha investigado el efecto nocivo de Croton sobre otras plagas, tal es el caso de la
actividad del aceite esencial de C. regelianus contra Meloidogyne incognita o nematodo del nudo
de laraiz y la larva del crustaceo Artemia sp.>2 Igualmente la actividad molusquicida sobre Bulinus
truncatus, vector de la esquistosomiasis, de los diterpenos de tipo clerodano velamona (12) y su

acetato, identificados en la corteza de la raiz de Croton campestris.*®

Tabla 3. Compuestos insecticidas aislados del género Croton

OH OH

2
3 z H

44 ent-158,16-Epoxikauran-17-ol 45 ent-Kaur-15-eno-3p,17-diol

0O

~ COOH
43 Acido (-)-harwickiico

OH
46 (E)-5-(2-Hidroxi-6,10-dimetilundeca-5,9-dien-2-il)ciclohex-2-en-1-ona
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2.2 Generalidades de C. adspersus

Croton. adspersus Benth. es el nombre aceptado de la especie vegetal en estudio y posee las
sinonimias: Croton calvescens S. Watson, Croton botryocarpus Croizat y Oxydectes adspersa
(Benth.) Kuntze.?® Su jerarquia taxondmica de acuerdo con ITIS! y Tropicos®®’ es:

Reino Plantae
Subreino Viridiplantae
Infrareino Streptophyta
Superdivision Embryophyta
Division Tracheophyta
Subdivision Spermatophytina
Clase Equisetopsida C. Agardh
Subclase Magnoliidae Novak ex Takht.
Superorden Rosanae Takht.
Orden Malpighiales Juss. Es Bercht. & J.Presl.
Familia Euphorbiaceae Juss.
Género Croton L.

La especie es nativa de un area que se extiende de México a Guatemala (véase llustracion 1). En
México puede encontrarse de Jalisco a Chiapas hasta los 2450 m.s.n.m., sin embargo, en el Valle
de México su presencia se ha reducido. En el pais se ha reportado con los nombres comunes de
cuahuilotillo o soliméan, y no se le ha registrado algn uso en la medicina tradicional. Es una planta
comun en los matorrales derivados de la selva baja caducifolia y el bosque de pino y encino. En lo
que respecta a su descripcion botanica, se trata de un arbusto monoico de 0.5 a 1 m de alto, con
frecuencia poco ramificado en la base. Sus hojas son alternas y ovado lanceoladas. Sus flores se
disponen en las puntas de los tallos y el fruto es una capsula de las que salen 3 semillas largas,

oscuras, brillantes y lisas.?02>%8

lHustracién 1. Distribucion de C. adspersus.

En el mapa se indican los puntos de colecta de diversos ejemplares de herbario en el catélogo de instituciones
de Global Biodiversity Information Facility®®.
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La anatomia de la especie varia en los sitios de marcada estacionalidad, como en el Valle de
México donde la época de lluvias ocurre de junio a octubre y la seca de noviembre a mayo. Las
descripciones indican que durante la época lluviosa es glabrescente y de color verde brillante en
hojas, tallos y flores, mientras que en la seca es pubescente y de color verde grisaceo en las mismas
estructuras (véase llustracion 2).%° De otras especies de Croton se ha comparado el efecto de la
estacion lluviosa en la produccién, composicion y bioactividad de su aceite esencial, asi en las
especies nativas de Brasil Croton sonderianus y C. conduplicatus se detectd que la presencia del

espatulenol decrece hacia la temporada htimeda.®62

Hojas de verano Hojas de invierno
Las hojas de verano se presentan durante la época de lluvias y las hojas de invierno en la época seca. Fotografias
tomadas y adaptadas de Gdmez Sanchez®.

El aprovechamiento de C. adspersus se exploré en un estudio de prospeccion de la flora del estado
de Michoacan, México, que buscaba entre algunas plantas abundantes de la region aquellas con
actividad insecticida in vivo, a fin de desarrollar una formulacion util y asequible para los
agricultores locales. En este primer acercamiento, originalmente basado en observaciones de
campo en las que C. adspersus era la Unica especie de la localidad no consumida por un
saltamontes hipergeneralista (Sphenarium purpurascens), se demostrd que la aplicacion topica del
extracto metandlico y hexanico de sus partes aéreas de la estacion lluviosa disminuyen de forma
moderada la supervivencia de adultos del gorgojo del maiz (Sitophilus zeamais), y solo el hexanico
de la oruga negra o gusano cogollero del maiz (Spodoptera frugiperda). En un analisis preliminar
sobre la composicion quimica de C. adspersus, mediante un sistema CG-EM, se revel6 que entre
los componentes mayoritarios del extracto hexanico figuran alquenos (nonacoseno y hexacoseno)
y acidos grasos (acido linoleico), mientras que en su aceite esencial se acentian los sesquiterpenos

B-cariofileno, germacreno D y germacreno B.136364
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3. JUSTIFICACION

El aislamiento y la caracterizacion estructural de productos naturales es un esfuerzo continuo de
interés para muchas ramas de la ciencia debido a sus propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas.>®
En consecuencia, el estudio quimico de las especies vegetales se conduce con particular atencion
en aquellas todavia no exploradas y cuyos antecedentes las convierten en una fuente de metabolitos
secundarios segun diversos criterios de seleccion, como el ecoldgico.® Esta investigacion se
enfoca en C. adspersus debido a que es una especie encontrada en territorio nacional que solo

cuenta con estudios quimicos preliminares.

4. HIPOTESIS

De acuerdo con el criterio taxondémico para la seleccion de especies vegetales y segun los
antecedentes preliminares de su actividad insecticida, C. adspersus puede considerarse una fuente

de compuestos quimicos de interés debido a su presumible actividad bioldgica.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general
Generar conocimiento cientifico sobre la composicion quimica de las partes aéreas de C. adspersus

con follaje de verano.

5.2 Objetivos especificos

= Recopilar informacion sobre los estudios quimicos previos de las especies emparentadas con
C. adspersus.

= Aislar los metabolitos secundarios del extracto en diclorometano-metanol (1:1) de las partes
aéreas de C. adspersus con follaje de verano.

= Caracterizar estructuralmente los compuestos aislados a través del analisis de sus datos fisicos,
espectroscopicos, espectrométricos, cristalograficos y quirdpticos.

= Comparar y contextualizar los resultados obtenidos con los informados en la literatura.
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6. MATERIALES Y METODOS
6.1 Procedimientos generales

6.1.1 Métodos cromatograficos

En los andlisis por cromatografia en capa fina (CCF) se emplearon cromatofolios con soporte de
aluminio y una capa de 175-225 pum de espesor compuesta por gel de silice 60 Fas4; se utilizaron
cromatofolios de similares caracteristicas con soporte de vidrio y capas de 175-225 pum o 3 mm de
espesor para separaciones por cromatografia en capa fina preparativa (CCFP), las dimensiones de
estas (base x altura en cm) se mencionan en el texto. Las placas se revelaron con luz UV de onda
corta (254 nm) y onda larga (365 nm), también con los cromégenos: sulfato cérico, p-anisaldehido
y vainillina, cuya preparacion se detalla por Pirrung®. Para separaciones cromatograficas en
columna en fase normal se utiliz6 gel de silice 60 con un tamafio de particula de 40-63 um y malla
230-400; un cartucho de 360 mg de gel silice modificada C18 (50-150 um) para fase inversa y
Sephadex® LH-20 en cromatografia de exclusion molecular.

6.1.2 Determinacion del punto de fusion

Se realiz6 en un aparato Fisher-Johns, los datos no fueron corregidos.

6.1.3 Analisis quirdpticos
La rotacion optica se determind en un polarimetro Perkin Elmer serie 343 con lampara de Na (589
nm). La muestra se disolvioé en metanol (MeOH), utilizandose una celda de 1 dm de longitud y un

tiempo de integracion de 5 segundos.

6.1.4 Andlisis espectrométricos
Los analisis de espectrometria de masas con ionizacion electronica (EM/IE) se llevaron a cabo en
un equipo MStation JMS-700. La muestra en disolucion se inyecté de forma directa. El equipo
opero6 con una fuente de ionizacién por IE a 70 eV y un analizador de sector eléctrico-magnético
en modo de barrido completo en intervalo de m/z 0 a 530. Los analisis de espectrometria de masas
con ionizacion por electronebulizacion (EM/ESI) se realizaron por inyeccion directa en un
espectrometro de masas Bruker Esquire 6000. La muestra se disolvié a una concentracion de 1
mg/mL en MeOH, se ioniz6 por electronebulizacion y se analiz6 en modo positivo. El analizador

de trampa de iones operd en modo de barrido completo en un intervalo de m/z 50 a 1000.
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6.1.5 Anélisis espectroscépicos
Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de *H y *C, mono y bidimensionales, se
adquirieron en el laboratorio correspondiente del Instituto de Quimica y el Laboratorio
Universitario de Resonancia Magnética Nuclear (LURMN), a temperatura ambiente en los equipos
Bruker Avance 300 MHz, Jeol 300 MHz, Bruker Avance 111 400 MHz o Bruker Avance 700 MHz.
El disolvente fue cloroformo deuterado (CDClz) o metanol deuterado (CDsOD). Los espectros se

referenciaron respecto a la sefial de *H y 13C del disolvente deuterado utilizado.

6.2 Estudio quimico de C. adspersus Benth.

La composicion quimica de la especie se exploré mediante el estudio de sus partes aéreas
recolectadas en dos ocasiones durante la época de lluvias. A continuacion, se detalla la obtencion
del material vegetal, el proceso de extraccion, el fraccionamiento primario y el aislamiento de los

compuestos encontrados.

6.2.1 Obtencion del material vegetal

Las partes aéreas de C. adpersus con follaje de verano se recolectaron de la misma poblacion en
el municipio de Erongaricuaro (19°35'37.6"N 101°43'13.1"W, a 2080 m.s.n.m.), Michoacan de
Ocampo, en septiembre y agosto de 2017 y 2019, respectivamente. La colecta estuvo a cargo del
Dr. Francisco Javier Espinosa Garcia, investigador del Instituto de Investigaciones en Ecosistemas
y Sustentabilidad (IIES). Un ejemplar de la primera colecta de la poblacidén se deposito en el
herbario de la Facultad de Biologia de la Universidad Michoacana San Nicolas de Hidalgo con el
namero 28498.

6.2.2 Preparacion de los extractos
El material vegetal fresco de cada colecta fue secado a temperatura ambiente y posteriormente se
moli6 en un molino eléctrico (marca Thomas-Wiley, modelo 4) con un tamiz de 3 mm de diametro.
El material seco de la primera colecta (6.14 kg) se sometid a extraccidn exhaustiva por percolacion
con una mezcla de diclorometano-metanol 1:1 (DCM-MeOH), mientas que el de la segunda
colecta (1.56 kg) se extrajo por maceracion durante 24 h, en dos ocasiones, con la mezcla
mencionada en una proporcion p/v 1.6 a 5. Los disolventes de extraccion se filtraron por gasa y
papel filtro estdndar. Finalmente, se concentraron bajo presion reducida en un rotaevaporador
(marca Biichi, modelo R-220 Pro), obteniéndose dos extractos color verde obscuro equivalentes a
376.90 g y 99.80 g, correspondientes a un rendimiento de extraccién para la primera y segunda

colecta de 6.14 % y 6.40 %, respectivamente.
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6.2.3 Fraccionamiento primario
El extracto de la primera colecta (Cal) consistente en 366.80 g se preadsorbi6 en 276.00 g de gel
de silice y se sometié a un fraccionamiento por cromatografia en columna a presién reducida
(CCPR). Como fase estacionaria se empled 1 kg de gel de silice y como fase mdvil un gradiente
de polaridad ascendente con hexano, hexano-acetato de etilo (AcOEt), AcOEt, AcCOEt-MeOH y
MeOH. De cada fraccion se colecté un volumen de 250 mL, se analizaron por CCF y se agruparon

segun la similitud de su composicion. En la Tabla 4 se detalla su separacion cromatografica.

Tabla 4. Fraccionamiento primario del extracto Cal de C. adspersus

Eluyente Proporcion Fraccion final Clave Rendimiento*
Hexano 100% 1-3 Cal-1 0.017 %
Hexano-AcOEt 98:2 4-7 Cal-2 0.004 %
95:5 8-20 Cal-3 0.005 %
9:1 21-25 Cal-4 0.301 %
8:2 26-33 Cal-5 0.091 %
7:3 34-38 Cal-6 0.061 %
6:4 39-59 Cal-7 0.150 %
11 60-86 Cal-8 0.177 %
4:6 87-109 Cal-9 0.342 %
3.7 110-135 Cal-10 0.591 %
2:8 136-197 Cal-11 0.318 %
1:9 198 Cal-12 2.722 %
AcOEt 100%
AcOEt-MeOH 11
MeOH 100%

*Se expresa respecto al peso del material vegetal seco y molido de partida.

En lo que respecta al extracto de la segunda colecta (Call), mediante un proceso de cromatografia
en columna abierta (CCA) se fraccionaron 94.8 g de este, preadsorbidos en 100 g de gel de silice,
en una columna de 9.5 cm de didmetro. Como fase estacionaria se usaron 1.1 kg de gel de silice y
como fase movil se usé un gradiente de polaridad ascendente con hexano, AcOEt y MeOH,
modificado para ser mas eficiente que el empleado durante el fraccionamiento de la primera
colecta. Se colectaron fracciones 200 mL y segln su analisis por CCF se agruparon aquellas

similares; en la Tabla 5 se describe el proceso de separacion.
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Tabla 5. Fraccionamiento primario del extracto Call de C. adspersus

Eluyente Proporcion Fraccion Fraccion final Clave  Rendimiento*
Hexano 100% 1-22 1-10 Call-1 0.020 %
Hexano-AcOEt 9:1 23-59 11-20 Call-2 0.002 %
8:2 60-85 21-33 Call-3 0.003 %
7:3 86-114 34 Call-4 0.002 %
6:4 115-126 35-50 Call-5 0.237 %
5:5 127-142 51-60 Call-6 0.020 %
4:6 143-153 61-68 Call-7 0.067 %
AcOEt 100% 154 69-72 Call-8 0.043 %
MeOH 100% 155 73-85 Call-9 0.247 %
86-104 Call-10 0.231 %
105-131 Call-11 0.137 %
132-139 Call-12 0.070 %
140-153 Call-13 0.069 %
154 Call-14 0.217 %
155 Call-15 3.118%

*Se expresa respecto al peso del material vegetal seco y molido de partida.

6.2.4 Aislamiento de los compuestos encontrados
Para lograr la purificacion de los compuestos a partir de las fracciones primarias se implementaron
métodos cromatograficos de fase normal de tipo analitico y preparativo en capa fina, asi como en
columna abierta y rapida, esta tltima en un equipo SEPACORE X50 de Biichi. También se dispuso
de cromatografia de fase inversa y exclusién molecular. Una variedad de disolventes de polaridad
distinta fue utilizada y las separaciones se guiaron mediante el analisis por CCF de las fracciones
hasta el aislamiento de un compuesto o la obtencion de una mezcla elucidable, cuando su bajo
rendimiento impidiera una purificacion pertinente. La determinacion de la estructura molecular de
los compuestos puros o los constituyentes de una mezcla se basaron en el estudio de sus datos
fisicos, espectroscopicos a partir de experimentos de RMN (*H y *C) mono y bidimensionales,
espectrométricos (EM/IE, EM/ESI y acoplados de CG-EM), asi como los de rotacion Optica. La
identidad de los compuestos pudo confirmarse por comparacion de la informacion adquirida con
la disponible en la bibliografia y mediante su coelusion con muestras auténticas en CCF cuando
fuese posible. En los Diagramas 1 y 2 se muestran los compuestos aislados a partir de los extractos

de C. adspersus.
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Diagrama 1. Compuestos aislados del follaje de verano de C. adspersus recolectado en el afio 2017.

Extracto Cal de
C. adspersius

|
v v v v v v ¥ v v v v v

Cal-1 Cal-2 Cal-3 Cal-4 Cal-5 Cal-6 Cal-7 Cal-8 Cal-9 Cal-10 Cal-11 Cal-12

OH OH

HO
HO 0//

W:\A

n-Alcano OoH
(-)-Quebraquitol

p-Sitosterol* Estigmasterol*®

Oi
T

Acido graso

3-0-Ester del acido oleandlico

*Los compuestos se identificaron como parte de una mezcla.
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Diagrama 2. Compuestos aislados del follaje de verano de C. adspersus recolectado en el afio 2019.

Extracto Call de
C. adspersits

|
v

v v v v v v v v v v v v v v
Call-1 Call-2 Call-3 Call-4 Call-5 Call-6 Call-7 Call-8 Call-9 Call-10 Call-11 Call-12 Call-13 Call-14 Call-15
B-Sitosterol* Estigmasterol*
OH OH
HOO o/
Oxido de p-cariofileno OH
(-)-Quebraquitol
3-O-Ester del B-sitosterol
Luteina OH

\/\f/)’n’\/\ou

Alcohol graso

Sitostenona

Ho

*Los compuestos se identificaron como parte de una mezcla.
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6.2.4.1 Compuestos con cadenas hidrocarbonadas saturadas (47, 48, 49)
La fraccién Cal-1 (0.64 g) se disolvié en el menor volumen posible de hexano y se aplicé en la
parte superior de una columna de 2.9 cm de didmetro montada con 20.2 g de gel de silice en
hexano, mismo disolvente con el que se eluyd. De esta CCA se obtuvieron 3 fracciones, de la
primera (Cal-1-1) se aislaron 538.1 mg del alcano 47 (CnH2n+2) en forma de un polvo blanco que

revela de color café obscuro con sulfato cérico (Rf = 0.93 en hexano).

Informacidn espectroscopica:
RMN 'H (400 MHz, CDCls): 6 1.25 (38H, s, H-2), 0.88 (6H, t, J = 6.7 Hz, H-1, H-1").
RMN 23C (100 MHz, CDCl): § 22.9-32.1 (C-2), 14.3 (C-1, C-1").

La fraccion Cal-5 (5.57 g) se preadsorbi6 en 11.2 g de gel de silice y se fraccioné por CCA en una
columna de 4 cm de diametro con 141.3 g de gel de silice y eluida con hexano y mezclas de hexano-
AcOEt 95:5, 9:1 y 7:3. Se finaliz6 con siete fracciones nombradas de Cal-5-1 al -7. La fraccion
Cal-5-3 se sometio a una separacion en CCA, esta vez en una columna de 3.6 cm de didmetro con
60 g de gel de silice eluida con la fase movil hexano-AcOEt 85:15. De este proceso se obtuvieron
3 fracciones finales, seleccionandose Cal-5-3-3 para fraccionarse en CCA de fase normal con 35
g de gel de silice y hexano-AcOEt 9:1 como eluyente. Una de las fracciones finales de este paso
(Cal-5-3-3-2) se someti6 a dos separaciones cromatograficas de exclusion molecular hasta obtener

el acido graso saturado lineal 48 (CnH2nO2) como un polvo blanco (63.7 mg).

Informacidn espectroscopica:

RMN H (300 MHz, CDCls): § 2.27 (2H, t, J = 7.5 Hz, H-2), 1.56 (2H, quint, J = 7.5 Hz, H-3),
1.18 (26H, s, H-4 a H-6), 0.88 (3H, t, J = 6.8 Hz, H-7).

RMN 13C (75 MHz, CDCls): § 180.4 (C-1), 34.2 (C-2), 32.1 (C-5), 29.2-29.8 (C-4), 24.8 (C-3),
22.8 (C-6), 14.3 (C-7).

En la fraccién Call-6 (312.9 mg) se formd un precipitado que se recuperd por decantacion y se
lavé con hexano hasta obtener el alcohol graso saturado lineal 49 (CnH2n+20) en forma de un sélido
blanco (21.6 mg).

Informacidn espectroscopica:

RMN *H (300 MHz, CDCls): & 3.64 (2H, t, J = 6.6 Hz, H-1), 1.54 (2H, m, H-2), 1.25 (56H, s, H-
3 aH-6), 0.87 (3H, t, J = 6.7 Hz, H-7).

RMN 23C (75 MHz, CDCls): & 63.3 (C-1), 35.0 (C-2), 32.1 (C-5), 29.5-29.9 (C-4), 26.0 (C-3), 22.9
(C-6), 14.3 (C-7).
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6.2.4.2 Oxido de B-cariofileno (10)

La fraccion Call-3 (45 mg) se fraccion6 mediante CCA en una columna de 1.5 cm de didmetro
empacada con 1.5 g de gel silice y eluida con una mezcla hexano-AcOEt 95:5. Se obtuvieron tres
fracciones finales denominadas Call-3-1 al -3. La fraccion Call-3-2 se aplicO sobre una
cromatoplaca (de 5 x 10 cm) para purificarla mediante CCFP, esta se eluy6 de forma consecutiva
en los sistemas hexano-AcOEt: 98:2 y 95:5. Se recuper6 una banda que revel6 con sulfato cérico
en CCF (Rf=0.6 en hexano-AcOEt 95:5) y de la que se obtuvo una mezcla (0.7 mg), uno de cuyos
componentes se identificO como 10 a partir de la informacion espectroscopica obtenida.

Informacidn espectroscopica:

RMN H (300 MHz, CDCl): & 4.97 (1H, d, J = 1.6 Hz, H-15), 4.86 (1H, d, J = 1.3 Hz, H-15),
2.88 (1H, dd, J=10.6, 4.2 Hz, H-5), 2.62 (¢, J=9.6 Hz, H-9), 2.34 (1H, ddd, J = 12.8, 8.1, 4.5 Hz,
H-7), 2.25 (1H, ddt, J = 12.4, 8.1, 4.2 Hz, H-6), 2.11 (sefal sobrepuesta, H-7), 2.09 (1H, dt, J =
13.3,3.9 Hz, H-3),1.76 (3H, t, /= 9.9 Hz, H-1), 1.69 (1H, dd, / = 10.5, 8.4 Hz, H-10), 1.65 (sefial
sobrepuesta, H-2), 1.63 (sefial sobrepuesta, H-10), 1.43 (1H, dddd, /= 14.7, 13.5, 10.4, 4.1 Hz, H-
2), 1.32 (sefial sobrepuesta, H-6), 1.20 (3H, s, H-14), 1.0 (3H, s, H-13), 0.99 (3H, s, H-12), 0.97
(sefal sobrepuesta, H-3).

RMN 3C (75 MHz, CDCls): § 152.0 (C-8), 112.9 (C-15), 63.9 (C-5), 60.0 (C-4), 51.0 (C-1), 48.9
(C-9), 39.9 (C-10), 39.3 (C-3), 34.2 (C-11), 30.4 (C-6), 30.1 (C-12), 30.0 (C-7), 27.4 (C-2), 21.8
(C-13), 17.2 (C-14).

6.2.4.3 3-O-Ester del 4cido oleandlico (50)
A partir de la purificacion de la fraccién Cal-5-3-3-2 por exclusion molecular, de la que fue aislado
48, se obtuvo un derivado del &cido oleandlico esterificado con un acido graso en la posicién 3
(50) como un polvo blanco que revela con sulfato cerico y p-anisaldeido (4.8 mg, Rf =0.44 en
DCM-hexano 7:3).

Informacidn espectroscopica:

RMN *H (300 MHz, CDCls): 5.427 (1H, t, J = 2.9 Hz, H-12), 4.49 (1H, t, J = 7.9 Hz, H-3), 2.81
(1H, dd, J = 13.7, 4 Hz, H-18), 2.29 (2H, t, J = 7.4 Hz, H-2"), 1.61 (3H, m, H-30), 1.57 (3H, m,
H-9, H-3), 1.25 (26H, s, H-4" a H-10"), 1.12 (3H, s, H-27), 0.89 (3H, s, H-29), 0.87-0.80 (13H,
m, H-5, H-25, H-26, H-23, H-11"), 0.74 (3H, s, H-24).

RMN 13C (75 MHz, CDCls): 5 184.2 (C-28), 173.9 (C-1"), 143.7 (C-13), 122.7 (C-12), 80.7 (C-
3), 5.5 (C-5), 47.7 (C-9), 46.7 (C-17), 46.0 (C-19), 41.7 (C-14), 41.1 (C-18), 39.4 (C-8), 38.2 (C-
1), 37.9 (C-4), 37.1 (C-10), 35.0 (C-2°), 33.9 (C-21), 33.2 (C-29), 32.7 (C-7), 32.6 (C-22), 32.1
(C-9'), 30.8 (C-20), 29.8-29.3 (C-4" a C-8"), 28.2 (C-23), 27.8 (C-15), 26.1 (C-27), 25.3 (C-3"),
23.7 (C-30), 23.6 (C-11), 23.0 (C-16), 22.8 (C-2), 22.8 (C-10"), 18.3 (C-6), 17.3 (C-26), 16.9 (C-
24), 15.5 (C-25), 14.3 (C-11").
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6.2.4.4 Mezcla de B-sitosterol (51) y estigmasterol (52)
La fraccion Cal-8 (10.84 g) se preadsorbi6 en 13.4 g de gel de silice y se fracciond por CCA en
una columna de 4.5 cm de didmetro con 150 g de gel de silice. Como fase movil se emple6 hexano-
AcOEt 7:3, 6:4, 100% de AcOEt, AcOEt-MeOH 8:2, 7:3 y 6:4. El proceso llevé a 10 fracciones
finales, de las que precipité un solido en Cal-8-4 que tras lavarse con hexano y AcOEt condujo a
un polvo blanco (51.3 mg) identificado como la mezcla de 51 y 52 por su informacién

espectroscopica y la comparacién con una muestra auténtica.

Del extracto de la segunda colecta también se aisl6 esta mezcla de fitoesteroles. De la fraccion
primaria Call-9 (3.85 g) precipité un polvo blanco que tras lavarse con MeOH y permitir su
cristalizacion en hexano se obtuvieron 163.9 mg (Rf = 0.3 en hexano-AcOEt 85:15).

Punto de fusion: 137-138 °C. Reportado para el B-sitosterol: 134-135 °C vy el estigmasterol:
168-169 °C.5567

Informacidn espectroscopica de la mezcla para 51.:

RMN *H (300 MHz, CDCls): & 5.35 (1H, d, J = 3.6 Hz, H-6), 3.52 (1H, tt, J = 10.7, 4.7 Hz, H-3),

1.00 (6H, s, H-21, H-19), 0.84 (3H, s, H-26), 0.82 (3H, s, H-29), 0.79 (6H, s, H-27, C-28), 0.68
(3H, s, H-18).

RMN 13C (75 MHz, CDCls): § 140.9 (C-5), 121.9 (C-6), 72.0 (C-3), 56.9 (C-14), 56.2 (C-17), 50.3
(C-9), 46.0 (C-24), 42.4 (C-4), 42.4 (C-13), 39.9 (C-12), 37.4 (C-1), 36.7 (C-10), 36.3 (C-20), 34.1
(C-22),32.1 (C-7), 32.1 (C-8), 31.8 (C-2), 29.3 (C-25), 28.4 (C-16), 26.2 (C-23), 24.5 (C-15), 23.2
(C-28), 21.2 (C-11), 20.0 (C-26), 19.5 (C-19), 19.2 (C-27), 18.9 (C-21), 12.1 (C-29), 12.0 (C-18).

Informacidn espectroscopica de la mezcla para 52:

RMN H (300 MHz, CDCls): § 5.35 (1H, d, J = 3.6 Hz, H-6), 5.15 (1H, dd, J = 15.2, 8.4 Hz, H-
23), 5.01 (1H, dd, J = 15.2, 8.08 Hz, H-22), 3.52 (1H, tt, J = 10.7, 4.7 Hz, H-3), 1.00 (6H, s, H-21,
H-19), 0.84 (3H, s, H-26), 0.82 (3H, s, H-29), 0.79 (6H, s, H-27, H-28), 0.68 (3H, s, H-18).

6.2.4.5 Sitostenona (53)
La fraccién Cal-7 (2.7 g) se preadsorbid en una cantidad equivalente de gel de silice para separase
por CCA en una columna de 2.9 cm de didmetro con 20.2 g de gel de silice como fase estacionaria;
la fase mavil fue hexano-AcOEt en las proporciones 9:1, 85:15y 8:2. El proceso finalizd en ocho
fracciones nombradas Cal-7-1 al -8, de las cuales Cal-7-2 se fracciono a través de consecutivos
pasos de CCA de fase normal con gel de silice y mezclas de hexano-AcOEt y DCM-MeOH como

fase movil, asi como de separaciones por exclusion molecular con Sephadex® LH-20 y CHCls.

22



De la purificacion de una de las ultimas fracciones, mediante CCA de fase inversa con gel de silice
modificada C18 y MeOH, se aisl6 el compuesto 53 como un polvo blanco que revela café claro
con sulfato cérico (24 mg, Rf = 0.6 en hexano-AcOEt 8:2).

El mismo compuesto se aislé también del extracto de la segunda colecta. La fraccion Call-6 (312.9
mg) se preadsorbid en 400 mg de celita para separase por CCA, en una columna de 1.5 cm de
didmetro con 10 g de gel de silice como fase estacionaria y un gradiente de polaridad ascendente
con mezclas de hexano-AcOEt 82:8, 84:16, 76:24, 68:32, 60:40 y AcOEt 100%. De las seis
fracciones finales, Call-6-2 se sometié a CCA con 8 g de gel de silice y los disolventes CHCIs y
AcOEt. La fraccion Call-6-2-3 se purificd mediante CCFP (cromatoplaca de 10 x 20 cm) eluida
dos veces con cada uno de los siguientes sistemas: hexano 100%, hexano-AcOEt 98:2, 96:4 y 92:8.
De una banda que se recuper6 y revela bajo luz UV de onda corta y sulfato cérico se aislaron 2.6
mg del compuesto 53 (Rf = 0.35 en hexano-AcOEt 9:1).

Informacidn espectroscopica:

RMN *H (300 MHz, CDCls): & 5.71 (1H, s, H-4), 1.17 (3H, s, H-19), 0.80-0.92 (m, H-21, H-26,
H-27, H-29), 0.70 (3H, s, H-18).

RMN 13C (75 MHz, CDCls): § 199.8 (C-3), 171.8 (C-5), 123.9 (C-4), 56.1 (C-17), 56.0 (C-14),
54.0 (C-9), 46.0 (C-24), 42.5 (C-13), 39.8 (C-10), 38.7 (C-12), 36.3 (C-20), 35.8 (C-1), 35.8 (C-
8), 34.1 (C-22), 34.0 (C-2), 33.1 (C-6), 32.2 (C-7), 29.3 (C-25), 28.3 (C-16), 26.2 (C-23), 24.3 (C-
15), 23.2 (C-28), 21.2 (C-11), 20.0 (C-26), 19.2 (C-27), 18.8 (C-21), 17.5 (C-19), 12.1 (C-18),
12.1 (C-29).

6.2.4.6 3-O-Ester del p-sitosterol (54)
Al disolver 1 g de la fraccion Call-5 en el menor volumen posible de acetona precipité un polvo
color amarillo que se recuperd por decantacion. El precipitado se lavo en repetidas ocasiones con
acetona hasta obtener un polvo blanco. El polvo se purificé por CCFP (cromatoplaca de 16 x 17
cm) eluida con hexano en 2 ocasiones y con hexano-AcOEt 99:1 en 3 ocasiones. EI compuesto 54
que reveld con sulfato cérico en un tono rojizo-morado se extrajo de la silice con AcOEt. El

compuesto tenia el aspecto de un polvo blanco (2 mg, Rf = 0.31 en hexano-AcOEt 98:2).

Informacidn espectroscopica:

RMN H (700 MHz, CDCls): & 5.37 (1H, dd, J = 5.1 Hz, H-6), 4.61 (1H, tdd, /= 10.7, 6.8, 3.1
Hz, H-3), 2.32 (1H, m, H-4), 2.26 (2H, t, J = 7.5 Hz, H-2"), 2.00 (1H, m, H-12), 1.85 (m, H-1, H-
2), 1.67 (1H, m, H-25), 1.25 (s, H-4" a H-15"), 1.02 (3H, s, H-19), 0.92 (3H, d, J = 6.6 Hz, H-21),
0.88 (3H, t, /= 7.1 Hz, H-16), 0.84 (3H, t, J =0.9 Hz, H-29), 0.83 (3H, d, J = 6.8 Hz, H-26), 0.82
(3H, d, J = 6.8 Hz, H-27), 0.68 (3H, s, H-18).
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RMN 3C (175 MHz, CDCls): § 173.5 (C-1"), 139.9 (C-5), 122.7 (C-6), 73.8 (C-3), 56.9 (C-14),
56.2 (C-17), 50.2 (C-9), 46.0 (C-24), 42.5 (C-13), 39.9 (C-12), 38.3 (C-4), 37.2 (C-1), 36.8 (C-
10), 36.3 (C-20), 34.9 (C-2), 34.1 (C-22), 32.1 (C-7), 32.1 (C-14"), 32.0 (C-8), 29.9-29.6 (C-7 a
C-137), 29.5 (C-6"), 29.4 (C-57), 29.3 (C-4'), 29.3 (C-25), 28.4 (C-16), 28.0 (C-2), 26.3 (C-23),
25.2 (C-3), 24.5 (C-15), 23.2 (C-28), 22.9 (C-15"), 21.2 (C-11), 20.0 (C-26), 19.5 (C-19), 19.2
(C-27), 18.9 (C-21), 14.3 (C-16"), 12.1 (C-29), 12.0 (C-18).

6.2.4.7 Fitol (55)
La fraccién Call-7 (1.05 g) se preadsorbi6 en 1 g de celita para separar sus constituyentes por CCA
en una columna de 2.5 cm de diametro con 50 g de gel de silice, eluida con hexano-AcOEt 7:3. Se
obtuvieron 5 fracciones denominadas Call-7-1 al -5. La fraccion Call-7-3 se someti6 a un
fraccionamiento por CCA en una columna de 2.5 cm de didmetro con 5 g de gel de silice y
cloroformo (CHCIs); de las tres fracciones que se originaron, Call-7-3-3 fue purificada mediante
CCA de fase inversa con gel de silice modificada C18 y un gradiente de metanol, acetonitrilo y
acetona. Esta separacion originé cuatro fracciones denominadas Call-7-3-3-1 al -4. De la fraccion
Call-7-3-3-2 se purificd el compuesto 55 mediante CCA en una columna de 0.7 cm de diametro
con 0.8 g de gel de silice y CHCIs El compuesto 55 se obtuvo como un aceite amarillo claro que
revela con p-anisaldehido en color rojo naranja (20.9 mg, Rf = 0.35 en hexano-AcOEt 9:1y 1 %

de &cido acético).

Informacidn espectroscopica:

RMN *H (700 MHz, CDCI3): § 5.40 (1H, t, J = 7.0 Hz, H-2), 4.14 (2H, d, J = 7.0 Hz, H-1), 1.99
(2H, m, H-4), 1.66 (3H, s, H-20), 1.52 (1H, dp, J = 13.3, 6.7 Hz, H-15), 1.48-0.92 (m, H-5 a H-
14), 0.86 (6H, d, J = 6.7 Hz, H-16, H-17), 0.85 (3H, d, J = 6.7 Hz, H-18 0 H-19), 0.84 (3H, d, J =
6.7 Hz, H-18 0 H-19).

RMN 13C (175 MHz, CDsOD): § 140.4 (C-3), 123.3 (C-2), 59.6 (C-1), 40.0 (C-4), 39.5 (C-14),
37.6-37.5 (C-8, C-10, C-12), 36.8 (C-6), 33.0-32.9 (C-11, C-7), 28.1 (C-15), 25.3 (C-5), 25.0-24.6
(C-9, C-13), 22.9-22.8 (C-16, C-17), 19.9 (C-18), 19.9 (C-19), 16.3 (C-20).

6.2.4.8 Luteina (56)
A partir de la fraccién Call-13 (1.08 g) se aislé un precipitado color rojo (150 mg) que se
preadsorbié en 500 mg de celita. La muestra se fracciond por CCA en una columna de 4.7 cm de
didmetro, se utilizaron 180 g de gel de silice y mezclas de hexano-AcOEt 7:4, 7:5, 7:6, 7:7; AcOEt
100% y MeOH 100% para eluirla. Las fracciones obtenidas se nombraron Call-13-1 al -5. De la

fraccion Call-13-3 se recuperd el compuesto 56 en forma de un precipitado consistente en cristales

24



rojos (29.4 mg) y un polvo naranja (63.4 mg), mismos que se lavaron con MeOH. En los analisis
por CCF los precipitados revelan en luz visible como bandas amarillo-rojas y con p-ansaldehido
en café (Rf = 0.28 en hexano-AcOEt 6:4 y 1% de acido acético). La purificacion del lavado de
MeOH mediante cromatografia de exclusion molecular y CHCIz condujo a un polvo naranja (0.5

mg) de igual identidad que el compuesto 56.

Informacidn espectroscopica:

RMN H (700 MHz, CDsOD): § 6.62 (4H, m, H-11, H-11, H-15, H-15"), 6.36 (2H, dd, J = 15.0,
3.7 Hz, H-12, H-12'), 6.25 (2H, d, J = 9.2 Hz, H-14, H-14"), 6.13 (5H, m, H-7, H-8, H-8, H-10,
H-10), 5.54 (1H, s, H-4"), 5.43 (1H, dd, J = 15.4, 9.9 Hz, H-7'), 4.25 (1H, s), 4.00 (1H, s), 2.40
(2H, m), 2.05 (1H, dd, J = 16.2, 9.7 Hz), 1.97 (3H, s), 1.96 (6H, s), 1.90 (3H, s), 1.83 (1H, dd, J =
13.2,5.9 Hz), 1.77 (1H, ddd, J = 11.8, 3.6, 2.0 Hz), 1.73 (3H, s), 1.62 (3H, s), 1.47 (1H, t, /= 11.9
Hz), 1.37 (1H, dd, J = 13.2, 6.8 Hz), 1.07 (6H, s), 1.00 (3H, s), 0.85 (3H, s).

RMN 3C (175 MHz, CDsOD): & 138.6 (C-8"), 138.1 (C-5), 137.9 (C-8), 137.9 (C-6"), 137.7
(C-12), 137.7 (C-12'), 136.6 (C-13), 136.6 (C-13"), 135.8 (C-9), 135.2 (C-9), 132.7 (C-14), 132.7
(C-14") 131.5 (C-10"), 131.0 (C-10), 130.2 (C-15), 130.2 (C-15"), 128.9 (C-7), 126.3 (C-5"),
125.8-125.1 (C-4, C-7°), 124.9 (C-11"), 124.7 (C-11), 66.1 (C3-), 65.2 (C-3'), 55.1 (C-6), 48.6
(C-2°), 44.8 (C-2), 42.7 (C-4'), 37.3 (C-1"), 34.1 (C-1), 30.4-23.0 (C-16, C-17, C-16, C-17",
C-18), 21.8 (C-18"), 13.3 (C-19), 13.0 (C-20), 13.0 (C-20°), 12.9 (C-19").

6.2.4.8 (-)-Quebraquitol (36)

La fraccién Cal-12 (92.7 g) se sometido a una particion liquido/liquido con DCM-agua en
proporcion 1:1. Las fases fueron filtradas por papel filtro estandar y concentradas. Al disolver la
fraccidn acuosa (con 61.38% de rendimiento) en MeOH se formo un precipitado que se recupero
por decantacion, el precipitado se purificd por recristalizacion en MeOH seco hasta obtener dos
solidos, consistentes en un polvo color blanco y cristales transparentes. Se infirié que los cristales
eran una sal inorganica dado que no carbonizan. El sélido blanco corresponde al compuesto 36
(4.1 mg, Rf=0.6 en hexano-AcOEt-MeOH 1:1:4).

El compuesto 36 también se aisld de la segunda colecta de la especie. Una porcion de la fraccién
Call-15 (1.86 g) se sometio a dos extracciones consecutivas con carbdn activado de grano grueso,
para lo cual se disolvié en el menor volumen posible de MeOH, se mezclé con 0.5y 1 g de carbdn
activado y permanecié en agitacion con calentamiento a 50 °C, durante 60 y 30 min,
respectivamente.® La fraccion recuperada por filtracion se sometio a dos pasos de fraccionamiento
mediante CCA con gel de silice como fase estacionaria y las mezclas de disolventes DCM-MeOH
7:3y 1 % de &cido acético y DCM-MeOH-Acetona (3:1:1, 2:2:1 y 1:3:1) como eluyentes. De la
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fraccion Call-15-2-2 obtenida de la dltima CCA, precipitd un sélido verde que se lavo de forma

consecutiva con MeOH hasta obtener el compuesto 36 como un polvo blanco (5.7 mg).

Informacién quirdptica:
[a]3° -31.95 (c 0.0041, MeOH)

Informacidn espectroscopica:

RMN H (700 MHz, CDs0D): § 4.14 (1H, t, J = 3.6 Hz, H-1), 3.96 (1H, t, J = 3.6 Hz, H-6), 3.69
(1H, dd, J = 9.5, 3.5 Hz, H-5), 3.63 (1H, t, J = 9.4 Hz, H-3), 3.57 (1H, m, H-4), 3.47 (3H, s, H-7),
3.34 (1H, dd, J = 9.6, 3.18 Hz, H-2).

RMN 3C (175 MHz, CDsOD): § 82.4 (C-2), 74.7 (C-4), 73.8 (C-3), 73.4 (C-6), 72.3 (C-5), 69.3
(C-1), 57.9 (C-7).

6.3 Analisis mediante CG-MS de algunas fracciones primarias de C. adspersus

Algunas fracciones primarias del extracto Call de C. adspersus fueron seleccionadas para conocer
la naturaleza quimica de sus constituyentes mayoritarios identificables mediante un sistema
acoplado de CG-EM, estas fueron Call-1, -5, -6, -7, -8, -9, -10 y -11. El andlisis se realizo en el
Laboratorio de Espectrometria de Masas del Instituto de Quimica. Se empled un cromatégrafo de
gases Agilent Technologies 7890A con una columna capilar NP-5 (5% difenil/95%
dimetilpolisiloxano) de 30 m de longitud, diametro interno de 0.32 mm y un espesor de pelicula
de 0.25 um. La temperatura del inyector fue 300 °C y el gas acarreador fue helio a un flujo de 1
mL/min. El programa de temperatura inicié con 1 min a 40 °C y continu6 con una rampa de 8
°C/min hasta alcanzar 300 °C. Las fracciones fueron disueltas en hexano y AcOEt o mezclas de
estos a una concentracion de ~1 mg/mL y se inyectdé 1 pL de cada una en modo split 50:1, sin
réplicas. La temperatura de la interfaz fue 300 °C. El equipo de EM Jeol GC Mate Il opero6 con
una fuente de ionizacion por IE a 70 eV y un analizador de sector eléctrico-magnético en modo de
barrido completo con adquisiciones cada 1.3 s en un intervalo de m/z 10 a 600. Los componentes
se identificaron por coincidencia del patron de fragmentacién de cada pico cromatogréafico con el
registrado en la base de datos del National Institute of Standards and Technology (NIST). Se
admitio la identificacion preliminar a partir de picos cromatograficos con abundancia relativa
superior al 4% y se calculé su abundancia segun el porcentaje del pico cromatogréafico respecto al

area total del cromatograma.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

Esta investigacion se circunscribié al analisis de las partes aéreas de C. adspersus con follaje de
verano debido a los antecedentes de la actividad insecticida de sus extractos en experimentos in
vivo contra el gorgojo y el gusano cogollero del maiz.1*%3%* A fin de profundizar en el
conocimiento de sus constituyentes quimicos en un amplio rango de polaridad se sometieron dos
extractos totales de DCM-MeOH a fraccionamientos y purificacion. Los extractos provenian de la
misma poblacién en Michoacan, pero de fechas de colecta separadas por aproximadamente 6 afios.
Los resultados indican que el extracto de C. adspersus contiene como metabolitos primarios
mayoritarios compuestos altamente hidrocarbonados, es decir, n-alcanos (47), acidos (48) y
alcoholes grasos saturados (49). Ademas, fueron hallados varios terpenos y esteroles (véase Tabla
6), el sesquiterpeno éxido de B-cariofileno (10); el diterpeno fitol (55); los fitoesteroles B-sitosterol
(51), estigmasterol (52), un 3-O-éster del B-sistoterol (54), sitostenona (53) y un triterpeno
3-O-ester del acido oleanolico (50). También se determind la presencia de luteina (56), una
xantofila, y (-)-quebraquitol (36), un ciclitol. Algunos de los compuestos mencionados se
identificaron como parte de una mezcla debido a que son moléculas conocidas con extensa
informacion bibliografica disponible, comparadas durante su identificacion con muestras

auténticas.

Tabla 6. Rendimiento de los compuestos aislados del extracto total de C. adspersus.

Compuesto PrimNera colecta Segupda colecta
(afio 2017) (afio 2019)
Oxido de B-cariofileno (10) - 0.0007%

3-O-éster del &cido oleandlico (50) 0.0013% -

B-sitosterol (51) y estigmasterol (52) 0.0140% 0.1729%
Sitostenona (53) 0.0065% 0.0027%
3-O-éster del B-sitosterol (54) - 0.0021%
Fitol (55) - 0.0220%
Luteina (56) - 0.0984%
(-)-Quebraquitol (36) 0.0015% 0.0060%

El rendimiento se expresa en % respecto al peso del material vegetal seco y molido de partida. La informacion
es orientadora ya que no en todos los casos puede asegurarse un aislamiento total del compuesto a partir del
extracto o el mismo desarrollo experimental en los fraccionamientos de ambas colectas.
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Es conveniente mencionar que la capacidad antinflamatoria y citotdéxica de los compuestos
aislados ya se ha abordado con anterioridad y resulta més interesante tomar en cuenta su
participacion en el efecto insecticida de la especie. De este analisis se desprende una observacion
sobre la escasa disponibilidad de los compuestos aislados y las dificultades consecuentes para su
analisis preferentemente en ensayos de actividad insecticida in vivo, demandantes en la cantidad
necesaria de la sustancia a evaluar por tratarse de experimentos con periodos de prueba
prolongados, sin embargo, como alternativas se tiene la obtencién de los compuestos de otras
fuentes y su elaboracion por semisintesis, por ejemplo, la esterificacion de la posicién C-3 de 51
con un &cido graso para obtener 54. También pueden considerarse las determinaciones in vitro,
que requieren menor cantidad de muestra, para blancos moleculares como la enzima
acetilcolinesterasa, cuya inhibicion es el modo de accion de insecticidas como los carbamatos y
los organofosfatos.

Con el objetivo de realizar aportaciones adicionales a los constituyentes de esta especie, algunas
fracciones primarias de la segunda colecta se analizaron mediante CG-EM (véase Tabla 7). La
coincidencia de los patrones de fragmentacion de ciertos picos en los cromatogramas con los
reportados en la base de datos del NIST permitio la identificacion del acido decanoico (57) y
hexadecanoico (58), el sesquiterpeno o-bisabolol (59), el fitoesterol campesterol (60) y los
triterpenos a- y B -amirina (19, 20). Estos compuestos identificados ampliaron el rango de

sesquiterpenos, acidos grasos, fitoesteroles y triterpenos descritos para la especie en estudio.

Tabla 7. Compuestos identificados mediante CG-EM en las fracciones primarias de C. adspersus.

Compuesto identificado Fraccion primaria Abundancia relativa

Sesquiterpenos

a-Bisabolol (59) Call-5 4.32%
Triterpenos

a-y B -Amirina (19, 20) Call-7 9.90%
Fitoesteroles

Sitostenona (53) Call-6 33.33%

Call-7 9.01%

B-Sitosterol (51) Call-9 42.22%

Campesterol (60) Call-9 20.63%
Acidos grasos

Acido decanoico (57) Call-11 5.71%

Acido hexadecanoico (58) Call-11 16.65%

El porcentaje de abundancia relativa del compuesto identificado corresponde a cada fraccidn en particular.
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Los compuestos hallados en esta investigacion han sido aislados originalmente de otras fuentes
vegetales, pero es el primer reporte de su presencia en C. adspersus. Los resultados sugieren que
ciertos compuestos (51, 52, 53, 36) aislados de las dos colectas realizadas, a pesar de las variables
de recoleccion y experimentacion, poseen cierta constancia en el extracto total de la especie; que
en el caso de los fitoesteroles puede explicarse por su amplia distribucion en el reino vegetal. Por
otro lado, de considerar los reportes previos sobre la composicion quimica del género Croton y la
familia Euphorbiaceae, puede advertirse que la de C. adspersus se relaciona en cuanto a la
presencia de terpenos, pero no de alcaloides.?”?® Para esclarecer esta situacion, lejos de suponer
que la especie vegetal no los posee, es importante tomar en cuenta que el estudio quimico no esta
completo ya que se examind el 50 % y 67 % de las fracciones primarias de la primera y la segunda
colecta, respectivamente. También se desconoce como fluctdan los metabolitos secundarios de la
planta con el cambio estacional de sus partes aéreas, aunque desde el punto de vista de la
bioprospeccion el follaje de invierno sea menos promisorio para la bdsqueda de producto naturales
insecticidas. Para continuar con el aislamiento de metabolitos secundarios a partir de C. adspersus
podrian aplicarse técnicas analiticas de separacion cromatografica en conjunto con analisis
espectromeétricos o espectroscopicos que permitan enfocar los fraccionamientos en compuestos

distintos a los descritos, proceso denominado desreplicacion.®®
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7.1 Elucidacion estructural de los compuestos aislados

7.1.1 Compuestos con cadenas hidrocarbonadas saturadas (47, 48, 49)
En la especie vegetal se identificaron un n-alcano, un &cido y un alcohol graso saturados no
ramificados. La longitud de su cadena no fue determinada. En el espectro RMN *H del n-alcano
se observan dos sefiales, una simple y ancha en 84 1.25 correspondiente a la cadena alifatica (H-
2) y un triple centrado en 64 0.88 que debido a la simetria de la molécula pertenece a los dos
metilos terminales de la cadena (H-1, H-1"). En lo que concierne a los datos espectroscépicos del
acido graso, en su espectro de RMN *H observamos una sefial triple en 8y 2.27 de un metileno o a
un acido carboxilico (H-2), una sefial quintuple centrada en 6+ 1.56 correspondientes a un metileno
en posicion P al mismo grupo (H-3), una sefial simple y ancha en 64 1.18 que integra para los
metilenos de la cadena alifatica (H-4 a H-6) y un triple en 34 0.81 que pertenece al grupo metilo
terminal de la cadena (H-7). En el espectro de RMN H del alcohol graso hay un triple en &4 3.64
correspondiente al metileno base del hidroxilo (H-1), un multiplete en 64 1.54 de un metileno (H-
2), una sefial simple ancha en én 1.25 que corresponde a la cadena alifatica (H-3 a H-6) y una sefial
triple en 5y 0.88 del metilo de la cadena (H-7). En el espectro de RMN 3C del cido y el alcohol
graso cabe distinguir la presencia de una sefial en 6c 180.4 de un grupo carbonilo y 61 63.3 de un
carbono base de hidroxilo, respectivamente, mientras que en el espectro del alcano ambas sefiales
estan ausentes. Los datos espectroscopicos de los tres compuestos coinciden con lo reportado en

la bibliografia.”

1’ 1
W 1
2 47 6 s 2 My

Figura 1. Compuestos con cadenas hidrocarbonadas saturadas aislados (47, 48, 49).

En lo que concierne a su funcion natural, los acidos, alcoholes, alcanos, aldehidos, ésteres y
triterpenos con largas cadenas hidrocarbonadas suelen encontrarse en una cubierta de proteccién
Ilamada cuticula sobre las partes aéreas de las plantas superiores. En este sentido, evaluaciones in
vivo con los alcanos hexacosano, heptacosano y nonacosano han mostrado su efecto insecticida en
larvas de lepidoptera.”*"® Una aproximacion a su distribucién en Euphorbiaceae indica que los

alcanos mas comunes en esta son hidrocarburos lineales de 27, 29 y 31 carbonos. Desde otro punto
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de vista algunas euforbias también han resultado interesantes para la produccion de biodiesel, tal
es el caso de las semillas de Jatropha curcas cuyo aceite transesterificado es rico en los acidos

grasos oleico, linoléico, palmitico y estearico.’*"™

7.1.2 Oxido de p-cariofileno (10)
De las primeras fracciones de C. adspersus se identificd un sesquiterpeno. La comparacion de las
sefiales espectroscopicas en el espectro de RMN 'H y su correspondencia con los carbonos
observados en el experimento HSQC y el espectro RMN 3C, fueron la base para corroborar su
presencia. Basandose en la baja polaridad de la muestra diversos compuestos a menudo presentes
en los aceites esenciales fueron considerados para establecer su identidad, asimismo, por la
presencia de ciertos grupos funcionales sugeridos por los desplazamientos de las sefiales en el
espectro de RMN 3C, estos son la presencia de carbonos vinilicos por las sefiales en ¢ 152.0 y
112.9 y carbonos base de oxigeno en 6¢ 63.9 y 60.0. Su analisis por EM no pudo realizarse debido
a la degradacion de la muestra tras la adquisicion de los espectros de RMN. Por comparacion con
los datos de la literatura (véase Tabla 8), particularmente por la coincidencia de 15 sefiales de
carbono en el espectro de RMN C y la multiplicidad de los hidrégenos correspondientes, el

compuesto se identificé como 10.

15

Figura 2. Oxido de B-cariofileno (10).

El compuesto 10 es un sesquiterpeno volatil que suele identificarse en los aceites esenciales de las
plantas, su abundancia varia entre especies y su rol ecolégico es conocido. Entre los efectos
insecticidas que se le han explorado se reporta que por ingestion o exposicion en ensayos in vivo
es capaz de matar a termitas adultas Coptotermes formosanus, larvas del escarabajo de la papa
Leptinotarsa decemlieneata, del mosquito A. aegypti y del gusano del tabaco Heliothis
virescens.”®’8 Ademas, en el area de la salud se ha investigado que posee propiedades analgésicas
y afecta el crecimiento y proliferacion de células cancerosas, se sabe que 10 altera las vias de
sefalizacién para el desarrollo del cancer, como la ruta de la proteina quinasa activada por
mitégeno o MAPK.”®
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Tabla 8. Datos de RMN *H y *C del 6xido de p-cariofileno (10).

s BC
Posicion Referencia Aislado . .
(100 MHz, (175 MHz, (400?\75??8@ ) (700 AN )
CDCly)* CDCl,) ’ 3 ; 3
1 50.6 51.0 1.76 (H, t, J = 10 Hz) 1.76 (3H, t, J = 9.9 Hz)
2 27.4 27.4 1.43(1H, tdd, J = 13.5, 10.5, 4 Hz) 1.43 (1H, dddd, J = 14.7, 13.5, 10.4, 4.1 Hz)
1.65 (1H, dddd, /= 13.5, 5, 3.5, 1 Hz) 1.65 (sefial sobrepuesta)
3 39.0 39.3 0.97 (1H, td, /= 13.0, 5.0 Hz) 0.97 (sefial sobrepuesta)
2.09 (1H, dt, /= 13.0, 3.5 Hz) 2.09 (1H, dt, /= 13.3, 3.9 Hz)
4 59.9 60.0 - -
5 63.1 63.9 2.87 (1H, dd, J = 11.0, 4.0 Hz) 2.88 (1H, dd, /= 10.6, 4.2 Hz)
6 30.2 30.4 1.32 (1H, dddd, /= 12.5, 11.0, 8.0, 4.5 Hz) 1.32 (sefial sobrepuesta)
2.25 (1H, ddt, /=125, 8.5, 4.5 Hz) 2.25 (1H, ddt, /= 12.4, 8.1, 4.2 Hz)
7 29.7 30.0 2.11 (1H, ddd, /= 12.5, 8.5, 4.5 Hz) 2.11 (sefial sobrepuesta)
2.34 (1H, ddd, J = 12.5, 8.0, 4.5 Hz) 2.34 (1H, ddd, J=12.9, 8.1, 4.5 Hz)
8 151.7 152.0 - -
9 48.4 48.9 2.62 (1H, dt, /=10, 9.5 Hz) 2.62 (¢, J =9.6 Hz)
10 39.7 39.9 1.62 (1H,t,J =10 Hz) 1.63 (sefial sobrepuesta)
1.69 (1H, dd, J = 10, 8 Hz) 1.69 (1H, dd, /= 10.5, 8.4 Hz)
11 34.2 34.2 - -
12 29.9 30.1 0.98 (3H, s) 0.99 (3H, s)
13 21.6 21.8 1.01 (3H, s) 1.0 (3H, s)
14 17.0 17.2 1.20 (3H, s) 1.20 (3H, s)
15 112.7 112.9 4.86 (1H, d, /=1 Hz) 4.86 (1H, d, J= 1.3 Hz)

4.97 (1H, d, J= 1 Hz)

4.97 (1H, d, J = 1.6 H)

Los desplazamientos se reportan en ppm. {Datos de referencia por Heymann et al.®, Silva et al.®! y Ribeiro et al .22
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7.1.3 3-O-Ester del 4cido oleandlico (50)
A partir de la informacion espectroscopica de RMN de *H y*3C del compuesto se propuso como
estructura base un triterpeno dada la presencia de varias sefiales propias de metilos y metilenos a
campo alto. Adicionalmente, se dedujo la presencia de dos grupos funcionales carbonilicos, uno
de &cido carboxilico por el desplazamiento de una sefial en 3¢ 184.2 y otro propio de un éster por
lasefial en ¢ 173.7. También se identificaron las sefiales correspondientes a dos carbonos vinilicos
en 8¢ 122.5 y 143.7, referidos a un enlace doble trisustituido dada la presencia de solo una sefial
de hidrégeno triple en 61 5.26 (J = 2.9 Hz) que correlaciona con esta insaturacion en el espectro
HSQC. Ademas, de la revision de los espectros DEPT 90 y 135 se precisé la existencia de 7
carbonos cuaternarios, 5 metinos y 7 metilos. Las sefiales en RMN *H: simple y ancha en &+ 1.25,
multiple en 6n 1.57 y triple (J= 7.4 Hz) en én 2.29 resultan caracteristicas de una cadena
hidrocarbonada. De la informacion descrita se concluyé que el compuesto es un acido triterpenico
esterificado en la posicion 3, como se corrobora por la sefial del hidrégeno H-3 que se observa en
on 4.49 (t, J = 7.9 Hz). Con la busqueda de los datos espectroscopicos en la bibliografia se definid
que el compuesto era un 3-O-éster del acido oleandlico (50, véase Tabla 9); la longitud de la cadena
no fue determinada. Entre las sefiales consideradas para descartar otros posibles triterpenos estan,
por ejemplo, el desplazamiento de las sefiales del enlace doble a 6¢c 125.7 y 139.3 si se tratara del
acido ursolico (61), o el desplazamiento y la multiplicidad del hidrogeno 3 (6w 3.38, d, J = 9.5 Hz)

en el caso de acido maslinico (62, véase Figura 4).8%84

10 .2

Figura 3. 3-O-Ester del acido oleanélico (50).
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Figura 4. Acido ursélico (61) y acido maslinico (62).

Al analizar el espectro HMBC se establecieron las correlaciones a larga distancia entre d¢c 173.9
(C-1") con 81 4.49 (H-3), de 5¢ 184.2 (C-28) con & 2.81 (H-18) y d¢ 41.1 (C-18) con 61 5.26 (H-
12), lo que confirma la esterificacién en la posicién 3 del triterpeno, la localizacion del grupo
carbonilico acido y la insaturacion en su esqueleto. En la siguiente figura se representan las

correlaciones més representativas.

O
11' 9 3’V/>\ VR
"o
10' 2'
4.8

Figura 5. Representacion de algunas correlaciones HMBC del 3-O-éster
del &cido oleandlico (50).

23 24

Los triterpenos y esteroles esterificados con una variedad de acidos grasos se han aislado de plantas
superiores en general. Por su estructura quimica puede suponerse que forman parte de la cuticula
de las plantas, sin embargo, su rol especifico se desconoce. A los derivados del acido ursélico se
les atribuye actividad antibacteriana in vitro leve contra algunas bacterias, particularmente el
microorganismo fitopatdgeno Pseudomonas syringae, mientras que a los ésteres del acido
olendlico se les ha descrito actividad insecticida moderada contra el gusano oriental del tabaco
Spodoptera litura.®>% Esteres del 4cido oleandlico se han encontrado en Wedelia paludosa
(Asteraceae).®” Los palmitatos de a- y p-amirina aislados de Brachylaena ramiflora (Compositae)
y Lobelia inflata (Campanulaceae), por mencionar algunas actividades biolégicas, son citotoxicos
contra lineas celulares de cancer de ovario y a partir de modelos in vivo se ha sugerido que son

antidepresivos.%8°
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Tabla 9. Desplazamientos quimicos de 3C de 3-O-ésteres de triterpeno.

Acetato de 4cido  Acetato de 4cido  3-O-Ester del acido Acetato de 4cido  Acetato de 4cido  3-O-Ester del &cido
Posicion ursolico (125 oleandlico (125  oleandlico (50, 75 Posicion ursdlico (125 oleandlico (125  oleandlico (50, 75
MHz, CDCls)" MHz, CDCls)" MHz, CDCls) MHz, CDCl)" MHz, CDCl)" MHz, CDCls,

1 38.3 38.1 38.2 25 15.5 154 155

2 23.6 23.5 22.8 26 17.0 17.1 17.3

3 80.9 80.9 80.7 27 23.6 25.9 26.1

4 37.3 37.7 37.9 28 183.5 182.7 184.2

) 55.2 55.3 55.5 29 21.2 33.1 33.2

6 18.2 18.2 18.3 30 171 23.6 23.7

7 32.8 32.6 32.7 CHsCOO- 21.3 21.3

8 39.5 39.3 39.4 CH3COO- 1711 171.0

9 47.5 47.6 47.7

10 36.9 37.0 37.1 1 173.9

11 233 234 23.6 2’ 35.0

12 125.7 122.6 122.7 3 25.3

13 138.0 143.6 143.7 29.8

14 41.9 41.6 41.7 29.8

15 28.0 27.7 27.8 4°-8 29.6

16 24.1 22.9 23.0 294

17 48.0 46.5 46.7 29.3

18 52.5 41.0 41.1 9 32.1

19 39.0 45.9 46.0 10 22.8

20 38.8 30.7 30.8 117 14.3

21 30.6 33.8 33.9

22 36.7 32.4 32.6

23 28.1 28.0 28.2

24 16.7 16.7 16.9

El desplazamiento se reporta en ppm. Las posiciones 1" a 11" son las sefiales observadas de *C correspondientes a la cadena alifatica de 50. {Datos de referencia por
Endo et al.%°
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7.4.4 B-Sitosterol (51) y estigmasterol (52)
La comparacion de la muestra aislada con una referencia auténtica de p-sitosterol durante el
proceso de fraccionamiento indicd que esta era su identidad probable. En el espectro de RMN C
se advierte la presencia de dos sefiales de carbonos olefinicos en d¢c 140.9 y 8¢ 121.9. En el espectro
de RMN *H se distingue una sefial de multiplicidad tt en 84 3.52 (J = 10.7, 4.7 Hz) correspondiente
al hidrégeno geminal a un grupo hidroxilo y una sefial doble en 8y 5.14 caracteristica de un
hidrégeno vinilico (J = 15.2, 8.4 Hz). Lo mencionado coincide con lo reportado para el B-sitosterol,
sin embargo, en el espectro de RMN *H también se observan dos sefiales doble de dobles en 5w
516 y én 5.02 (J= 15.2, 8.1 Hz) que corresponderian a una olefina trans-disustituida,
caracteristico de los protones H-22 y H-23 del estigmasterol. La comparacién de los datos
espectroscopicos con la bibliografia mostr6 que se trataba de la mezcla de B-sitosterol (51) y

estigmasterol (52).%%%2

Figura 6. pB-Sitosterol (51) y estigmasterol (52).

El fitoesterol 52 es producido por las plantas mediante la ruta del mevalonato a partir de la
oxidacidn enzimatica de los carbonos del enlace en C-22 de 51. Se ha sugerido que la conversion
esta mediada como respuesta a hormonas y estrés ambiental, especialmente por el crecimiento de
la planta sobre suelos salinos y la exposicidn a temperaturas desfavorables.®® Ademas, los esteroles
51 y 52 son parte integral de las membranas de las células vegetales, donde estan intercalados con

los fosfolipidos.®*

7.1.5 Sitostenona (53)
En el espectro de RMN *3C del compuesto se pueden observar 29 sefiales de carbono. Una de las
sefales sugirié la presencia de un grupo carbonilo de cetona por su desplazamiento en 6c 199.6 y
otras dos sefialaron, por su desplazamiento en 6¢c 171.7 y ¢ 123.7, la existencia de una insaturacion

trisustituida debido a que en el espectro de RMN H solo hay una sefial simple de tipo vinilico en
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dn 5.71 que integra para 1 hidrégeno. Con la interpretacion mencionada y en consideracion de su
similitud espectroscopica con el B-sitosterol se propuso que se trataba de la sitostenona (C2gHagO,
53), cuyo peso molecular coincide con el ion molecular de m/z 412 del espectro de masas del
compuesto. Por comparacion de la informacion espectroscopica y espectrométrica con la

disponible en la bibliografia se confirmé dicha identidad.®>%

Figura 7. Sitostenona (53).

7.4.6 3-O-Ester del p-sitosterol (54)
Mediante el analisis de la informacion espectroscdpica de este compuesto se conjeturé que se
trataba de un triterpeno dadas las sefiales a campo alto propias de metilos y metilenos alifaticos.
En particular, el perfil espectroscopico fue semejante al de la mezcla de p-sitosterol y
estigmasterol, posiblemente el B-sitosterol esterificado en el oxigeno de la posicion 3, como se
explicara a continuacion. El espectro de RMN H presenta una sefial simple y ancha desplazada a
dn 1.25, que se atribuye a un elevado nimero de metilenos propios de una cadena hidrocarbonada,
que se supuso como la porcién alifatica de un éster por la presencia de una sefial en RMN *3C cuyo
desplazamiento a ¢ 173.5 coincide con un grupo carbonilico no acido, a lo que se afiade una sefial
triple en 81 2.26 (J = 7.5 Hz) propia de un carbono (C-2") a al carbonilo. Debido al desplazamiento
de la sefial tdd a o1 4.61 (J = 10.7, 6.8, 3.0 Hz), correspondiente al hidrogeno en la posicion 3 del
presumible esterol, se confirmd la esterificacién del hidroxilo de la posicion 3, cuya sefial de
carbono correspondiente (C-3) se desplazo a oc 74.0. Un comparativo de los desplazamientos de
las sefiales de RMN *C de la muestra con la informacion reportada para el palmitato de B-
sitosterilo se encuentra en la Tabla 10. La coincidencia de la informacion espectroscopica con la
literatura corroboro que se trata de un 3-O-éster de B-sitosterol (54), sin embargo, la longitud de la

cadena no fue determinada.?”8
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Figura 8. 3-O-Ester del p-sitosterol (54).

Tabla 10. Desplazamientos quimicos de C de 3-O-ésteres del B-sitosterol.

Palmitato de  3-O-Ester del Palmitato de ~ 3-O-Ester del
Posicion [-sitosterilo [-sitosterol POSICION [B-sitosterilo j-sitosterol
(100 MHz, (54, 175 MHz, (100 MHz, (54,175 MHz,
CsDsN) CDCly) CsDsN) CDCly)

1 37.0 37.2 27 20.1 19.2
2 27.8 28.0 28 23.0 23.2
3 73.6 73.8 29 12.0 12.1
4 38.1 38.3

5 139.7 139.9

6 122.6 122.7 1 173.4 173.5
7 31.9 32.1 2 34.7 34.9
8 31.8 32.0 3 25.1 25.2
9 50.2 50.2 4 29.3 29.3
10 36.6 36.8 5 29.4 29.4
11 21.0 21.2 6 29.6 29.5
12 39.7 39.9 29.6
13 42.3 425 29.8
14 56.7 56.9 29.8
15 24.3 24.5 7°-13° 29.7-31.8 29.8
16 25.2 28.4 29.8
17 55.9 56.2 29.9
18 11.8 12.0 29.9
19 19.2 19.5 14 319 32.1
20 36.1 36.3 15’ 22.7 22.9
21 18.9 18.9 16” 14.1 14.3
22 34.0 34.1

23 26.0 26.3

24 45.8 46.0

25 29.1 29.3

26 20.0 20.0

El desplazamiento se reporta en ppm. TDatos de referencia por Fan et a

|98
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7.4.7 Fitol (55)
El andlisis del espectro de RMN 3C y HSQC mostr6 que la molécula aislada se componia de 20
carbonos, uno de tipo cuaternario, cuatro metinos, diez metilenos y cinco metilos. En el espectro
de RMN 3C el desplazamiento de una sefial a 8¢ 59.6 sugirié la presencia de un carbono base de
hidroxilo y dos sefiales a 6c 140.4 y 123.2 indicaron la existencia de un enlace doble. Se conjeturo
que la insaturacion es trisustituida ya que solo una sefial a 5y 5.41 en el espectro de RMN *H
corresponderia por su desplazamiento con un hidrégeno olefinico (H-2). En el mismo espectro una
sefial doble en 1 4.15 (J = 7.0 Hz) se identific6 como un metileno base de oxigeno, acoplado con
el hidrégeno olefinico (H-2). Considerando el nimero de sefales de *3C observadas y los grupos
funcionales sugeridos se propuso que 55 es fitol, un diterpeno con formula molecular C2oHaoO,
cuya informacion espectroscopica en la bibliografia coincide con la adquirida.®® Ademas, tomando
el desplazamiento en &y 1.66 de la sefial RMN *H del metilo vinilico (CH3-20) se propone que es

el isdmero geométrico (E)-fitol.1%

1 7 X

16 14 12 10 8 6 4 2

Figura 9. Fitol (55).

OH

En las plantas, 55 puede encontrarse como una cola hidrofobica de la clorofila que se ancla a la
membrana fotosintética de los tilacoides en los cloroplastos. Se reporta que el fitol posee leve
actividad insecticida por evaluaciones contra larvas del gusano oriental del tabaco (S. litura).t®
Cabe mencionar que para el caso de los terpenos insecticidas se hallaron mecanismos de
desintoxicacion en los insectos por degradacion enzimatica con monooxigenasas microsomales.%?
En cuanto a las evaluaciones bioldgicas del fitol en el area clinica, se ha explorado en gran
diversidad de modelos, fundamentalmente ha resultado exitoso en ensayos de actividad
antimicrobiana contra patogenos como el agente causal de la tuberculosis Mycobacterium
tuberculosis, citotoxica para lineas de cancer humano especialmente el adenocarcinoma de mama
y para el tratamiento de enfermedades neuroldgicas por su efecto anticonvulsivante,

antinociceptivo, antidepresivo y ansiolitico en experimentos in vivo.1%

39



7.4.8 Luteina (56)
De las fracciones de mediana polaridad de C. adpersus se aislé una sustancia roja. La informacion
cualitativa aludi6 a que probablemente se trataba de un pigmento vegetal de tipo carotenoide. De
acuerdo con la informacion espectrométrica de la sustancia su ion molecular es m/z 568.5, en
concordancia con los carotenoides dihidroxilados llamados xantofilas cuyo peso molecular suele
exceder al de los carotenos (536.9 mg/mol), la otra gran familia de pigmentos vegetales.'® En el
espectro de RMN H se notan a campo bajo las sefiales de los hidrdgenos olefinicos y a campo alto
ocho sefiales singuletes atribuidas a 10 metilos, debido a la sobreposicidn de los metilos olefinicos
que son equivalentes en las xantofilas. La comparacion de la informacidn espectroscopica con la
reportada para las xantofilas permitio identificar al compuesto 56 como uno de los isémeros
estructurales luteina o zeaxantina (CsoHssO2), cuya diferencia radica en la posicion de un enlace
doble en C-4' o C-5’, respectivamente.’® La informacion del espectro de RMN *H para el
hidrogeno H-7' permitié determinar la posicion del doble enlace en C-4', por la presencia de una
sefial doble de dobles en 61 5.43 (J = 15.4, 9.9 Hz), cuya multiplicidad se debe al acoplamiento
con los hidrogenos H-8' y H-6".1%6197 | a comparacion de los datos espectroscépicos finalizd con
la asignacion tentativa de la geometria (15-E, 13-E, 13'-E, 9-E, 9'-E) que corresponde a la de la
luteina (56). Esto se basd en el desplazamiento de las sefiales en RMN H a no mas de 5 6.65,

caso opuesto para los reportes de los isomeros 15-Z, 13-Z, 13°-Z, 9-Z y 9'-Z,108.109

Figura 10. Luteina (56).

Los carotenoides son pigmentos naranjas y amarillos producidos por algas y plantas superiores,
una de sus principales clases son las xantofilas y cumplen una funcion protectora. Debido a su
labilidad son compuestos antioxidantes que tienden a formar moléculas mas pequefias cuando se
combinan con oxigeno atmosférico y a isomerizarse de su forma usual E a Z cuando interactGan
con calor, luz, acidos o superficies activas como alumina. Estudios epidemiol6gicos han
relacionado de forma inversa una dieta abundante de estos compuestos con el riesgo de padecer

ciertos tipos de cancer.!°
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7.4.9 (-)-Quebraquitol (36)

De acuerdo con su espectro de RMN C el compuesto consta de 7 carbonos, que inicialmente se
consideraron base de oxigeno debido a la distribucidn de sus sefiales en una region del espectro
que involucra efectos de desproteccidén por la cercania a atomos electronegativos y dada la
naturaleza polar de la muestra que llevo a suponerla altamente hidroxilada. En el espectro de RMN
'H se observan 6 grupos de sefiales de cuya integracion se advierte la presencia de un metilo y 6
metinos. El analisis del espectro HSQC permitié correlacionar los &tomos de carbono e hidrégeno.
Dada la coincidencia de los datos espectroscopicos con lo reportado en la bibliografia, el
compuesto 36 se identificd como un derivado metilado del chiro-inositol.}**? Tras determinar
que la sustancia aislada es levdgira y su espectro de masas presenta el pico base en m/z 217.2
correspondiente a un aducto del ion molecular [M+Na]*, se concluyé que se trata del (-)-
quebraquitol o0 1L-2-O-metil-chiro-inositol (C7H140s, 36).

Figura 11. (-)-Quebraquitol (36).

El compuesto 36 se ha encontrado en varias especies vegetales como Allophylus edulis, Sapindus
rarak (Sapindaceae), Dipladenia martiana (Apocynaceae) y C. cortesianus (Euphorbiaceae), rara
vez en combinacidn con su isémero (+)-pinitol.>*!*® En general, los ciclitoles son una porcion
importante de los carbohidratos de las plantas. La biosintesis de 36 segln se investigo en la planta
Acer pseudoplatanus involucra la metilacién del myo-inositol y la consecuente epimerizacion del
D-(-)-bornesitol (véase Figura 12).1*4115 Entre sus aplicaciones se ha investigado su potencial
como parte del tratamiento de la diabetes mellitus tipo 2 y para el desarrollo de antagonistas del
factor de activacion plaquetaria. También se ha descrito su capacidad antioxidante y citoprotectora
en células gastricas.!*® Por otro lado, se ha explorado su uso como reactivo en sintesis asimétrica
y se ha propuesto su produccion a partir de la extraccion de las aguas residuales de la industria del

caucho. 16
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Adaptado de Schilling et al.'*4, Wu et al.}* y Ligor et al.t’

Figura 12. Biosintesis de (-)-quebraquitol (36).
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8. CONCLUSIONES

Mediante el estudio quimico de las partes aéreas de C. adspersus se hace una contribucion al
conocimiento del contenido metabdlico de una especie de la flora nacional hasta ahora no
abordada. Cabe sefialar la estacionalidad de la planta y la delimitacién de los resultados de este
trabajo al follaje de verano. Los compuestos aislados fueron el sesquiterpeno éxido de
B-cariofileno (10); el diterpeno fitol (55) y los fitoesteroles B-sitosterol (51), estigmasterol (52), un
3-O-éster del B-sitosterol (54), sitostenona (53) y un triterpeno 3-O-éster del acido oleandlico (50).
También se determiné la presencia de luteina (56), una xantofila utilizada como pigmento amarillo
en la industria alimentaria, y el (-)-quebraquitol (36), un ciclitol. C. adspersus mostro estructuras
quimicas en un rango de polaridad amplio, el estudio abarc6 poco méas del 50% de las fracciones
primarias de dos colectas realizadas, de modo que la descripcion quimica de la especie no esta
completa. No obstante, el conocimiento generado contribuira a abordar el estudio de las
propiedades e interacciones biologicas de la especie. Ademas, el conocimiento sobre las clases de
metabolitos que posee la especie podria resultar util para la quimiotaxonomia de los grupos
biologicos a los que pertenece. Hasta ahora el panorama coincide con lo reportado para el género
Croton y la familia Euphorbiaceae en cuanto a la presencia de metabolitos hidrocarbonados y
terpenos C15, C20 y C30, pero sin caracterizarse diterpenos macrociclicos y alcaloides como los
que se han descrito.?® Un andlisis posterior de sus fracciones primarias mediante un sistema
acoplado de CG-EM corroboro la distribucion de las familias quimicas aisladas, especialmente de
acidos grasos (57, 58), sesquiterpenos (59), triterpenos (19, 20) y fitoesteroles (53, 51, 60). Para
profundizar en el estudio quimico-biologico de la planta es necesario superar el reto que representa
el bajo rendimiento de sus constituyentes, al mismo tiempo que se recomienda incorporar analisis
de desreplicacion que orienten a aislamientos novedosos. Finalmente, las propiedades insecticidas
de los compuestos encontrados podrian ponderarse con particular interés, ya que la planta ha
mostrado esta actividad en ensayos in vivo por contacto contra el gorgojo (Sitophilus zeamais) y
el gusano cogollero (Spodoptera frugiperda) del maiz; para este fin trasciende que la informacion
bibliogréafica disponible sefiale con frecuencia que terpenos (10) y ciertos compuestos altamente
hidrocarbonados (47, 48, 49) estan involucrados en mecanismos de defensa quimica de las partes

aéreas de plantas.*®"
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10. ANEXOS

Anexo 10.1 Especies vegetales perteneciente a la seccion Adenophylli Griseb.

Un estudio filogenético que involucrd a las 31 secciones y 10 subsecciones reconocidas como

especies del género Croton en el Nuevo Mundo, clasificé a 223 de ellas en Adenophylli Griseb;

abajo se listan las mismas.3! Hasta el momento no se ha publicado una revision exclusiva sobre la

seccion. La especie bajo estudio se indica en letra negrita.
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0000000000000 0000000000000000000000000000000 0 000000

. abeggii Urb. & Ekman,

. abutilifolius Croizat,

. abutiloides Kunth,

. acunae Borhidi,

. adenophyllus Bertero ex Spreng.
. adipatus Kunth

. adspersus Benth.

. aequatoris Croizat

. agrarius Baill.

. agrophilus Mll. Arg.
. albellus Mill. Arg.

. alloeophyllus Urb.

. alnifolius Lam.

alnoideus Baill.
amphileucus Brig.
angustifolius Ham.

. apicifolius Croizat
. araripensis Croizat
. artibonitensis Urb.

azuensis Urb.
balsameus Miill. Arg.

. balsensis V.W. Steinmann & M.J. Martinez Gordillo.
. bangii Rushy

barahonensis Urb.
barbatus Kunth

. betaceus Baill.
. boliviensis Mull. Arg.

bonplandianus Baill.

. borhidii O.Mufiiz

brachytrichus Urb.
bryophorus Croizat

. caboensis Croizat
. campestris A. St.-Hil.

cardenasii Standl.

. catharinensis L.B. Sm. & Downs

. chamanus Steyerm.

. chilensis Mill. Arg.

. chimboracensis P.E. Berry & Riina
. chrysocladus Mull. Arg.

. churumayensis Croizat

. ciliatoglandulifer Ortega

. cinerascens Radcl. Sm. & Govaerts
. clavuliger Mll. Arg.

. comayaguanus Standl. & L.O. Williams
. conduplicatus Kunth

. corallicola Borhidi

. cordobensis Ahumada

. cortesianus Kunth

. corumbensis S. Moore

. craspedotrichus Griseb.

. curiosus Croizat
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76.
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78.
79.
80.
81.
82.
83.
84.
85.
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89.
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95.
96.
97.
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99.
100. C.
101.C.
102. C.
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. curvipes Urb.

. cycloideus Borhidi & O. Mufiiz
. discolor Willd.

. disjunctus V.W. Steinmann

. doctoris S. Moore

. echioideus Baill.

. eggersii Pax

. ehrenbergii Schitdl.

. emporiorum Croizat

excisus Urb.

. ferruginellus Mll. Arg.
. ferrugineus Kunth

flavens L.

. flavescens Greenm.

. flaviglandulosus Lundell
. fragilis Kunth

. francoanus Mull. Arg.

. fraseri Mull. Arg.

. frieseanus Miill. Arg.

. fruticulosus Torr.

fulvus Mart.
glyptospermus Miill. Arg.

. gracilipes Baill.

grandivelum Baill.

. guilleminianum Baill.

. heliotropiifolius Kunth

. heterochrous Mull. Arg.

. heteroneurus Mull. Arg.

. hieronymi Griseb.

. hilarii Baill.

. holguinensis Borhidi

. holtonii Mull. Arg.

. horridulus (Baill.) Mill. Arg.

. huajuapanensis M.J. Martinez Gordillo & Cruz Duran
. humilis L.

. hypoleucus Schitdl.

. impressus Urb.

. incanus Kunth

. incertus Mull. Arg.

. intercedens Mull. Arg.

. jacmelianus Urb.

. jamesonii Mll. Arg.

. japirensis Mll. Arg.

. jucundus Brandegee

. kalkmannii Mdll. Arg.

. kleinii L.B. Sm. & Downs

. laceratoglandulosus Caruzo & Cordeiro
. lachnocladus Mart. ex Mill. Arg.

lachnostachyus Baill.
laeticapsulus Croizat
lanatus Lam.
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103. C. curuguatyensis Ahumada 165. C. rivinifolius Kunth

163.
164.

. reitzii L.B. Sm. & Downs
. rhamnifolioides Pax & K. Hoffm.

C

104. C. lapanus Miill. Arg. 166. C. rosarianus M.J. Martinez Gordillo & Cruz Durén
105. C. lasiopetaloides Croizat 167. C. roxanae Croizat
106. C. lehmannii Pax 168. C. ruizianus Mill. Arg.
107. C. leptostachyus Kunth 169. C. sagraeanus Miill. Arg.
108. C. leucophlebius C. Wright ex Griseb. 170. C. saltensis Griseb.
109. C. limnocharis Croizat 171. C. sanctae-crucis S. Moore
110. C. linearis Jacq. 172. C. sancti-lazari Croizat
111. C. longifolius Mull. Arg. 173. C. sapiiflorus Croizat
112. C. lucidus L. 174. C. scouleri Hook.f.
113. C. magdalenae Millsp. 175. C. seminudus Mull. Arg.
114. C. mazapensis Lundell 176. C. semivestitus Mll. Arg.
115. C. medians Mill. Arg. 177. C. shreveanus Croizat
116. C. megaladenus Urb. 178. C. soliman Cham. & Schitdl.
117. C. menthodorus Benth. 179. C. sonorae Torr.
118. C. meridensis Croizat 180. C. soratensis Mull. Arg.
119. C. michaelii V.W. Steinmann 181. C. sphaerocarpus Kunth
120. C. micradenus Urb. 182. C. spurcus Croizat
121. C. miradorensis Mull. Arg. 183. C. stenopetalus G.L. Webster
122. C. miraflorensis Borhidi 184. C. stenophyllus Griseb.
123. C. missionum Croizat 185. C. stenosepalus Mull. Arg.
124. C. mollis Benth. 186. C. stenotrichus Miill. Arg.
125. C. monogynus Urb. 187. C. stipulaceus Kunth
126. C. morifolius Willd. 188. C. suaveolens Torr.
127. C. munizii Borhidi 189. C. suavis Kunth
128. C. nephrophyllus Urb. & Ekman 190. C. subacutus (Baill.) Mull. Arg.
129. C. nitidulifolius Croiza 191. C. subcomosus Mill. Arg.
130. C. nudulus Croizat 192. C. subdecumbens Borhidi & O. Mufiz
131. C. olanchanus Standl. & L.O. Williams, 193. C. suberosus Kunth
132. C. ophiticola Borhidi 194. C. subferrugineus Mull. Arg.
133. C. orbignyanus Mull. Arg. 195. C. subfragilis Mll. Arg.
134. C. orientesensis Borhidi 196. C. subjucundus Croizat
135. C. origanifolius Lam. 197. C. subsuavis Croizat
136. C. pachyrachis Alain 198. C. subvillosus Mull. Arg.
137. C. pallidus Mull. Arg. 199. C. suyapensis Ant. Molina
138. C. panduriformis Mill. Arg., 200. C. tarapotensis Mull. Arg.
139. C. paraensis Mull. Arg. 201. C. tejucensis Mll. Arg.
140. C. patrum L.B. Sm. & Downs 202. C. tenuifolius Pax & K. Hoffm.
141. C. pavonis Mull. Arg. 203. C. thurifer Kunth
142. C. payaquensis Standl. 204. C. timotensis Pittier
143. C. pedersenii Ahumada 205. C. tremulifolius Croizat
144. C. pellitus Kunth 206. C. turnerifolius S. Moore
145. C. peltophorus Mull. Arg. 207. C. vaccinioides A. Rich.
146. C. peraeruginosus Croizat 208. C. vaillantii Geiseler
147. C. peraffinis MUll. Arg. 209. C. vauthierianus Baill.
148. C. perlongiflorus Croizat 210. C. velame Miill. Arg.
149. C. persicaria Baill. 211. C. vepretorum Mull. Arg.
150. C. peruvianus Brig. 212. C. versicolor Mull. Arg.
151. C. pervestitus C. Wright ex Griseb. 213. C. viminalis Griseb.
152. C. petraeus Mll. Arg. 214. C. virletianus Miill. Arg.
153. C. piauhiensis Mull. Arg. 215. C. vitifolius Lundell
154. C. poitaei Urb. 216. C. wagneri Mdll. Arg.
155. C. polygonoides L.B. Sm. & Downs 217. C. websteri M.J. Martinez Gordillo & J. Jiménez Ram.
156. C. polytomus Urb. 218. C. xalapensis Kunth
157. C. priorianus Urb. 219. C. xanthochylus Croizat
158. C. prostratus Urb. 220. C. yecorensis V.W. Steinmann & Felger
159. C. pulcher Miill. Arg. 221. C. ynesae Croizat
160. C. pungens Jacq. 222. C. ypanemensis Mull. Arg.
161. C. pycnanthus Benth. 223. C. yungensis Croizat
162. C. rehderianus Croizat
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Anexo 10.2. Espectros de los compuestos aislados
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Anexo 10.2.1 RMN !H (400 MHz, CDCIs) de n-alcano (47).
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Anexo 10.2.2 RMN 3C (100 MHz, CDClIs) de n-alcano (47).
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Anexo 10.2.7 RMN H (700 MHz, CDCls) de 6xido de B-cariofileno (10).
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Anexo 10.2.16 RMN *H (300 MHz, CDCls) de p-sitosterol (51) y estigmasterol (52).
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Anexo 10.2.23 HSQC (700 MHz, CDCls) de 3-O-éster del B-sitosterol (54).
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Anexo 10.2.32 HSQC (700 MHz, CDs0OD) de (-)-quebraquitol (36).
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Anexo 10.3 Identificacion mediante CG-EM de compuestos de C. adspersus.
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Anexo 10.3.1 Identificacion de a-Bisabolol (59) en la fraccion Call-5.
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Anexo 10.3.2 Identificacion de a- (19) y B- (20) amirina en la fraccion Call-7.
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Anexo 10.3.3 Identificacion de sitostenona (53) en la fraccién Call-6.
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Anexo 10.3.4 Identificacion de sitostenona (53) en la fraccién Call-7.
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Anexo 10.3.5 Identificacion de campesterol (60) en la fraccion Call-9.
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Anexo 10.3.6 ldentificacion de B-sitosterol (51) en la fraccion Call-9.
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Anexo 10.3.7 Identificacion de acido decanoico (57) en la fraccion Call-11.
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Anexo 10.3.8 Identificacidn de acido hexadecanoico (58) en la fraccion Call-11.
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