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RESUMEN

En el presente trabsjo se dan a conocer los resultados obtenidos del estudio
quimico de Crofon niveus (copalchi), planta medicinal originaria de México, la cual
fue clasificada por Jacq en el afio de 1763; del andlisie realizado a esta planta se
aislaron e identificaron tres sustancias P-sitosterol, f-D-glucésido de B-sitostero! y
epéxido de cariofileno; ademés del acetilado del f-sitosterol, Sa-epéxi-colestan-3f-ol
y Sat,6f-diol-colestan-3B-ol como productos de reaccién.

Estas sustancias fueron identificadas por medio de la espectroscépia ~IR y RMN-
H-, propiedades fisicas descritas en la literatura y por comparacién con muestra
suténtica de cada una de ellas a excepcién de los dorivados del B-sitosterol.

Por lo anterior se concluye que los objetivos planteados se slcanzaron en su
totatidad, de esta manera el presente contribuye al conocimiento quimico del el género
Croton en particular y de las plantas medicinales mexicanas en general.



1. INTRODUCCION

México es un pais que cuenta con una gran riqueza de recursos vegetales, pero la
informacién que existe sobre estos recursos aiin no es completa; a pesar de ser un pais
que tiene muy arraigada la herbolaria medicinal, Ia cual fue heredada de las antiguas
culturas que existieron en nuestro pais.

Del estudio quimico de las plantas medicinales se pueden aislar un sin niimero de
metabolitos secundarios, los cuales son derivados de un grupo muy reducido de
metabolitos primarios, éstos se encuentran ampliamente distribuidos en 1a naturaleza, en
cambio los metabolitos secundarios cuentan con una menor distribucién [1]. El anélisis
quimico juega un papel muy importante en el estudio de las pl dicinales, ya que
permite mostrar la composicién de los metabolitos secundarios aislados y caracterizar s
1as moléculas con posible actividad biolégica[2]. En caso de que algunas moléculas
presenten actividad terapéutica, se pued lizar una gerie de ensayos farmacologicos
que permitan asegurar o descartar si Ia molécula presenta o no tal actividad, que es
informada por la medicina tradicional popular.

Es de suma importancia el aislamiento de metabolitos nuevos que presenten alguna
actividad terapéutica, ya que de ahi se pueden obtener nuevos firmacos que ayuden a
contrarrestar algunas de las enfermedades que atacan al hombre ¢ inclusive a varios
animales y plantas, estos farmacos pueden ser sintetizados u obtenidos de la misma
planta, utilizando 1a nueva biotecnologia que en estos momentos esta en auge ea el
imbito cientifico mundial

Asimismo para realizar el estudio quimico de una planta medicinal se requiere
generalmente de técnicas cromatogrificas y de equipos instrumentales, entre las
técnicas cromatogrificas a utilizar se ran la grafia en capa fina, de
columna, de gases y la cromatografia liquida de alts resolucién (HPLC), en capa fina a
alta presion, de liquidos a vacio, en capa fina de alta resolucién, etc. [3].

De los equipos que se utilizan en el anilisis quimico se cuenta con instrumentos de
Infrarrojo (IR), Resonancia Magnética Nuclear de Carbono e Hidrégeno (RMN 13C,
RMN!-H), Espectrométria de Masas (EM); todos estos equipos con un alto poder de

ucién. Sin estas técnicas y equipos, el estudio quimico de las plantas medicinales
seria casi imposible de llevarlo a cabo.




Por otrs parte de acuerdo con la importancia del estudio quimico de una planta
medicinal, el presente trabajo describe los resultados obtenidos del andlisis de 1a planta
medicinal Croton niveus, 1a cual se conoce con ¢l nombre vulgar de copalchi. Esta
plants fue utilizada en la antigiledad por sus propiedades terapéuticas en casos de
digestion perezosa, intestinos irritables y como medicina antiperiddica (cuando se
suspende el periodo de mestruacién). Del estudio realizado a Croton niveus se aislaron:
tres metabolitos secundarios, los cuales se identificaron por medio de técnicas
cromatogrificas, propiedades fisicas, anilisis espectrométricos y espectroscépicos.



2, FUNDAMENTACION

2.1. FAMILIA Euphorbiaceae.

La familia de las Euforbidceas, estd dividida en cinco subfamilias [4] Fig. 1 y mis de
cincuenta tribus, las cuales incluyen 283 géneros y cerca de 7 300 especies.
Entre los géneros con mayor niimero de espccies se encuentran los siguientes:

Género Niimero de Especies
Euphorbia 1600
Crofon 700
Phyllanthus 480
Acalypa 430
Glochidion 280
Macaranga 240
Manihot 160
Jatropha 150
Tragia 140

El mayor porcentaje de estas especies se encuentran en las zonas tropicales de
América y Afica [5] .

Phyllantoideae Euphorbioideae
A3 ¥
Euphorbiaceae
V2
Oldfieldioideae + N Crotonoideae
Acalyphoideae

Fig. 1 Division infrafamiliar de la familia Euphorbiaceae segin
Webster 1975,



La mayoria de los géneros se caracterizan por la pr ia, de una sustancia llamad
litex, la cual estd compuesta de sales minerales, proteinas, aminoicidos, terpenos y
caucho [6}.

Una gran cantidad de metabolitos secundarios! han sido aislados de estas plantas,
algunas presentan actividad biologica que en su mayoria tienen una actividad
antibiotica, antitumoral; algunos metabolitos separados son téxicos y causan
inflamacién en las membranas mucosas, conjuntivitis; unos son carcinogénicos [7] y
otros juegan un papel muy importante en la industria alimenticia.

2.1.1. COMPUESTOS AISLADOS DE LAS EUFORBIACEAS

De la familia Euphorbi se han aislado numerosas sustancias entre las que se
pueden mencionar:

a) Triterpenos

b) Flavonoides

c) Cumarinas

d) Alcaloides

¢) Glicdsidos cianogénicos
f) Taninos

a) TRITERPENOS

La familia Euphorbiaceae es muy rica en triterpenos de los cuales se han aislado ¢
identificado mais de 55 triterpenos tetra y pentaciclicos [8), algunos de los mis
representativos se muestran en la Tabla I y su estructura en el Esquema 1. Los
triterpenos son productos naturales compuestos de 30 atomos de carbono, procedentes
del isopreno, casi siempre hidroxilados en la p tres. Presentan una unidad
estructural bastante fuerte, siendo pcionales las modificaci profundas del
esqueleto base [9].

!.Son aquelios que se derivan de un grupo reducido de metabolitos primarios por medio de reaccianes
enzimaticas. s



b) FLAVONOIDES

Varios flavonoides se han caracterizado de las Euforbiiceas, principalmente
flavonas y flavonoles, estos se encuentran en su mayoria en forma de O- y C-glicésidos
y como metil éteres.

Los flavonoides son productos natunles compuestos por 15 itomos de carbono que
estan constituidos por dos micleos b idos por un eslabon de tres
carbonos {10], estos compuestos en su mayoria son pigmentos responsables de s
coloracién de numerosas flores y algunos frutos. La Tabla Iy el Esquema 1 muestran
los nombres y estructuras de algunos flavonoides.

) CUMARINAS

Las cumarinas son productos naturales que se han aislado muy poco de las plantas
que pertenecen a las Euforbifceas. A las cumarinas se le considera derivados de Is
lactona del acido O-hidroxicindmico, usualmente Bamado coumarina [11), 1a mayoris
de las cumarinas conocidas se encuentran libres en las plantas, pero se corocen algunos
glicdsidos del psoraleno. Ver 1a Tabla Iy el Esquema 1.

d) ALCALOIDES

Los alcaloides son sustancias que se tran pr en varios gé de las
Euforbidceas, en particular en los gén Croton, Phyllantus y Securinega.(Tabla 1y
Esquema 1).

Los alcaloides constituyen un grupo muy heterogénco de bases vegetales
nitrogenadas con accidn fisiologica intensa sobre los animales [11).

¢) GLICOSIDOS CIANOGENICOS

En realidad son pocos los glicdsidos cioanogénicos que han sido aislados e
identificados en las Euforbidceas. La Tabla Iy el Esquema | muestran algunos nombres
y estructuras de glicosidos.



Los glicésidos cianogénicos se biosintetizan de aminoécidos via aldoximas, por lo
regular Tas sustanciss cisnogéni les son si glicésidos de 2 “hidroxi
nitrilos, debido a este tipo de compuestos 1a planta produce 4cido cianhidrico {10].

f) TANINOS

Los taninos pueden ser aislados ¢ identificados de algunas especies de Euforbidceas.
En Ia Tabla I'y el Esquema 1 se detallan algunos nombres y estructuras de taninos,
Los taninos se pueden describir como compuestos fenélicos hidrosolubles con
levado peso molecular, que pr an las propiedades clisicas de los fenoles, con la
caracteristica de precipitar alcaloides, gelatina y otras proteinas [11).




TABLA L COMPUESTOS AISLADOS DE LAS EUFORBIACEAS (78]

|_TRITERPENOS ]|

ESPECIES ’ NOMBRE DEL NUMERO DE LA
COMPUESTO ESTRUCTURA

Euphorbia ssp a-Amirina 8y
Macaranga tanarius

Euphorbia ssp B-Amirina )
Phyllanthus acidus

Euphorbia boteri
Euphorbia caudicifolia
Euphorbia hirta Cicloartenol 3)
Euphorbia nerifolia
Euphorbia petiolata

Antidesma menusa
Apurosa cardiosperma
Bridelia moontii

Euphorbia longana Fridelina )
Euphorbia supina
Euphorbia trigona

Macaranga coranlineansis
Phyllantus flexuosus

Euphorbia boteri
Euphorbia rusopolii Eufol (5)
Euphorbia tirucalli
Synadenium grantii

Euphorbia ssp
Glochidion ssp Lupeol (6)
Phyllantus ssp




Continuacién de 1a tabla I.

| FLAvoNOIDES |

ESPECIES NOMBRE DEL NUMERO DE LA
COMPUESTO ESTR.UCTURA
L FLAVONAS
Jatropas curcas Apigenina (Y]
Jatropas gossypifolia
Croton zambezicus Orientina (8)
IL. FLAVONOLES
Euphorbia ssp Miricetina [())]
Ricinocarpus stylosus
Euphorbia ssp Rhamnetina (10)
1L FLAVONONAS
Mobea caudata Naringenina {1n)
Euphorbia palustri Esteppogeaina (12)
Euphorbia stepposa
CUMARINAS
Euphorbia Dafnetina (13)
drancuculoides
Euphorbia ssp Esculetina (14)
Euphorbia lanthyris Euforbetina {1%5)

9




Continuacién dela tabla I.

CUMARINAS
ESPECIES NOMBRE DEL NUMERO DE LA
COMPUESTO ESTRUCTURA
Jatropa glandulifera Fraxetina (16)
Euphorbia lathyris Isocuforbetina (17)
ALCALOIDES
Phyllanthus discoides Alossecurina (18)
Securinega syffruticosa
Croton linearis Crotonogina (19)
Glochidion phillppicum Glochidicina (20)
Ricinus communis Ricinina (21)
Croton ssp Vasicina (22)
GLICOSIDOS
CIANOGENICOS
Acalypha indica Acalifina (23)
Manihot carthaginesis Lotraustralina (24)
Cnidoculus texarus Linamaina (25)
Phyllanthus gastroemii Taxifilina (26)

10




Continuacién de la tabla 1.

GLICOSIDOS
CIANOGENICOS ‘

ESPECIES NOMBRE DEL NUMERO DE LA
COMPUESTO ESTRUCTURA
Adrachne colchia Triglochinina (27)
I TANINOS ]
Euphorbia hirta Acido Gélico (28)
Mallotus japonicus Corilanginina (29)
Tridiaca sebifera Geraniina (30)

Mallotus japonicus Acido mallafusinico (31)




ESQUEMA 1. ESTRUCTURAS DE LOS COMPUESTOS
AISLADOS DE LAS EUFORBIACEAS

TRIMERPENOS
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Continuacién del esquema 1.

GLICOSIDOS CIANOGENICOS
HC
HC. .0$-GLU
H,OH HC2 “cn
* @)
@)
HiG, op-GLU
HC “cN
@)
i osaow
“oN Hooc C(CN}-O-8-GLU
HOOC.

(28)




Continuacién del esquems 1,
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2.2. GENERO Croton

El género Crofon® se encuentra dentro de la familia Euphordi , este gé
pertenece a la subfamilia [V, Crotonoideae, a la tribu 47, Crotoneae, cuyo género
caracteristico es el Croton linnaeus [4].

Las plantas del género Croton se distinguen por estar en forma de hictbas, arbustos
o arboles; tallos generalmente con savia resinosa o coloreada; hojas persistentes
aterciopeladas, simples, alternas; algunas veces agrupadas o subopuestas [12].

Croton es uno de los géneros mis amplios de 1a familia Euphorbiaceae, ya que
segin Famsworth tiene cerca de 700 especies distribuidas en América, Africa
Continental, India, Ia parte tropical de Asia, Malasia, Austria y Oceania, Se caracteriza
por ser un género de zonas tropicales, sin embargo presenta nlgums especies en lugares
templados, Mis de las dos terceras partes de las esp se o
Brasil.

En México se conocen cerca de 100 especies de Croton, distribuidas emtre los
estados de Chiapas, Colima, Guerrero, Oaxaca, Tamaulipas, Veracruz y Yucatin [13].

2.2.1. COMPUESTOS AISLADOS DEL GENERO Croton

A diferentes especies del género Croton se le han realizado numerosos estudios
quimicos, de los cuales se han aislado diversos comp entre los que se pueden
mencionar; diterpenos, triterpenos, alcalmdes, flavonoides, cumarinas, derivados del
ent-Kaurano, ol y oli Algunos de los compuestos aislados
del género se indican en la leh II y las estructuras en el Esquema 2.

312 palabra Croton viene del griego Kroton que significa garrapata y fue dado a este género por el
parecido de su semilla con el animal



TABLA lI. COMPUESTOS AISLADOS DEL GENERO Crofon

ESPECIES NOMBRE DEL NUMERO DE REFERENCIA
COMPUESTO LA
ESTRUCTURA
Croton Acido ent-kaur- (1) [14)
argiropilloides 16-en-15-o0x0-
Raiz 18-oico
Acido ent-kaur- 2)
16-en-18-oico
3,12-Dioxo- 3) [15)
15,16-epoxi-4-
hidroxi-cleroda-
13(16),14-dieno
Croton 3 Metoxi-4,6- “) {16)
bonplandianull dihidroxi
ojas morfinadien-7-
ona
Nonsinoacutina (5)
Croton t-Crotonina (6) 17
cafacura
Corteza
dihidrocrotonina 7
Croton Estigmastan-3,6- (8) [18]
caudatus diona,5-a
Taraxerona )
Taraxerol (10)




Continuacién de Ia tabla IL

ESPECIES NOMBRE DEL NUMERO DE REFERENCIA
COMPUESTO LA
ESTRUCTURA
Croton (+) -L- bomesitol (11) [19]
celtidifolius pentan acetato
B-sitosterol {12)
Croton Taliporfirina (13) [20)
draconoides
Taspina (14)
Glaucina (15)
Croton Crotocorilifurano (16) [21)
huamanianus
Crotohuamanoxido 17
Croton Ac, 6-ent-Kauran- (18) [22]
lacciferus 17-oico
Ent-15-p-16-epoxi- (19)
kauran-17-o}
Ac. B-acetoxi-D- (20)
friedolean-14,28-
oico
Ac. Oleanolico 21
Ent-kaur-15-en-3-8 22)

-17-diol

20




Continuacion de la tabla IT,

epigalocatequina

F ESPECIES NOMBRE DEL NUMERO DE REFERENCIA
COMPUESTO LA
ESTRUCTURA
Croton Lechleri (+)-Catequina (23) [20]
Savia
(-)-Epicatequina 24)
(+)-Galocate- (23)
quina
(-)}-Epigalocate- (26)
quina
Epicatequin- @n
(4-B-8)-catequina
Catequin- (28)
(4-a-8)-
epicatequina
Catequin- (29)
(4-a-8)-
epigalocatequina
Galocatequin- (30)
(4-c-8)-
epicatequina
Galocatequin- @31
(4-a-6)

21




Continuscién de ia tabla IL

ESPECIES NOMBRE DEL NUMERO DE REFERENCIA
COMPUESTO LA
ESTRUCTURA
Croton lechleri Galocatequin- (32) {23}
Savia (4-a-8)-
galocatequin-
(4--8)-
epigalocatequina
Croton Chirimodina (34) (25}
megalocarpus
Tallo
Croton niveus Nivenélida (35) [26]
Hojas
Croton salutaris Salutarina (36) [27]
Hojas
Salutaridina 37
N-norsalutaridina (38)
Croton salutaris (10E)-3,12- (39) [28)
Tallo dihidroxi-
3,7,11,15-

tetrametil-1,10,14-

hexadeacatricn-
5,13-diona

22




Continuacion de Is tabla IL

( ESPECIES

NOMBRE DEL
COMPUESTO

NUMERO DE
LA
ESTRUCTURA

REFERENCIA

Croton salutaris
Tallo

Croton
sonderianus

Croton
sonderianus

(6E,10E)-3,12-
dihidroxi-
3,7,11,15-
tetrametil-
1,6,10,14-

hexadecatetraen-
5,13-diona

(62,10E)-3,12-
dihidroxi-
3,7,11,15-
tetrametil-
1,6,10,14-

hexadecatetraen-
5,13-diona

12-hidroxi-13-
metilpodocarpa-

9,11,13-trien-3-
ona

Sonderianina

Escopoletina
Sonderianol
3,4-seco-

sonderiznol

Sonderianina

(40)

1)

42)

43)

“49)
(45)

(46)

43

128

(29]

(30




Continuacién de la tabla 11,
ESPECIES NOMBRE DEL NUMERO DE REFERENCIA
COMPUESTQ LA
ESTRUCTURA
Croton Ac.-12-hidroxi- 47 (30}
sonderianus hardwickico
Raiz
Croton Ac. 3,4-seco- (48) [31)
sonderianus tranquilob
Raiz
Croton Crotosparina (49) (32]
sparsifiorus
Planta completa
Croton Crotosparinin (50) [33]
sparsiflorus
Croton N,O-dimetil- (51) [34]
sparsifiorus crotosparinina
N-metil- (52)
crotosparinina
N-metil- (53)
crotosparina
Crotosparinin (50)
Esparsiflorina (54)
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Continuacibn de la tabla I1.

ESPECIES

NOMBRE DEL NUMERO DE REFERENCIA
COMPUESTO LA
ESTRUCTURA
Croton Plaunélido (55) {351
sublyratus
Croton Vitexina (56) [36)
zambezicus
Soponsrentina 57
Orientina (58)
Isorientina (59)
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ESQUEMA 2, ESTRUCTURAS DE LOS COMPUESTOS
AISLADOS DEL GENERO Croton

DERNMADOS DEL ENT-KAURANO

(18)
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< ‘ontinuacién del esquema 2.
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Continuacién del esquema 2.

DITERPENOS
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Conti ién del 2.

DITERPENOS

(48)

TRITERPENOS
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Continuacién del esquema 2.

COMPUESTOS
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Continuacion del esquema 2.

COMPUESTOS POLIFENOLICOS
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ién del 2.
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Conti ién del esq 2

ALCALODES

FLAVONODES
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2.2.2. PROPIEDADES FARMACOLOGICAS DEL GENERO Crofon

El género Croton es uno de los mas amplios de las Euforbidceas, al cual se le han
atribuido varias propiedades farmacologicas, las cuales se ufilizan en la medicina
tradicional, de estas propiedades la mis relevante es Ia actividad antibiética. Algunas
especies del género Croton presentan propiedades insecticidas ( C. ciliatoglandulosus,
C. eleuteria) [37]. La Tabla III. ilustra algunas actividades terapéuticas de diferentes

especies del género.

TABLA L. PROPIEDADES FARMACOLOGICAS

DEL GENERO Croton
ESPECIES PROPIEDAD REFERENCIA
FARMACOLOGICA
Croton argirophylloides Antibiético [15])
Croton Antibiético 371
ciliatoglandulosus
Croton cortesianus Tratamiento [38]
dermatolégico
Croton craspedotrichus Digestivo 37
Croton draco Antipirético [38]
Crofon eluteria Contra enfermedades [38]
venereas
Croton flavens Citotdxico [38]
Croton humilis Contra enfermedades [38]
urinarias
Croton lacciferus Antipirético [21j
Croton linearis Antipirético [38)
Croton lobatus Purgante 37
Diurético
Croton macrotachys Antihelmintico [38]
Croton mirycifolius Digestivo 371
Antigripal
Croton Tratamiento de colitis [371
nummulariaefolius
Croton sagraeanus Antipirético [37]
Croton sellowii Antibiético [38)
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Continuacion de la tabla I

ESPECIES PROPIEDADES REFERENCIA
FARMACOLOGICAS
Croton sanderianus Antibiético [29]
Croton stenophyllus Contra dolores de [38]
pecho
Croton sublyratus tratamiento de dlceras [35]
Croton tiglium Contra la conjuntivitis [38)

2.2.3. GENERALIDADES DE Croton niveus

Entre las especies del género Croton que exi en México, se tra la esp
niveus (nombre cientifico); esta planta se encuentra en los estados de Colima a
Tamaulipas, Chiapas, Guerrero, Oaxaca ,Veracruz y Yucatfn; a esta planta se le
conoce con diferentes nombres vulgares dependiendo de la regién donde se encuentre,
copalchi blanco (Veracruz, Oaxaca y Colima); copalche, cascarilla, palo almizcle y
quina Blanca (Veracruz); chul o chul-che (Yucatan), quina (Oaxaca y Guerrero) y palo
de santo domingo (Guerrero).

Las plantas de esta especie se caracterizan por ser arbustos o arboles de hojas
pecioladss, estipuladas de 3 a 12 cm, ovaladas de base codiforme, superficie plateada
principalmente en el envés; flores en racimos axilares muy pequefios y fruto capsul
trilobado.

La infusién de la corteza de la planta se utilizaba en la medicina antigua en casos de
digestion perezosa, iatestinos irritables y en algunos casos como planta medicinal
antiperiddica en caso de fiebre. [39].

Croton niveus, es una de las plantas que se encuentra entre la vasta y variada
riqueza vegetativa de México, es -objeto del p di jmico-, ya que alg;
datos informados en la literatura de las plantas de este género se han encontrado
compuestos con cstructuras muy interesantes, las cuales se muestran en ¢l Esquema 2.
Ademis de atribuirseles una gran variedad de propiedades far légicas, (Tabla IIT),
tal es el caso de la infusion de su corteza a la que se le atribuyen este tipo de
propiedades, por las cuales se utiliza en Is medicina tradicional

Por lo descrito en el parrafo anterior, se justifica el interés y la importancia del
estudio quitnico de Crofon niveus.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

México es un pais que cuenta con una gran riqueza de recursos naturales, entre los
que se ran los vegetales, de los cuales algunos son utilizados como plantas
medicinales por diferentes grupos étnicos, los cuales heredaron el uso de estas plantas de
las antiguas culturas que existieron en nuestro pais, a pesar de tener una antigua y
arraigada tradicion en las plantas medicinales, el imi sobre éstas es empirico y
se cuenta con muy poca informacién sobre las mismas.

Por lo anterior el estudio quimico de Crofon niveus (copalchi); tiene Ia finalidad de
aislar, pwificar y elucidar la estructura molecular de los metabolitos mayoritarios
presentes en esta especie vegetal, la cual se utiliza para casos de indigestién, intestinos
irritados y en slgunos casos como medicina antiperiddica; empleando técaicas
convencionales para el aislamiento y purificacién de los metabolitos, asi como lss
técnicas espectroscopicas y espectrométricas que permitan elucidar las estructuras de los
mismos.
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4, OBJETIVOS

4.1, OBJETIVO GENERAL

El presente estudio tiene como objetivo la extraccién, aislamiento, purificacién y
elucidacién estructural de los metabolitos secundarios del extracto de acetato de ctilo de
las partes aéreas de Croton niveus (Copalchf), In cual se utilizé en Ia medicina antigua
por sus propiedades digestivas y como planta medicinal antiperiédica.

4.2, OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Obtencion del extracto de acetato de etilo de Ias partes aéreas de Crofon niveus
(Copalchi), por medio de extracciones sélido-liquido.

- Aislar y purificar los metabo]nos secundarios mayoritarios que se encuentren en
Croton niveus, medi convencionales de sislamiento y purificacién.

- Caracterizar y elucidar las estructuras de los metabolitos extraidos de Croton
niveus, a través de sus propiedades fisicas y por medio de técnicas espectroscopicas
y espectrométricas.

- Contribuir al conocimiento quimico y a la infomacién que se tiene sobre las
plantas medicinales que se ran en Méxi

37



5. HIPOTESIS

Estudios quimicos previos realizados a 1as plantas del género Crofon que pertenece a
Ia familia Euphorbiaceae, informan que se lnn aislado y cnmctenzxdo sustancias como
los diterpenos, triterpenos, alcaloides, flav Olicos, etc. Ent
por medio de técnicas convencionales de extraccion, scplnclén y punﬁcac:én se podrin
aislar los metabolitos secundarios mayoritarios de Croton niveus, los cuales se
caracterizarin por técnicas espectroscopicas y espectrométricas; estos metabolitos
pueden ser sustancias iguales a las aisladas de otras especies pertenecicates al género
Croton o bien pueden ser diferentes dependiendo de Ia individualidad biologica de Ia
planta y al medio en el que se desarrolla.
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6. MATERIAL

- Columnas para cromatografia de diferentes tamaiios y digmetro
- Equipo para destilacién (simple, fraccionada, y arrastre de vapor)
- Matraces Erl yer de dife capacidad

- Mat, Kif de dife capacidad

« Matraces balén de diferentes capacidades

- Vasos de precipitado diferentes capacidades

- Pipetas graduadss, volumétricas y pasteur

- Embudos biichner

- Parrilla de calentamiento

« Parrilla de agitacién

- Barrs magnética

- Material biologico: Larvas de Artemia salina

7. EQUIPO

« Balanza analitica Ainsworth modelo 100A

- Balanza granataria Ohaus serie 700-800

- Rotavapor Yamoto RE-47

- Limpara de luz UV Listed INSA & MEANS 399-J

- Aparato Fischer-Johns

- Espectrofotometro de IR Perkin Elmer modelo 283 y 681

- Espectrofotométro Nicolet FT IR modelo 5 SX

- Espectrémetro de Masas Hewlett Packard 5985 GC/Ms system 70 eV
- Espectrémetro de RMN Varian VXR-300

8. SUSTANCIAS

- Cromatofolios de silica gel con soporte de aluminio 60 Fys,

- Cromatoplacas de 20x20 de silica gel G-200 UV,s4

- Silica gel para cromatogrifia en columna (70-230 ASTM)

- Disolventes: Hexano, Diclorometano, Cloroformo, Eter etilico e isopropilico, Acetato
de etilo, Etanol, Metanol, etc.
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9. PARTE EXPERIMENTAL

9,1, DESARROLLO CROMATOGRAFICO DE LA COLUMNA ORIGINAL

De las partes aéreas de Crofon niveus (copalchi), se realizaron extracciones sétido-
liquido con acetato de ectilo, el cual se concentré en un rotavapor, para obtener el
extracto de acetato de etilo. La separacién de metabolitos secundarios se llevé a cabo
en una columma de vidrio con un dikmetro interno de 4,8 cm, empacads con uns alturs
de 12 cm de silica gel para cromatografia en capa fina, en la colunma se aplicaron 68,08
8 del extracto do acetato de etilo adsorbidos con 68.05 g de celita. La columna se
empezd a eluir con n-hexano como fase mévil, aumentendo la polaridad con una
mezcla de n-hexano-acetato do etilo, hasta finalizar de cluir la colummna con acetato de
etilo, se obtuvieron un total de 395 eluatos de 200 ml cada una, el desarrollo de Ia
columna se siguié por cromatografia en capa fins, los reveladores que se utilizaron
fueron: Ia luz ultravioleta y revelador quimico, éste constituido por 22.2 ml de écido
sulfiirico, 12 g de sulfato cérico de amonio en 350 g de hielo.

9.2, AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DEL (-SITOSTEROL (1)

Do las fracciones 4-14 eluidas con n-hexano so aiglaron 620 mg (0,911%) de un
sélido cristalino que fue recristalizado por par de disolventes (acetato de etilo-etanol),
osta sustancia es soluble en hexano, cloroformo y acetato de etilo, el cual preseuta un
pf134-136°C, :

Este sélido fue identificado como f-sitosterol de acuerdo con los datos
espectrocopicos y espectrométricos, asimismo por comparacién directs con um
estdndar. A estd sustancia le corresponde Ia siguients formuls molecular
Ca9HsgO.(02=35), a l1a cual so lo realizaron las reacciones de acetilacién y epoxidacién,
Al oxirano formado se llevé a cabo la reaccidn de apertura,

9.2.1. REACCION DE ACETILACION DEL B-SITOSTEROL (1a)
ESQUEMA A

Se hicieron reaccionar 106.7 mg de (1) con 5 ml de anhidrido acético en 1.5 ml de
piridina a temperatura ambiente, el curso de la reaccién se siguié por cromatografia en
capa fina (c.c.f), la cual terminé después de 4 horas, en seguida se le adiciond agua.
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El producto de lu resccién so separd con tres extracciones de 20 ml de cloroformo
cada una, después se lo realizaron lavados con dcido clorhidrico al 10 % asl como una
solucién sobressturada do bicarbonato de sodlo, posteriormente, ls fase orginica se
s0c6 con sulfato de sodio anhidro, se concentrd y se obtuvieron 77mg (72,16%) de un
sélido blanco cristalino que ¢s soluble en cloroformo y diclorometano, el cusl presenta
ua p.f 114-117°C y le corresponde Ia formula molecular C3;Hs,0, (2=5).

, o,

ESQUEMA. A

9.2.2. REACCION D)E EPOXIDACION DEL §-SITOSTEROL (1b)
ESQUEMA B

103 mg de (1) se hicieron reacclonar con 110 mg de écido m-cloro perbenzoico en
25 ml de diclorometano a 0°C, el curso de Ia reaccién se siguié por c.o.f, concluida la
reaccién después de 20 horas se detuvo ésta, con agus, después se realizaron lavados
con tlosulfito de sodio y carbonato de sodio en solucién al 10 %, por \ltimo se
Tleveron a cabo tres extracciones de 20 ml de diclorometano cada una para aislar el
producto de rosccién, Ia cantidad obtenids fue de 75.5 mg (73 %), el cual es un sélido
blanco de aspecto algodonoso, soluble en hexano, cloroformo y acetato do etilo.
Presents un p.f. 145-147°C y le comresponde !a siguiente formula molecular C,gH560;
(Q2=3),

AMCPBMCK AOH

0%C/20 hr

ESQUEMA. B
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9.2,3, REACCION DE APERTURA DEL 5¢-EPOXI-COLESTAN-33-OL (1¢)
ESQUEMA C

Se realizé 1a reacclén do apertura de Sa-epdxd-colestan-3B-0l con 46,3 mg de éme,
en 5 ml de tetrahidrofurano, 2 ml de agua y 2 ml de écido perclérico 0.1M en dcido
acético; el curso de Ia reaccion se siguié por c.c.f, la reaccién acabé después de 24
horas y al término do éata, se le adiciond sgus, posteriormente el producto de reaccién
se separd con tres extracciones do 20 ml de cloroformo cada una, después se realizaron
lavados con una soluclén sobresaturada de bicarbonato de sodio, el producto obtenido
fiue do 33.2 mg (71.70 %) de un sblido blanco cristalino que es soluble en hexano,
cloroformo, acetato de etilo y acetona. Presenta un p.f. 231-233°C y lo corresponde la
siguionte formula molecular Cy9Hy,0; (02=5).

HEPO, / ALOH
H THE 24 bt [A

ESQUEMA, C

9.3. OBTENCION DEL ACETILADO DEL p-D-GLUCOSIDO DE
B-SITOSTEROL (2a) ESQUEMA D

De las fracciones 358-395, obtenidas al eluir la columna con una mezcla de
n-hexano-acetato de etilo (65:35) hasta terminar con acetato de etilo, se aislé un sélido
blanco que se descompone antes de fundirse, esta sustancia es soluble en ctanol y
metanol caliente, su espectro de LR. en suspension muestra una bands muy intensa a
3384 cm!, lo que pemiite suponer que la molécula presenta varios grupos hidroxilos.
tomando encuenta éstos, se realizo una reaccién de acetilacion para obtener el pers
acetilado de dicho compuesto, para este fin se hicieron reaccionar 50 mg del sotido con
10 m! de anhfdrico acético en | ml de piridina & temperatura ambiente, el curso de la
reaccién se siguéd por c.c.f, esta reaccién termind después de 2 horas, al termino de
esta so adiciond agua y se extrajo el producto de reacion con tres extracciones de 20 ml
de cloroformo cada una, enseguida s¢ realizaron lavados con icido clorhidrico al 10 %
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y una solucion sobresaturada de bicarbonato de sodio, por ultimo se secé con sulfato
de sodio anhidro, para obtener 20 mg (40 %) de un sélido blanco cristalino, soluble en
closoformo, acetato de etilo y acetons, ¢l cual presenta un p.f. 155-157°C,

Anzomy

,f{ 2m H
Gho-o EBQUEMA. D AcD-Giu

9.4. SEPARACION Y CARACTERIZACION DEL EPOXIDO DE
CARIOFILENO (3)

De 1a fraccidn 2 de la columna original se realizé una recromatografia, para realizar
ésta operaci6n se mont6 una columna de vidrio con un didmetro interno de 5 cmy una
altura de 10 cm, ompacada con sflica gel para c.c.f, en esta columna se aplicaron
13.4 g del extracto adsorbido con 13.4 g de celita, la elucién de 1a colunma se inicié
con n-hexano como fase mévil, se continué eluyendo con una mezcla de n-hexano-
acetato de etilo en polaridad creciente, hasta finalizar de eluir la columna con acetato de
etilo, Se obtuvieron 664 fracciones de 100 ml cada una,

De las fracci 21-30 eluidas con n-h » s¢ aislaron 272 mg (0.401%) de un
aceite color dmbar, ¢l cual fue identificado con base en los datos espectroscépicos y
espectrométricos como el epdxido de cariofileno.
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9.5. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DEL EXTRACTO DE ACETATO
DE ETILO FRENTE A Artemia salina

El ensayo se realizd con el extracto de acetato de etilo. La muestra se prepard
pesando 20 mg de extracto de acetato de etilo y se tomaron alicuotas de 500 pl,
50 pl, 5 pl respecti te, transfiriéndose a viales en los que se deja evaporar el
disolvente, realizando cada muestra por triplicado.

Se colocaron diez larvas de Artemia salina, para cada muestra conteniendo ¢l
extracto a evaluar, posteriormente se aforé6 con Smi de agus de mar artificial, se
cubrieron los viales conteniendo 10, 100 y 1000 ppm y se colocaron bajo la luz de un
foco de 60 watts durante 48 horas, después de este tiempo se contaron lss larvas
muertas con ayuda de una pipeta pasteur y con un lente de aumento. El bioensayo se
realizd por triplicado en las mismas condiciones anteriores.




RESULTADOS
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TABLA IV RENDIMIENTOS Y PUNTO DE FUSION
DE LOS COMPUESTOS OBTENIDOS

COMPUESTO | RENDIMIENTO | PUNTO DE FUSION
B-sitosterol 0.911%"* 134-136°C
Acetilado del f-sitosterol 72.16%"** 114-117°C
Sa-epbxi-colestan-3p-ol 73.00%"°* 145-147°C
Sar,6-diol-colestan-3f-ol 71.700%** 231-233%
Glucésido do B-sitosterol 0.152%* Descompone
Acetilado del glucésido de 40,00%"°* 155-157%
B-sitosterol
Epdxido de cariofileno 0.401%* Aceite

* Con base en el peso del extracto de acetato de ctilo.

*s Con base en el peso de la sustancia empleada en cads una de las reacciones.
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TABLA V. DATOS DE INFRARROJO DE LOS COMPUESTOS OBTENIDOS

COMPUESTO pews)
1 3609 2936 2869 1380 1044
la 3444 2939 2868 1380 1033
16 3423 2035 2869 1377 1091
1 3429 2937 2868 1376 1041
2 3384 2023 2853 1377 1023
2 2956 2869 1371 1039




8

TABLA VL. DATOS DE RMN-'H DE LOS COMPUESTOS OBTENIDOS (300 MHz, CDCl3, TMS)

COMPUESTO H-3 H-5 H-6 H-12 H-13 H-142 H-14b H-15 H-18 H-19 H-21 | H-26,27
i 3.58 5.35 0.69 1.02
Ia 4.63 533 0.68 1.02 0.89 0.80
1b 3.90 2.80 0.60 1.03 0.82 0.78
Ic 3.54 4.10 0.68 1.08 0.83
2a 5.36 0.67 098 v93 0.85
3 2.90 0.90 0.97 4.86 4.98 119
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TABLA VIL DATOS DE ESPECTROMETRIA DE MASAS POR IMPACTO ELECTRONICO 70 eV

COMPUESTO m/z (% DE ABUNDANCIA RELATIVA)
) 414 (M*203) 320035) | 212¢s5) | 145¢30) | 107(39) | 91(100) | - ®1(90) 305)
Ia 396 (M*- 381(19) | 255¢23) | 213(19) M7 331) 81(28) 55(83) 43(76)
AcOH;100)
ib 430 (M*30) 412(100) | 271(33) | 149(35) 135(52) 81(68) 55(83) 13 (76)
Ic 448 (M*:10) 430(i00) | 247(32) | 244(30) 95 (32) 21(35) 55 (38) 43 (36)
2a 396 (M*- 331(30) 256(20) [ 174(80) 146 (10) 119 (40) 81 (30) 12(70)

AcOt;100)




11, DISCUSION DE RESULTADOS

B-SITOSTEROL (1)

De las fracclones 4-14, obtenidas al eluir la columns original con n-hexano, se aislé
un sdlido blanco cristalino con un p.f de 134-136°C. El espectro do IR (espectro 1,
pigina 60 ), muestra Ia presencia de hidroxilo debido a las bandas de absorcién en 3609
om}, 1380 cnr! y 1044 cm'!, E) espectro de masas por impacto electrénico, de esta
sustancia, muestra un i6n molecular en m/z 414; también se visualizan lag sefisles en
m/z 329 y 303, caracteristioas de los esteroles que presentan una insaturacién entre los
catbonos 5 y 6 [40). Ea su espectro de RMN-!H (espectro 2, pigina 61) muestra una
sefial doble en 5 5.35 (1H, d, J=4Hz) que corresponde al hidrogeno vinilico de la
posicitn 6, 1a sefial en § 3,58 (1H, m) se lo asignd al hidrogeno geminal al hidroxilo que
osth en Ja posicién 3; un singulete en § 1,02 (3H, s) se asigné a los hidrégenos del
metilo 19; los hidrégenos de los metilos restantos de ésts molécula se encuentran entre
5 1.00-0,70,

Los datos anteriores permitieron deducir Ia formula molecular C2gHs00 (2=8), que
al comparar sus constantes espectroscopicas y propiedades fisicas con las informadas
en s literstura para los fitosteroles se confirmé que la sustancia aislada es
el P-sitosterol (compuosto 1), ver figura 2, sustancia ampliamente distribuida en Ia
naturaleza [41,42],

FIGURA, 2 P-sitosteral (1)
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ACETILADO DEL B-SITOSTEROL (1a)

De 1a reaccion de acetilacién que se le realizd al B-sitosterol, se obtuvo un sélido
blanco cristalino con un p.f. de 114-117°C. El IR (espectro 3, pagina 62) se observa la
presencia del acetato por la banda caracteristica de éste en 1731 carr! mientras que en
el espectro de masas por impacto electronico de dicha sustancia se observa un pico a
396 (100%), que resulta de la pérdida de acido acético, a través de un arreglo de Mc
Lafferty por lo que se infiere, que el peso molecular de dicho compuesto es de 456. Su
espectro de RMN-!H (espectro 4, pagina 63) muestra una sefial en & 5.33 (1H, 4,
J=3Hz) que corresponde al hidrégeno vinilico presente en Ia posicién 6, el nicleo que
se observa en 8 4.63 (1H, m) pertenece al hidrogeno geminal al acetato, el doblete en
8 2.32 (1H, d, J=4Hz) se le asign6 a los hidrdg de Ia posicion 7; las les que
pertenecen a los hidrégenos de los metilos se aisgnaron de la manera siguiente: 8 2.02
(3H, s5) para el acetato, 5 1.02 (3H, s) H-19, 5 0.89 (3H, s,) H-21, § 0.85 (3H, s,) H-29,
5 0.80 (6H, s) H-26 y 27 y por tltimo 5 0.68 (3H, s,) para H-18 [41].

Todos los datos anteriores permitieron proponer la féormula molecular
C3;Hs5,0; (Q=5) que corresponde al acetilado del B-sitosterol (compuesto la),
figura 3.

FIGURA. 3 Acetilado del B-sitosterol (1a)
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5a-EPOXI-COLESTAN-3pB-OL (1b)

Al realizar la reaccion de epoxidaci6n del B-sitosterol, se obtuvo un sélido blanco de
aspecto algodonoso con un p.f de 145-147°C, en el espectro de IR (espectro 5 pigina
64) muestra Ia presencia del enlace -C-O-C- por las bandas de absorcién en 1105 cm!
y 1091cm -1, asi como también la evidencia de hidroxilo por las bandas de absorcién en
3423 cm!, 1377 corr! y 1062 cm). Por otra parie en el espectro de masas por impacto
electrénico se observa un aumento de 16 unidades de masa con respecto al B-sitosterol,
para un i6n molecular en nVz 430, Su espectro de RMN-TH (espectro 6, pagina
65) presenta las sxgulentes sefiales en: & 3.90 (1H, m) para el hidrégeno gemmnl nl
hidroxilo en la postcxon 3, 6 2.80 (1H, d, J=3Hz) que corresponde al hidrog
al oxirano en la posicién 6, que de acuerdo con su constante de acoplamiento se - deduce
que este hidrégeno tiene una orientacién B-axml ypor ende el epoxido posee una
orientacién o-ecuatorial. Los siguientes despla tos icos corresponden a los
hidrégenos para los metilos de la molécula en: 5 1,03 (3H s) H-19, 5 0.82 (3H, s)
H-21, 8 0.80 (3H, s) H-29, § 0.78 (6H, s5) H-26 y 27, y por dltimo 5 0.60 (3H, s) se le
asigné a H-18.

Los datos anteriores permitieron proponer la formula molecular C,9Hs0, (Q=5)

que corresponde al compuesto (1b) y se trata del Sa-epoxi-colestan-33-ol, figura 4.

D
o
FIGURA. 4 Sa-epoxi-colestan-3p-ol (1b)
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APERTURA DEL 5a-EPOXI-COLESTAN-38-OL (lc)

De la reaccién de apertura que se le realizé al Sa-epoxi-colestan-3B-ol, se obtuve
un s0lido blanco cristalino con un p.f. de 231-233°C. Su espectro de IR (espectro 7,
pégina 66) muestra la presencia de hidroxilo debido a las bandas de absorcion en 3429
cm! y 1376 cm'l, El espectro de masas por impacto electrénico de esta sustancia
nestra un aumento de 18 unidades de masa con respecto al Sa-epoxi-colestan-3f-ol,
con un ién molecular de 448, Su espectro de RMN-IH (espectro 8, pagina 67) presenta
una seilal multiple en § 4,10 (1H, m,) que corresponde al hidrégeno en Ia posicién 3, 1a
sefial en 8 3.54 (1H, s.a., W ,;=1Hz) fue asignada al hidrogeno que est en Ia posicion
6, una sefial en & 1.18 (3H, s) pertenece a los hidrogenos del metilo 19, el
desplazamiento quimico de los hidrogenos, de este metilo a campo mas bajo con
respecto a los H-19 del Sa-epoxi-colestan-3B-ol, confirman la disposicién B-axial del
hidroxilo, porque existe una interaccién 1,3-diaxial (Fig. 5), la sefial en 5 0.89 (3H, s)
corresponde a los hidrog, del metilo 21, la sefial en 3 0.83 (3H, s) se le asign6 a
los hidrogenos del metilo 29, y por ultimo una seifal en 8 0.68 (3H, s) corresponde a
los hidrégenos del metilo 18.

Los datos anteriores permitieron prop 1a formula molecular CyoHs;03 (Q2=4)
que corresponde a la apertura del 5a-epoxi-colestan-38-ol (comp 1c), figura 5.1.

FIGURA §. Interaccion 1,3-diaxial

e

FIGURA. 5.1. 5a,60-diol-colestan-3¢-ol (1c)
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ACETILADO DEL B-D-GLUCOSIDO DE B-SITOSTEROL (2a)

De las fracciones 358-395 de la columna original, se obtuvo un sélido blanco que
descompone a 253°C, el cual es soluble en etanol y metanol caliente. En su espectro de
IR (espectro 9, pigina 68) muestra una banda intensa en 3384 cmrl, lo que permito
suponer que la molécula presenta varios grupos hidroxilo, lo que le permite ser muy
polar y poco manejable para su analisis espectroscépico; por lo que fue necesario
realizar una reaccién de acetilacién. De dicha reaccién se obtuvo un sélido blanco
cristalino con un p.f. de 155-157°C. El espectro de IR (espectro 10, pagina 69) muestra
la presencia de un enlace -C=0 por la banda de absorcién en 1752 cml- Su espectro
de masas por impacto electronico presenta un pico a 396 (100 %), que resulta de la
pérdida de icido acético, a través de un arreglo de McLafferty. Por ultimo su espectro
de RMN-IH (espectro 11, pagina 70) del compuesto acetilado tiene multiples sefiales
que fueron asignadas de la forma siguiente: un singulete en & 0.67 (3H, 5) que
pertenece a los hidrégenos del metilo 18, un doblete en & 0.85 (6H, d, J=7Hz) fue
asignados a los hidrogenos de los metilos 26 y 27, una sefial doble en 5 0.93 (3H, 4,
J=THz) corresponde a H-21, un singulete en 5 0.98 (3H, s) se le asigné a H-19, un
multiplete en 8 3.05 (1H, m) para el H-3 y por ultimo un doblete en § 5.36 (1H, d,
J=8Hz) para el hidrégeno vinilico de la posicion 6.

Las siguientes seflales fueron asignadas a 1a parte glicosidica de la molécula, de Ia
siguiente forma en: 8 4.50 (1H, d, J=8Hz) corresponde al hidrog bicado en el
carbono 1, & 4.96 (1H, dd,J=10Hz, 8Hz) se le asigné al hidrogeno del carbono 2, §
5.21 (1H, ¢,J=10Hz) pertenece al hidrogeno del carbono 3', § 5.08 (1H, ¢, J=10Hz) fue
atribuido al hidrégeno del carbono 4, & 3.68 (1H, ddd, J=10.5, 2Hz) pertenece al
hidrégeno del carbono 5, & 4.22 (1H, dd, J=10Hz, 5Hz) para el hidrégeno "a" del
carbono 6, § 4.11 (1H, dd, J=10Hz, 2Hz) se asigno al hidrogeno “b" del carbono 6 y
por iltimo cuatro sefiales entre § 2.00-2.07 (12H, 4s) que corresponden a los cuatro
grupos metilos de acetato.

Los datos anteriores y con base en la comparacién directa de sus propiedades fisicas
y espectroscOpicas informadas permitieron concluir que la sustancia obtenida de la
reaccion de acetilacion, es el acetilado del B-D-glucésido de B-sitosterol al cual le
corresponde la siguiente formilla molecular C43Hg70,g (compuestos 2a), figura 4, por
lo tanto se puede concluir que el sélido al que se le realizo dicha reaccion es el p-D-
glucésido de B-sitosterol (compuesto 2), figura 6. [41,43]
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EPOXIDO DE CARIOFILENO (3)

De las fracciones 21-.0 eluidas con n-hexano de la recromatografia de la fraccion 2
de la columna original, s¢ obtuvo un aceite de color ambar y aroma agradable. Su
espectro de RMN-'H (espectro 12, pigina 71) muestra sefiales en la zona de

ia de los hidrog vinilicos, § 4.98 (1H, d, J=2Hz) y § 4.86 (1H, d, J=2Hz)
con esto se puede establecer la presencia de un metileno exociclico, esto se confirma en
el espectro de IR que presenta bandas de absorcion en 1630cmr! y 892 cml,
caracteristicas para la vibracion de los dobles enlaces. La sedial en & 1.19 (3H, )
corresponde a los hidrogenos del metilo 15 que esta vecino a un oxigeno, este tiltimo
pertenence a un oxirano que se identificd por el hidrégeno geminal a éste, que se
encuentra en § 2.90 (1H, dd, J=2Hz), las sedales en 5 0.90 (3H, 5) y § 0.97 (3H, s)
pertenecen a los hidrogenos de los metilos 12 y 13 respectivamente. El espectro de
masas pos impacto electronico muestra un ién melecular en m/z 220.

Los datos anteriores permiticron proponer la formula molecular de un
sesquiterpeno?, C sH240 (£2=4); lo anterior tambien se corroboro con nwestra
auténtica del epéxido de cariofileno, esto permitio concluir que se trataba del oxirano
descrito anteriormente. figura 7, [44,45).

FIGURA 7. Epdxido del carioleno

} Los iterpencs son prody
tres unidades de isopreno

con 15 atomos de carbono, formados por 1a union de
86



DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DEL EXTRACTO DE ACETATO
DE ETILO FRENTE A drfemia salina

Al determinar la actividad del extracto de acetato de etilo de las partes aéreas de
Croton niveus frente a Artemia salina, resulté ser no activo, por lo que posiblemente la
actividad terapeitica Informada, se le puede atribuir a otra parte de ls plants o a los
metabolitos individuales que constituyen dicho extracto.[46]

Sin embargo al B-sitosterol no se le realizé el bioensayo porque, de acuerde con lo
descrito en la literatura no presenta actividad. {41]
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12, CONCLUSIONES

So realizb el andlisis do las partes aéreas de Crofon niveus, conocida como
“copalchi®, esta planta se utilizaba en la antigd dad como medici amiperiéd.i.cn, para
intestinos irritados y en casos de digestién perezosa. Del prescnte estudio se nlslarqn e
identificaron los metabolitos secundarios mayoritarios, por medio de técnicas
convencionales de extraccién, separacién y purificacién; de las sustancias alsladas dos
de cllas se identificaron como triterpenos y 1a otra como un sesquiterpeno, esto se logré
con base en sus constantes fisicas caracteristicas de cada sustancia y por comparacién
con los datos informados en la literatura.

Con ayuda de las técnicas espectroscopicas y espectrométricas se realizd un estudio
estructural, el cual permitié identificar a los compuestos aislados como: P-sitosterol, p-
D-ghicédsido de B-sitosterol y el epdxide de cariofileno.

Al B-sitosterol compuesto que pertencce a los esteroles se le realizaron una serie de
reacciones quimicas, Ias cuales permitieron comprobar que efectivamente se trataba de
dicho compuesto, ya que al obtener sus espectros de masas por impacto electrénico se
observé un sumento de masa de acuerdo al tipo de reaccién realizada y en sus
espectros de RMN-1H mostraban cambios de desplazamientos quimicos en la posicién
de la molécula donde se habia llevado a cabo la reaccién,

El segundo metabolito caracterizado fue e! glucésido de f-sitosterol compuesto
tritespénico al cual fue necesario realizarle una reaccién de acetilacién y se identificé
como el acetilado del B-D-glucdsido de f-sitosterol, a través de la comparacién de sus
propiedades fisicas informadas en la literatura.

- Por Gltimo el epbxido de cariofileno, comp que pi a los
sesquiterpenos, se caracterizé por comparacién de sus propiedades espectroscépicas,
espectrométricas y muestra auténtica.

Al determinar la actividad de extracto de acetato de etilo de las partes adreas de
Croton niveus, frente a Artemia salina, dicho extracto no presentd actividad por lo que
se concluyd que posiblemente en otras partes de Ia planta se encuentran los metabolitos
responsables de la actividad informada o la actividad la presentan los metabolitos de
manera individual

De acuerdo con los fundamentos anteriores se concluye que los objetivos planteados
en el presente trabajo fucron alcanzados en su totalidad y la hipétesis propuesta se
acepta, contribuyendo y enriqueciendo el i ) cientifico que se tiene sobre las
plantas de uso mediciaal y que actualmente se siguen utilizando por algunos grupos
sociales do México.

Debido a que el extracto de acetato de etilo resulto inactivo frente a Artemia salina,
es conveniente el estudio de otras partes de la planta para poder explicar su uso como
planta medicinal, utilizando diversas metodologiss para el aislamiento de los

puestos que potencial e puedan ser activos en esta especie.
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Fspectro 2. DE RMN-TH (300M Hz, CDCl3, TMS) de $-sisontersl (1)
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Espectro 4. De RMN-TH (300MHz, CBCTy, TMS) del Acetilado de B-sitastersd (12)
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Espectro 6. DE RMN-'H1 (300MHz, CDCly, TMS) ded Sa-epoxi-colestan-3B-ol (1b)
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Espectro 10. De IR (CHCI;) del Acetilado de f-D-glucésido de B-sitosterol (2a2)
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Espectro 11. DE RMN-1H (300MHz, CDCl;, TMS) del Acetilado de B-D-glucésido de B-sitosterol (22)
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Espectro 12, DE RMN-'H (300MHz, CDQC1y, TMS) del Epézido de cariofileno (3)
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Notaciones empleadas

Abreviaturas y simbolos

Acido meta cloru perbenzoico

Amplitus de la seilal a la mitad de su altura
Anhidrido acético

Cloroformo deuterado

Constante de acoplamiento

Cromatografia de capa fina

Cromatografia liquida de alta resoluci
Desplazamiento quimico

Doblete

Doble de doble

Espectrométria de masas

Hertz o ciclos por segundo

Infrarrojo

I6n molecular

Multiplete

Nitmero de insaturaciones

Relacién masa-carga
R i ética nuclear de hidrégeno
Singulete

Singulete amplio

Tetrametil silano

Triplete
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