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Figura 19. Espectro de masas por impacto electronico para el pico 1 (3) del perfil
cromatografico de la fraccién F2B-1

El compuesto correspondiente al pico 1 (tr=50,97 min, Figuras 18 y 19) presenta
una composicion relativa del 1,2% y fue identificado como hexadecanoato de etilo
compuesto 3, de acuerdo a las bases de datos consultada (WILEY 7n.L y ADAMS.
L) presentando un ion molecular en m/z 284 y pico base m/z 88. Este fragmento es
generado por un rearreglo tipo McLafferty y es caracteristica de los ésteres etilicos
"> (Figura 20), las otras fragmentaciones se presentan para la cadena alifatica en la
que se observa una pérdida sucesiva de 14 unidades correspondientes a una

unidad metilénica ">,

+
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AN o +
0
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m/z=239
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0 0
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m/z=88 m/z=182 m/z=102
o |-CH,
H.
miz=154

0
‘ HZCJLO/\CHS

m/z=101

Figura 20. Fragmentacioén propuesta del compuesto 3

El compuesto correspondiente al pico 2 (tr =55,31 min, Figuras 18 y 21) presenta
una composicion relativa de 4.1% y fue identificado como acetato de fitol. Presenté

un ién base m/z 123 ° (Figura 21).



47

CHy CHy CHy CHy 0
H@MA/K/\OJKC

Figura 21. Espectro de masas por impacto electrénico para el pico 2 (4) del perfil
cromatografico de la fraccion F2B-1

El compuesto que corresponde al pico 3 fue identificado como ftalato proveniente de

la extraccion.

El compuesto que corresponde al pico 4 (tr=77,11 min, Figura 22) presenta una
composicion relativa 16,1%. En este espectro, las bases de datos no aportan
suficiente informacion para la comparacién de espectros, la libreria que mas se
acerca es la NIST O.5L la cual identificé como 2,6,10,14,18,22-tetracosahexaeno
con un 74% de similitud. EI espectro de masas experimental presenta un ion
molecular en m/z 424 y un ion base m/z 69 (100%), ademas se presenta iones m/z
257, m/z 285, m/z 313, m/z 355, m/z 381, m/z 424 que no se encuentra en la libreria

ademas otra diferencia es la intensidad relativa de los iones’ (Figura 22).

Abundance Scan 19939 (77.108 min): 48105A1.D
69 i

Hs CHg

5000
g5 136 & L L
163 191 355
3 115 231 257 285 313 301
miz—> 0 50 100 150 200 250 300 350 400

Figura 22. Espectro de masas por impacto electrénico para el pico 4 (5) del perfil
cromatografico de la fracciéon F2B-1
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El compuesto que corresponde al pico 5 (tr=84,09 min), (Figura 18) compuesto
mayorirario de la fraccion F2B-1 presenta una composicion relativa de 64,5% vy fue
identificado como d-a-tocoferol (Vitamina E); presenta como iébn molecular y pico
base m/z 430. En el espectro de masas Figura 22) se evidenciaron algunos
fragmentos caracteristico de la molécula asi: m/z 387 uma se produce por una
perdida (M*-43) de Cs;H; desde el fragmento 430, m/z 235 uma se origina por la
eliminacion C4Hy desde el fragmento m/z 387 uma, la obtencion del ion m/z=165
parte del fragmento m/z=235 donde el tipo de fragmentacién es de eteres aliciclicos
donde la ruptura es de tipo a en el sitio de la carga y el retiro del electron por el

oxigeno (iniciacién inductiva de la reaccién)”"®(Figura 23).

Figura 22. Espectro de masas por impacto electronico para el pico 5 (6) del perfil
cromatografico de la fraccion F2B-1.

2.3.2 Analisis estructural de la mezcla 6

La fraccion F2B-3 (15 mg) corresponde a un liquido viscoso de color amarillo. El
espectro de RMN 'H en acetona-ds mostré que esta fraccién corresponde a una
mezcla de diterpenos y se continuara el estudio en otro trabajo. Esta fraccion

presentd bioactividad.
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ot% _~=CH,

CH,
H,C *
m/z=165

Figura 23. Fragmentacion propuesta del compuesto 6

2.3.3 Analisis estructural del compuesto 7

De la fraccion F2B-6 (286 mg) se obtuvo un precipitado de color blanco denominado
F2B-6C (9mg). El espectro IR presenta una banda ancha correspondiente a OH a
3431 cm™ de un alcohol y se confirma con las sefiales en 1061 cm™ y 1119 cm™
(elongacién de C-O para alcohol primario) y en 669 movimiento de OH, ademas se
observan dos bandas fuertes en 2919 cm™y 2850 cm™ correspondientes a C-H de
metilo, y en 1465 cm™ caracteristica de la absorcién de metileno y una banda en 721
cm” cuando hay mas de 4 metilenos juntos (Figura 24). En el espectro de RMN 'H
en CDCl; (Figura 25) se observan sefiales caracteristicas de un compuesto alifatico
destacandose los correspondientes a un grupo oximetileno a 6 3,64 ppm (t, J = 6,6

Hz), metilenos entre 6 1,25y 1,58 ppm y un metilo a § 0,88 ppm (t, J = 6,7 Hz).

En el espectro de RMN °C (Figura 26) y DEPT 135 se observaron sefiales entre &
14,0 ppm y & 63,1 ppm, para un total de 21 carbonos; entre estas 1 oximetileno a &

63,1 ppm, 19 metilenos (CH,) 6 22.7 ppm hasta § 32,8 ppm y 1 metilo



Figura 24. Espectro de IR del compuesto 7 en KBr
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Figura 25. Espectro de 'H del compuesto 7 en cloroformo
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Figura 26. Espectro de "°C del compuesto 7

€9

8°ze
L'6¢

o

Lyl

ppm (t1)

30

52



53

(CH3) 8 14,1 ppm. Los experimentos bidimensionales HMQC y HMBC (Figuras 27 y
28) permitieron establecer las correspondientes correlaciones carbono-hidrogeno.
De esta forma, se confirmé que la sefial 6 63,1 ppm estaba directamente unido a los
protones & 3,64 ppm y por lo tanto constituye un metileno alifatico unido a un atomo
de oxigeno. Asi mismo, se pudo determinar que los protones a desplazamientos de
1,57 ppm unidos a los carbonos alifatico que se registran a desplazamientos 32,8 y
31,9 ppm. Ademas, los protones a desplazamiento de 1,25 ppm correlacionan con

los de 1,25 ppm y asi sucesivamente Tabla 12 y la Figura 29.

Tabla 12. Parametros de RMN 'H, "*C y HMBC para el compuesto (7)

3 [ppm] multiplicidad J (Hz)
Posicion COMPUESTO 7
H *C HMBC
1 3,64,1t, J=6,63 63,1 H2, H3
2 1,56, m 32,8 H1, H3
3 1,25, s 25,7 H4
4 1,25, s 29,4
5 1,25, s 29,6
6 1,25, s 29,6
7-17 1,25, s 29,6
18 1,25, s 29,4
19 1,56, m 31,9 H18, H17
20 1,25, s 22,7
21 0,88, t, J=6,69 14,1 H19, H20
Solvente CDCl, CDCl, CDCls
400,0 MHz 100,0
MHz

Figura 29. Heneicosanol



Figura 27. Espectro de HMQC del compuesto 7
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Figura 28. Espectro de HMBC del compuesto 7
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Con los resultados obtenidos hasta ahora se establecid como posible estructura el
1- Heneicosanol (7) (C21H40), este es un constituyente de la cuticula de las hojas,
previamente identificado en la especie C. hieronymi *°. En este trabajo se realiza por
primera vez la elucidacion estructural completa de este compuesto. Este compuesto

no presentd actividad larvicidad frente al vector C. quinquefasciatus.

2.3.4 Analisis estructural del compuesto 8

La fraccién remanente de F2B-6 (286 mg) se separd por CC (C); se obtuvieron 10

fracciones a las cuales se les evalué la actividad larvicida. (Tabla 13 y grafica 8).

Tabla 13 y Grafica 8. Actividad larvicida (1/CEszp) x 10° de las fracciones F2C-1 a F2C-10
frente a larvas de C. quinquefasciatus.

Fracciones | 150 | CEso ppm
(mg) | promedio

F2C-1 11 216
F2C-2 30 18
F2C-3 15 >1000
F2C-4 16 >1000
F2C-5 13 145
F2C-6 16 >1000
F2C-7 11 >1000
F2C-8 33 >1000
F2C-9 49 223
F2C-10 80 >1000

Cafeina-11 — 450

En la tabla 13 y en la grafica 8 se observa que las fracciones con valores
promisorios de actividad larvicida son F2C-1, F2C-2, F2C-5 y F2C-9. Para continuar
con este estudio fue necesario considerar la disponibilidad de muestra y el analisis
realizado por CCD para la separacion y purificacion de los constituyentes

mayoritarios. Es asi que se selecciond la fraccion F2C-2.

De la fraccion F2C-2 se obtuvo un liquido viscoso de color amarillo. En el espectro
de IR (Figura 30) se observa una banda ancha correspondiente a OH a 3369 cm’

de un alcohol y se confirma con las sefiales a 1460 cm™' banda de flexion de OH,



Figura 30. Espectro de IR del compuesto 8 en KBr
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banda estrecha de C-O en 1030 cm™. Ademéas se observa bandas estrechas de
grupos metilos en 2930 cm™, 2860 cm™. Se presentan bandas de metilenos en la
region de 2926 y 2858 cm™. Se observa una banda caracteristica de olefinas en
1654 cm™'. El espectro de RMN 'H en CDCI; indica que es un compuesto alifatico
(Figura 31). Se observan senales caracteristicas de un protén olefinico como doble
triplete a 6 5,41, (J = 0,9; 6,8 Hz), un grupo oximetileno como doblete a 6 4,15 ppm
(J =6,9 Hz), tres metilos singletes a & 1,67, 0,88 y 0.86 ppm; dos metilos dobletes en
5 0,84 ppm (s) y 0,86 ppm (s), 11 metilenos y cuatro metinos entre § 1,05 y 6 2.0
ppm. En el espectro de RMN "*C (Figura 32) se observan sefiales entre § 16.0 y &
140,3 ppm.; se asignaron senales para un total de 20 carbonos cuyas
multiplicidades se dedujeron a través del experimento DEPT. Las sefales de los
carbonos § 59,4, 39,9, 39,4, 37,4, 37,4, 37,3, 25,1, 24,5 24,8 ppm corresponden a
metilenos (-CH,), la sefales a 6 123,1, 32,8, 32,8, 32,7 ppm, corresponden a grupos
metinos (-CH), a 6 22,7, 22,6, 19,6, 19,7, 16,2 ppm corresponden a metilos (-CHj), y
a & 140,3, 36,7 ppm corresponde a carbonos cuaternarios. Los experimentos
bidimensionales COSY 'H-'H, HMQC y HMBC (Figuras 33, 34 y 35) permitieron
establecer las correspondientes correlaciones carbono-hidrogeno, hidrogeno-
hidrogeno, hidrogeno-carbono-carbono. Se confirmé que la sefial a 6 59,4 ppm
estaba directamente unida a los protones 6 4,15 ppm (H-15) y por lo tanto constituye
un metileno alifatico unido a un atomo de oxigeno. Asi mismo, se pudo determinar
que el protdon metinico con desplazamiento de & 5,41 ppm esta directamente unido
al carbono olefinico a § 123,1 (H-14). Los protones con desplazamiento & 2,01 ppm,
(H-12) 6 1,52 ppm, (H-11) estan directamente unidos a los carbonos metilénicos
alifaticos a 6 39,9 ppm, & 25,1 ppm respectivamente. Ademas, un grupo metilico con
desplazamiento de 61,67, (H-20) unido al carbono a 6 16,2 ppm. Se compararon las
sefiales observadas en el espectro de *C C-13, C-14 y C-20 con los carbonos
correspondientes al Crotanodiol aislado del C. zambesicus . Este analisis sugiere
la estereoquimica E del doble enlace entre C-15 y C-16. Con estos datos obtenidos

hasta ahora se propone las subestructuras (Figura 36 Ay B).



Figura 31. Espectro de 'H de del compuesto 8
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Figura 32. Espectro de "°C del compuesto 8
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Figura 33. Espectro de COSY 'H-"H del compuesto 8
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Figura 34. Espectro de HMQC del compuesto 8
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Figura 35. Espectro de HMBC del compuesto 8
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Figura 36. Subestructuras del compuesto 8

(Las flechas de color azul son correlaciones en COSY vy las flechas de color rosado son en
HMBC)

En los espectros de HMQC y HMBC se observaron sefales con desplazamiento de
5 37,5 ppm acoplado con los protones de tipo metileno con desplazamiento § 1,25
ppm y & 1,34, (H-10), el cual correlaciona con los hidrogenos de un metileno 6 1,52
ppm (H-11), 6 25,1 ppm, y con un metino 6 1,34 ppm (H-9), 6 32,8 ppm y un metilo
8 0,84 ppm (H-19), 8 19,7 ppm; los protones de este metilo (H-19) correlaciona con
los protones del metileno 6 1,25 ppm (H-8) & 37,4 ppm y este a su vez correlaciona

con los protones del metileno a & 1,28 ppm (H-7), 524,55 ppm. Con estos

resultados obtenidos hasta a hora se propone la subestructura (Figura 37).

‘/\1’25 1,25 -1,34
, 15

Figura 37. Subestructuras del compuesto 8
(Las flechas de color rosado son correlaciones en HMBC)

Se observa ademas un metino con desplazamiento 3 32,8 ppm acoplado con el

hidrogeno & 1,37 ppm (H-6), este correlaciona con los carbonos de metilenos a
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8 24,5 ppm (H-7), 8 37,4 ppm (H-4), 8 39,4 ppm (H-2), un carbono cuaternario a
5 36,7, ppm y dos metilos a § 22,7 ppm (H-17) y § 22,6 ppm (H-16). Los protones
de este ultimo metilo 6 0,86 ppm (H-16) correlacionan con el carbono metilénico a
5 39,4 ppm (H-2), estos protones correlacionan con el carbono cuaternario & 36,7
ppm, un metino 6 32,8 ppm (H-6), y dos metilenos & 24,8 ppm (H-3), 6 37,4 ppm (H-
4). El protén del metileno 6 1,25 ppm (H-4) presentan correlacién con el metileno en
8 24,8 ppm (H-3), con un metilo 5 19,6 ppm (H-18) y dos metinos 6 28,0 ppm (H-5),
8 32,8 ppm (H-6). En la Figura 38 se presenta la subestructura con sus respectivas

correlaciones registradas en el espectro HMBC ver tabla 14.

Figura 38. Subestructuras del compuesto 8
(Las flechas de color rosado son correlaciones en HMBC)
Las correlaciones en HMBC (Figura 39 y tabla 16) permitieron unir las tres
subestructuras. Es una estructura de tipo diterpenoide monociclico siilar al viridiol A
y viridiol B aislados de las algas rojas Laurencia viridis ’" y al cassipourol aislado de
la combinacién de las raices y hojas naranjas de Cassipourea madagascariensis ™.
Este compuesto es la primera vez que se aislé e identificé en el género Croton.
Ademas presentd actividad larvicida frente a larvas de tercer estadio de Culex

quinquefasciatus.



Figura 39. Cassipourol
(Las flechas de color rosado son correlaciones en HMBC)
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Tabla 14. Parametros de RMN 'H, "*C y HMBC para el compuesto (8)

S [ppm] multiplicidad J (Hz)

COMPUESTO 8

Cassipourol "

Posicién W e IMBE H g
1 36,7 36,7
2 1,14, m 39,4 C-1,C-3,C4,C6 |1,28m,1,05m 39,4
3 1,25, s 24.8 1,26 m 249
4 1,25, s 37,4 C-2,C-3, C-6,C-20 1,24 m 37,4
5 1,52, m 28,0 1,50 m 28,1
6 1,37.m 32,8 C-1, C-2,C-7,C18, 1,38 m 32,9

C-19
7 1,28,solap 24,5 1,28 m 24,5
8 1,25, s 37,4 C-7,C21 1,34 m 37,4
9 1,34,m 32,8 C-8, C-10, 1,40 m 32,8
10 1,25 m, 37,5 C-9,C-11,C-12,C- | 1,38 m, 1,28 m 37,5
1,34 m 21
1 1,52, m, 25,1 C-14 1,53 m 25,2
12 2,01 m, 39,9 C-13,C-15, C-16, 1,99 m, 1,13 m 39.9
1,14 m C-22
13 140,3 140,4
14 5,41, dt, 123,1 C-14, C-22, 5,40, qt, 1,4;7,0 123,2
0,92; 6,8;
15 4,15,d, 6,9 59,4 C-15, C-16 414,d,7,0 59,5
16 0,86 s 22,7 C-2 0,866 s 22,8
17 0,88 s 22,6 0,853 s 22,7
18 0,86, d; 2,2 19,6 C-5 0,846, d, 7,1 19,8
19 0,84,d;2,8 19,7 C-8,C-9,C10 0,838, d, 6,6 19,8
20 1,67, s 16,2 C-14, C-15, C-16 1,66 brs 16,3
Solvente CDCl; CDCl; CDCl; CDCl; CDCl;
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3 CONCLUSIONES

En el presente trabajo se realizé el estudio de la composicion quimica de las hojas
senescentes frescas de Croton funckianus, especie nativa de Colombia, la cual
mostré ser una potencial alternativa efectiva para el control del vector C.
quinquefasciatus.

Se determiné que las fracciones en butanol, acetato de isopropilo y éter de petréleo
son las responsables de la actividad larvicida del extracto etandlico de C.
funckianus. Ademas, este fraccionamiento bioguiado condujo al aislamiento de
algunos compuestos responsables de la actividad larvicida de las hojas

senescentes C. funckianus.

De la fraccion en butanol se aislé e identificé quercetina (1), de la fraccidén acetato
de isopropilo se aisl6 e identifico el siguiente compuesto: 3-O-a-L-rhamnopiranosil-
5,7, 3", 4'-tetra-hidroxiflavona (Quercitrina) (2). De la fraccion en éter de petrdleo se
aislaron e identificaron los compuestos: hexadecanoato de etilo (3), acetato de fitol
(4), 2, 6,10,14,18,22-tetracosahexaeno (5), d-a-tocoferol (Vitamina E) (6). En este
trabajo se reporta por primera vez la elucidacion estructural completa de
heneicosanol (7). Se aislé y se identificé el compuesto cassipourol de tipo diterpeno
monociclico (8), con base en el analisis espectroscépico (IR, RMN "H y *C mono y
bidimensional) y espectrometria de masas. Siendo este compuesto aislado por
primera vez en el género Crofon y en la especie funckianus.

Se establecié que uno de los compuestos responsables de la actividad larvicida en
el extracto en butanol es la quercetina; en el extracto acetato de isopropilo la
mezcla de flavonoides glicosidados y en éter de petrdleo cassipourol, y el conjunto
de compuestos: hexadecanoato de etilo, acetato de fitol, 2, 6,10,14,18,22-

tetracosahexaeno y d-a-tocoferol (Vitamina E).

Se encontrd6 que los compuestos quercitrina y heneicosanol no presentaron

actividad larvicida frente al vector C. quinquefasciatus.
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4 RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar ensayo de campo al extracto etandlico de la especie C.
funckianus con el fin de utilizarlo como insecticida botanico para el control del vector
C. quinquefasciatus. Sin embargo se debe realizar estudio de toxicidad sobre el
medio ambiente con el objetivo de no causar dafo sobre las especies ni

acumulacion en los alrededores.

Se recomienda continuar con el estudio de las fracciones que presentaron actividad
larvicida con el objetivo de aislar e identificar mas compuestos responsable de

dicha actividad y ampliar el estudio de esta especie.

Se recomienda estudiar las otras partes de la planta ya que no se ha realizado
estudio de esta con el objetivo de ampliar el conocimiento de los compuestos

quimicos presente en esta especie nativa.

Se recomienda realizar un estudio estructura actividad de la quercetina (1), y

cassipourol (8).

Buscar mas diterpenos de tipo Cassipourol en el extracto en éter de petrdleo o en

otras partes de la planta.
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5 METODOLOGIA

5.1 GENERALIDADES

La cromatografia en capa delgada (CCD) se desarrollo en placas elaboradas de
silica gel Fas4 (Merck) con espesor de 0.25 mm y cromatofolios de silica gel 60 Fjs4
de 20 x 20 cm y 0.20 mm de espesor (marca Merck) como adsorbente, utilizando
varios agentes reveladores (Luz UV 24 366 nm» NH3 (v), una camara saturada con

vapores de l,, FeCls (3¢ eton), Y H2SO4 / vainillina, calentado a 100 °C.

Para Cromatografia en Columna (CC) se utilizaron como soporte sélido silica gel
60-70 Merck (0.070- 230mm) y (0.060- 230 mesh), para Cromatografia en
Permeaciéon en Gel (CPG) con Sephadex LH-20 y RP18 para Cromatografia en
fase reversa. Los solventes empleados en CCD, CC, CCD, CPG fueron de grado
analitico (R.A.) (MERCK) y para los analisis por CLAE se usaron solventes grado
HPLC (MERCK).

La Cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE) analitica se realizdé en un equipo
MERCK HITACHI 6000A con detector de arreglo de diodos (DAD) L-4500, equipado
con una columna Phenomenex ref. Luna 5um, 250 mm x 4.5 mm ¢ y empleando
el gradiente continuo de CH3CN-H,O que se describe a continuacion: de 0 a 20 min.
20% -80% H,0, de 20 a 40 min. Gradiente lineal hasta 60 % CH3;CN y un gradiente
lineal desde 40 hasta 70 min. 100 % CH5;CN, a 0.5 mL/min.

La Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CGAR-EM) se
realizé en un equipo Agilent Technologies 6890 Plus acoplado a un espectrometro
de masas MSD, Agilent Technologies 5973 operado en modo de barrido completo
de radiofrecuencias (full scan), empleando una columna DB-5MS (J&W Scientific,
Folson, CA, EE.UU.) (5%-fenil-polidimetilsiloxano), (60 m x 0.25 mm x 0.25 pm).
Usando helio como gas de arrastre. Inyeccién Split (5:1) Volumen de inyeccién 1

microlitro de solucién preparada en diclorometano.
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La Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas (LC-MS) se realizd
en un equipo LC-MS- IT/ TOF Schimadzu operado en modo de interfase APCI
entrada directa con fragmentacion positiva y negativa y adquisicién entre m/z:
200.0000 — 700.0000, CID Energia 20%, colision gas 20%.

Los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) 'H y "*C en una y dos
dimensiones fueron tomados en un equipo Brucker Avance 400 (400 MHz para 'H'y
100 MHz para ™C) utilizando como disolventes cloroformo deuterado CDCl; con
estandar interno TMS, acetona deuterada CD¢O, agua deuterada D,O, metanol
deuterado CD;OD. Para los espectros tomados en los diferentes disolventes

deuterados, se usaron como referencia las sefales del mismo solvente.

La toma de espectros IR se realizo en un equipo Pekin- Elmer FT-IR Panagon 500
serie 1000.

El bioensayo de actividad larvicida se realizdé con larvas de tercer instar de Culex
quinquefasciatus S. (BAL-Cq) bajo la metodologia propuesta por McLaughlin ™.
Estas larvas fueron suministradas por el laboratorio de Entomologia Médica de la
Facultad de Medicina de la Universidad Nacional de Colombia. Para el extracto,
fracciones y compuestos se utilizaron concentraciones en el rango de 1 a 5000
ug/mL con tres repeticiones, incluyendo los testigos absolutos y referencias. Se
utilizaron placas multipozos de 96 unidades y en cada pozo se colocd la
dosificacién respectiva para cada concentracion en L, luego se adicioné una larva
en cada pozo y se completa a volumen de 250 uL, con agua de llave reposada. La
evaluacion de mortalidad de larvas se registré a las 48 h. Para la determinacion de
las (CEsp) de los extractos, fracciones y compuestos, se utilizé el método de analisis

estadistico PROBIT .

5.2 MATERIAL VEGETAL

Las hojas senescentes frescas de Croton funckianus Miller se recolectaron en
Bogota en el mes de mayo de 2007 en el campus de la Universidad Nacional de
Colombia. Los ejemplares fueron clasificados por el Dr. C. J. Jiménez del Herbario

Nacional Colombiano del Instituto de Ciencias Naturales, Universidad Nacional de
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Colombia, sede Bogota. Un espécimen reposa en el herbario Nacional Colombiano
con el No. de COL 1238.

5.3 OBTENCION DEL EXTRACTO CRUDO

Las hojas senescentes frescas de C. funckianus (1000 g, peso humedo)
recolectadas en el campus de la Universidad Nacional de Colombia fueron cortadas
en trozos pequefios y se colocaron en botellones de vidrio ambar para su
extraccion por percolacién en frio con etanol del 96%, con renovacion frecuente del
disolvente durante al menos una semana. El extracto en alcohol etilico se filtro y se
concentro a presion reducida (PR) en un evaporador rotatorio (40 °C) obteniendo
un residuo semisolido de color café oscuro (100.3 g) (extracto crudo). Este extracto
mostrd actividad promisoria en el bioensayo de actividad larvicida frente a C.
quinquefasciatus (Figura 40). A continuacién, el extracto crudo se sometid a
fraccionamiento en forma bioaguiada (monitoreando la actividad larvicida frente a C.

quinquefasciatus) (BAL-Cq).

5.3.1 Fraccionamiento del extracto crudo

Una parte del extracto crudo (49,60 g) de C. funckianus fue sometido a extraccion
liquido-liquido (I-1) con disolventes de diferente polaridad, para obtener sub-
extractos enriquecidos en constituyentes con propiedades similares: éter de
petréleo (EP) (extracto F2 20,6 g), diclorometano (DCM) (extracto F3 0,50 g), fase
intermedia (F4 3,20 g), acetato de isopropilo (AcOIPr)(F5 5,80 g), etiimetilcetona
(MEK) (F6 4,90 g), alcohol s-butilico (s-BuOH) (F7 3,70 g) y un residuo acuoso (F8
4,20 g). Los sub-extractos obtenidos fueron concentrados al vacio, analizados por
cromatografia en capa delgada (CCD) en gel de silice con diferentes sistemas de
eluentes, reveladores y se evaluaron con el bioensayo BAL-cq (Figura 40 y Grafica
1). Los resultados obtenidos por medio el bioensayo BAL-cq, el analisis preliminar
en CCD, y disponibilidad de muestra permitieron seleccionar los extractos F2, F5y
F7 para continuar con la separacién y purificacion de los constituyentes
mayoritarios bioactivos. Del extracto F7 por concentracion a PR y tratamiento con
disolventes como hexano y tolueno, se obtuvo un precipitado amorfo de color

amarillo (43 mg) el cual se purifico por CC y CCD en gel de silice eluyendo con
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mezclas de disolventes de polaridad creciente desde AcOIPr hasta MeOH y se
reunieron por Rf en 3 fracciones mayores denominadas F7-1, F7-2 y F7-3. A la
fracciéon F7-2 (10 mg), denominada mezcla 1 se registro el espectro de RMN-'H en

metanol-d,. (Figura 4).

5.3.2 Fraccionamiento del extracto F5

El extracto F5 (4,60 g), se sometié a cromatografia en columna (CC) denominada A
empacada 240 g en silica gel eluyendo con mezclas de disolventes de polaridad
creciente desde tolueno (tol) hasta MeOH. Se obtuvieron 160 fracciones de 5 mL
cada una. Estas fracciones fueron concentradas y mediante el analisis por CCD
(AcOIPr:-MeOH 90:10) y revelado con H" mas vainillina/A ( naranja) y FeCl; (azul
verdoso), se reunieron en 11 fracciones mayores denominadas F5A-1 (103 mg),
F5A-2 (105 mg), F5A-3 (27 mg), F5A-4 (172 mg), F5A-5 (66 mg), F5A-6 (350 mg),
F5A-7 (623 mg), F5A-8 (300 mg), F5A-9 (960 mg), F5A-10 (1687 mg), y F5A-11
(24 mg). Cada una de estas fracciones fue evaluada con el bioensayo BAL-Cq,

obteniéndose los datos de CEs, (Tabla 5 y grafica 2).

La fraccibn F5A-4 (172 mg), se separo por CC (B) sobre 8.6 g en silica gel
eluyendo con mezclas de polaridad creciente desde tolueno hasta MeOH. Se
recogieron 5 fracciones F5B-1 (22 mg), F5B-2 (40 mg), F5B-3 (75 mg), F5B-4 (23
mgq) y F5B-5 (9 mg) Figura 3. Las fracciones F5B-2 y F5C-2 mediante el control por
CCD mostraron la presencia de un compuesto de tipo fendlico con Rf 0.66 que
revelé6 con H,SO, mas vainillina y FeCl;. Estas 2 fracciones reunidas (80 mg) se
sometieron a CPG en Sephadex LH-20, acondicionado con etanol y por elucién
con mezclas de etanol y agua, recolectdndose 54 fracciones, que su reunieron
segun su perfil por CCD con el sistema disolvente benceno - acetato de etilo -
metanol-acido acético - agua (40:30:20:5:5) se reunieron en 6 nuevas fracciones
F5H-1 (10 mg), F5H-2 (6 mg), F5H-3 (2 mg), F5H-4 (30 mg), F5H-5 (15 mg)y
F5H-6 (15 mq) (Figura 41). Posteriormente la fraccion F5H-4 (30 mg) fue sometida
a analisis por el UV-VIS observandose varias bandas intensas, indicativo de una
mezcla. A su vez se sometid a analisis por IR y cromatografia liquida de alta
eficiencia en fase reversa (CLAE/UV-DAD). Este ultimo andlisis mostré que esta

fraccion contenia principalmente dos compuestos; un compuesto mayoritario con un
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tiempo de retencion (tr) 13,19 min, junto con otro compuesto minoritario de tr 65,69
min. La fraccion FSH-4 (28 mg), es un sélido amorfo de color amarillo denominado
mezcla 2; se analiz6 por RMN (Figura 7) y esta fracciébn se evalué frente al

mosquito en tercer estadio de C. quinquefasciatus el cual no presenté actividad.

La fraccion F5A-6 (350 mg) activa en el bioensayo BAL-Cq, se sometié a
fraccionamiento por CC (C) sobre 35 g de silica gel empleando como sistema de
elucion mezclas de polaridad creciente desde tolueno hasta MeOH. En total se
colectaron 7 fracciones denominadas F5C-1 (30 mg), F5C-2 (40 mg), F5C-3 (40
mg), F5C-4 (40 mg), F5C-5 (6 mg), F5C-6 (80 mg) y F5C-7 (109 mg) (Figura 41). A
las cuales se les evalué la actividad larvicida (Tabla 7 y grafica 3). De ellas las
fracciones F5C-1 (30 mg) y F5C-3 (40 mg) presentaron actividad en el bioensayo
BAL-Cq. La fraccibn F5C-1 se sometié a purificacion por Cromatografia de
Permeacion en Gel (CPG) columna (I) acondicionado en etanol y por elucién con
mezclas de etanol y agua, obteniéndose 3 nuevas fracciones, denominadas F5I-1
(9 mg), F5I-2 (6 mg) y F5I-3 (14 mg) (Figura 41). A estas fracciones se les evalud la
actividad larvicida ver Tabla 7 y grafica 3. La fraccién F5I-2 (6 mg) (sdlido de color
amarillo bioactivo) que se analizé por 'H RMN y corresponde a la mezcla 3. (Figura
16)

La fraccion F5A-8 (0,300 g), se separdé por CC (D) en 15 g de silica gel con mezclas
de polaridad creciente desde tolueno hasta MeOH; se colectaron 33 fracciones, las
cuales segun su perfil en CCD (AcOIPr: MeOH 80:20) se agruparon en 6 fracciones
denominadas F5D-1 (28 mg), F5D-2 (80 mg), F5D-3 (29 mg), F5D-4 (11 mg), F5D-5
(135 mg) y F5D-6 (13 mg) (Figura 41). Las anteriores fracciones se evaluaron frente
al Bioensayo BAL-Cq Tabla 8 y Grafica 4.

Las fracciones (80 mg) bioactivas F5C-3, F5D-3 y F5D-4 se reunieron por el control
en CCD (CHCI;- MeOH 80:20); la fraccién resultante se sometié a separacién por
CC (F) en 5 g de lichroprep Si 60 eluyendo con mezclas CHCIl; y MeOH de
polaridad creciente, se recolectaron 46 fracciones; que se reunieron por CCD en
silica gel (CHCIl3- MeOH 80:20) en 10 nuevas fracciones denominadas F5F-1 (3
mg), F5F-2 (6 mg), F5F-3 (16 mg), F5F-4 (7 mg), F5F-5 (3 mg), F5F-6 (20 mg),
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F5F-7 (6 mg), F5F-8 (5 mg), F5F-9 (7 mg), y F5F-10 (6 mq). Las fracciones F5F-3 y
F5F-6 presentaron actividad bioldgica. La fraccion F5F-6 se sometié a separacion
por CPG en Sephadex LH-20 G, eluyendo desde etanol hasta agua. Se recogieron
10 fracciones las cuales se reagruparon segun su perfil por CCD en silica gel
(CHCI3: MeOH 80:20) en 3 nuevas fracciones denominadas F5G-1 (10 mg), F5G-2
(4 mg), F5G-3 (5 mg) (Figura 41). Tabla 8 y grafica 4. La fraccion F5G-1 (10 mg),

un solido de color amarillo, se analizé en '"H RMN denominado mezcla 4

La fraccién F5A-9 (960 mg) bioactiva, se sometié a fraccionamiento por CPG en
Sephadex LH-20 E y eluciéon desde etanol hasta agua. Se recogieron 56 fracciones
y se reunieron segun su perfil por CCD en silica gel (AcOIPr: MeOH 80:20) en 6
fracciones denominadas F5E-1 (72 mg), F5E-2 (800 mg), FS5E-3 (50 mg), FSE-4 (15
mgq), F5E-5 (10 mg), F5E-6 (10 mg). La fraccién F5E-2 presentd actividad larvicida
Tabla 9 y grafica 5. Esta fraccion F5E-2 (800 mg) se separé por CC J sobre 40 g de
silica gel eluyendo con mezclas de polaridad creciente desde tolueno hasta MeOH.
En total se colectaron 59 fracciones, las cuales segun su perfil en CCD (AcOE-
Mek- A. formico- Agua 5:3:1:1) se agruparon en 6 nuevas fracciones denominadas
F5J-1 (201 mg), F5J-2 (81 mg), F5J-3 (35 mg), F5J-4 (51 mg), F5J-56 (89 mg) y
F5J-6 (330 mg). Las fracciones F5J-5 y F5J-6 presentaron actividad larvicida (Tabla
9 y grafica 5). De la fraccién F5J-5 (89 mg) se obtuvo un sélido de color amarillo

que se analizé por RMN denominado mezcla 5.

5.3.3 Fraccionamiento del extracto F2

El extracto F2 (4,10 g), se sometié a cromatografia en columna (CC) en silica gel
columna (A) eluyendo con mezclas de disolventes de polaridad creciente desde
tolueno (tol) hasta MeOH, se obtuvieron 160 fracciones de 5 mL cada una. Estas
fracciones fueron concentradas y mediante el andlisis por CCD (AcOIPr:MeOH
90:10) y revelado con H* mas vainillina/A (naranja) y FeCls (azul verdoso) se
reunieron en 16 fracciones mayores denominadas F2A-1 (214 mg), F2A-2 (266
mg), F2A-3 (48 mg), F2A-4 (46 mg), F2A-5 (100 mg), F2A-6 (1200 mg), F2A-7 (63
mg), F2A-8 (353 mg), F2A-9 (189 mg), F2A-10 (432 mg), F2A-11 (163 mg), F2A-12
(44 mg), F2A-13 (29 mg), F2A-14 (28 mg), F2A-14 (420 mg), F2A-16 (420 mg),
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Cada una de estas fracciones se les evalud la actividad larvicida con el bioensayo
BAL-Cq, obteniéndose los datos de CEs, (Tabla 10 y grafica 6).

La fraccion F2A-6 (1,2 g), activa en el bioensayo BAL-Cqg, se someti6 a
fraccionamiento por CC B sobre silica gel empleando como sistema de elucién
desde tol hasta AcOIPr. En total se colectaron 102 fracciones, las cuales segun su
perfil en CCD (Tol : AcOIPr 90:10) se agruparon en 7 nuevas fracciones
denominadas F2B-1 (59 mg), F2B-2 (409 mg), F2B-3 (80 mg), F2B-4 (47 mg), F2B-
5 (150 mg), F2B-6 (286 mg) y F2B-7 (150 mg). De ellas las fracciones F2B-1, F2B-
3 y F2B-6 presentaron actividad en el bioensayo BAL-Cq (Tabla 11 y Grafica 7). De
la fraccion F2B-1 se obtuvo un solido de color naranja el cual se sometié a analisis

por CGAR-EM identificandose los compuestos 3, 4, 5y 6.

La fraccion F2B-3 se sometio a purificaciéon por CCDP con el sistema de disolvente
tolueno: AcOIPr 9.5:0.5 y se obtuvo un aceite de color amarillo (20 mg) activo que
se analizé por RMN "H y corresponde a la mezcla 6 (Figura 42, Tabla 11 y grafica
7).

De la fraccién F2B-6 (286 mg) se obtuvo un solido amorfo de color blanco el cual se
cristalizo con una mezcla n-hexano: tolueno. Se obtuvieron 9 mg compuesto 7 (Pf.
55-58 °C), se tomaron los espectros de RMN 'H, "C mono y bidimensional y se
evalud la actividad insecticida (Tabla 11 y Grafica 7). La otra parte de la fraccién se
sometid a separacion por CC (C) sobre RP18 eluyendo desde MeOH — Agua (80 :
20) hasta (30 : 70). Se recogieron 20 fracciones, las cuales se reunieron segun su
perfil por CCD (Tol: AcOIPr 90:10) en 10 nuevas fracciones F2C-1 (11 mg), F2C-2
(30 mg), F2C-3 (15 mg), F2C-4 (16 mg), F2C-5 (13 mg), F2C-6 (16 mg), F2C-7 (11
mg), F2C-8 (33 mg), F2C-9 (49 mg) y F2C-10 (80 mg). Las fracciones F2C-1, F2C-
2, F2C-5, F2C-9 presentaron actividad larvicida. De la fraccion F2C-2 (30 mg) se
obtuvo un liquido viscoso de color amarillo compuesto 8 (Figura 42, tabla 13 y

grafica 8). El cual se analiz6 e identificé por RMN y LC-MS.



MATERIAL VEGETAL CFHS
1000 g

ETOH 96% (F1) 1003g
CE5 105 ug / mL

ETER DE PETROLEO (F2)

2069 AGUA
CE50 549 pg / mL
DICLOROMETANO (F3) FASE INTERMEDIA (F4) AGUA
05g¢g 3.2g
CEs5,>1000 pg / mL CEs5o>1000 pg / mL
ACETATO DE ISOPROPILO (F5) AGUA
58¢g
CE5p 451 pg / mL l
ETILMETILCETONA (F6) AGUA

49¢g
CE5,>1000 pg / mL

ALCOHOL BUTILICO (F7)
3.7g
CE;494 pg/ mL

AGUA (F38)
420g9g
CE5,> 1000 pg / mL

Figura 40. Diagrama de extraccion liquido-liquido del extracto total Croton funckianus
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F5
4600 mg CEs( 451 pg/mL
. CC A SiO,
96.0% tol—MeOH
(1:0-0:1)
A-1 A-4 A-6 A-8 A-9 A-11
103mg 172mg 350 mg 300 mg 960 mg 24mg
CEs, > 1000 pg/mL CE;, >1000 pg/mL CEs, 196 ug/mL _ CEs, 325 ug/mL _ CEs, 176 pg/mL CEs, 126 pg/mL
CC C sio, cc ¢ Sio, 9s6% | _C D SO CC | Sephadex LH-20
98.3% tol—MeOH 98.6% tol =MeOH tol - MeOH 99,7% | EtOH-H,0 (1:0-0:1)
(1:0-0:1) (1:0-0:1) (1:0-0:1) 20 (1:0-0:
- B-2 B-4 B-5 2 1 c-7 - D- D-4 D-6 - E-2 -3 -
B-1 c c c-3 3 D-1 80my E-6
80 mg 80mg cc J sio,
CEs, >1000 ug/mL CcC F Sio tol-MeOH (1:0-0:1)
30mg 2 0.0- CEso 126 pg/mL
Sephadex LH-20 97.5% 96.6% CC | Sephadex LH-20 CHCI,—MeOH (1:0-0:1) 08 4%
EtOH —H,0(1:0-0:1) EtOH —H,O (1:0-0:1) CE500195 ng/mL 4%
l l CE 15 pglmL l 93IA’ l l l
H-1 H-4 H-5 H-6 |4 -2 |-3 F_1 F-3 F-6 F-10 J-1 J-3 J-5  J-6
20mg
RMN RMN
2 3 RMN CC G Sephadex LH-20 5
15mg EtOH —H,0 (1:0-0:1) e 8:?1"19/ .
CEs, >1000 pg/mL 10mg CEsp 118 pg/mL 50 91 pg/m

CEs5, 63 pg/mL

4

95%

G-1 G-2 G-3

RMN
10 mg

CE5, 63 pg/mL

Figura 41. Diagrama del aislamiento bioguiado de las mezclas 2, 3, 4 y 5 del extracto con acetato de isopropilo (Las fracciones que
contienen mezclas de compuestos se distingue en color verde)



78

F2
CE;, 549 pg/mL

CC A Sio,

tol—-MeOH

(1:0-0:1)

v 97.9%
A1 A-4 A-6 A-8 A-14 A-16
’ - 1200 mg 353mg 28mg CEs, >1000 pg/mL
CE;,>619 ug/mL CEs; >1000 pg/mL CEs, 259 pg/mL cc B sio CEs, 571 pg/mL CEs, 493 pg/mL
2

tol—AcOIPr
(1:0-0:1)
98.4%

!

B-1

GC-MS
CEs, 118 pg/mL

3,4,5y6

l 7 i l
CE;, 223 ug/m
B3 RMN B-6 87

6 RMN
CEs, 88 pg/mL 286 mg
CC C Rp18
MeOH —H,O (1:1-1:0)
l i 98.6%l l
c-1 8 c-2 c-9 c-10
RMN

CE;, 18 pg/mL

Figura 42. Diagrama de aislamiento de la mezcla 6 y compuestos identificados 3, 4, 5, 6, 7 y 8 (Las fracciones que contienen la mezcla se

distinguen en color verde y compuestos en rojo)



10.

11.

12.

79

6 BIBLIOGRAFIA

Mesa A.; Cardenas J.; (2005) Las Encefalitis Equinas en la Salud Publica,
Universidad Nacional de Colombia, Bogota, 124.

Amalin D. M.; Pefia J. E.; Yu S. J.; Mcsorley R. (2000) Selective toxicity of some
pesticides to Hibana velox (Araneae: Anyphaenidae), a predator of citrus
leafminer. Florida Entomology 83 (3): 254-262.

Fonseca, M.; Quifiones, M. (2005) Resistencia a insecticidas en mosquitos
(Diptera: Culicidae): mecanismos, deteccion y vigilancia en salud publica. Revista
Colombiana de Entomologia 31 (2): 107-115.

Walker K. (2000) Cost-comparison of DDT and alternative insecticides for malaria
control. Medical Veterinary Entomology 14 (4): 345-354.

Danis, L. R.; Rodriguez, M. H.; Arredondo, J. L.; Hernandez, M.; Mallorca, C.
(1997) Aquatic insects associated with Anopheles albimanus (Diptera: Culicidae)
Breeding Sites in Southem Mexico. Environmental Entomology 26 (4): 828-838.

Isman M. B. (2006) Botanical insecticides, deterrents, and repellents in modern
agriculture and an increasingly regulated world. Annual Review of Entomology
51:45-66.

Murillo J. (1999) Composicién y distribucién del género Croton (Euphorbiaceae) en
Colombia con cuatro especies nuevas. Caldasia 21 (2): 141-166.

Murillo J. (2004) Las Euphorbiaceae de Colombia. Revista Biota de Colombia 5
(2): 183 -200.

Barriga, H. (1975) Flora medicinal Colombiana: Universidad Nacional Bogota
Colombia. 2. 82, 90-91.

Mbuya, L.P.; Msanga, H. P.; Ruffo, C. K.; Birnie, A.; Tengnas, B. (1994) Useful
trees and shrubs for Tanzania. SIDA (Swedish Intern. Develop. Authority), Nairobi,
Kenya, 542.

Giday, M.; Teklehaymanot, T.; Animut, A.; Mekonnen, Y. (2007) Medicinal plants
of the Shinasha, Agew-awi and Amhara peoples in northwest Ethiopia. Journal of
Ethnopharmacology (110) 3: 516-525.

Dalbo, S.; Jurgensen, S.; Horst, H.; Nihues, D.; Soares, A.; Pizzolatti, M.; Ribeiro-
do Valle R. (2006) Analysis of the antinociceptive effect of the proanthocyanidin-
rich fraction obtained from Croton celtidifolius barks: Evidence for a role of the
dopaminergic system. Pharmacology Biochemistry and Behavior 85: 317-323



13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

80

Ngadjui, B.; Folefoc, G; Keumedijio, F.; Dengo, E.; Sondengam, B.; Connolly, J.
(1999) Crotonadiol, a labdane diterpenoid from the stem bark of Croton
zambesicus. Phytochemistry 51: 171-174.

Pieters, L.; De Bruyne T.; Mei G.; Lemiere G.; Van den, B. D.; Vlietinck, A. J,;
(1992) In vitro and in vivo biological activity of South American Dragon's Blood and
its constituents. Planta Medica 58 (1): A582 - A583.

Garavito, G.; Rincon, J. Arteaga, L.; Hata, Y.; Bourdy, G.; Giménez, A.; Pinzéon, R,;
Deharo, E. (2006) Antimalarial activity of some Colombian medicinal plants.
Journal of Ethnopharmacology 107 (3):460-462.

Alexander, |.; Pascoe, K.; Manchard, P.; Williams, L. A. (1991) An Insecticidal
diterpene from Croton linearis. Phytochemistry 30 (6): 1801-1803.

El-Mekkaway, S.; Meselhy, M.; Nakamura, N.; Hattori, M.; Kawahata, T.; Otake, T.
(2000) Anti-HIV-1 phorbol esters from the seeds of Croton tiglium. Phytochemistry
53: 457-464.

Hirschmann, G. S.; Rojas, A. (1990) A survey of medicinal plants of minas Gerais,
Brazil. Journal of Ethnopharmacology 29 (2): 159-172.

Bandoni, A.; Mendiondo, M.; Rondina, R.; Coussio, J. (1976) Survey of Argentine
Medicinal Plants. Economic Botany 30 (2): 161-185.

Kumar, Y.; Haridasan, K.; Rao, R. (1980) Ethnobotanical notes on certain
medicinal plants among some garo people around Balphakram Sanctuary in
Meghalaya. Bulletin Botanical Survey of India 22:161-165.

Novoa, B.; Céspedes, A.; Garcia, L; Olarte, J. (1985) Quercitrina: Un flavonoide
con actividad hipotensora obtenido de Croton glabellus. Revista Colombiana de
Ciencias Quimica Farmacéutica 4: 7-13.

Van Duuren, B.; Orris, L. (1965) The Tumor-enhancing principles of Croton tiglium
L. Cancer Research 25 (11): 1871-1875.

Stuart, K. L.; Barrett, M. A. (1969) A phorbol derivate from Croton rhamnifolius.
Tetrahedron Letters 10 (28): 2399-2400.

Upadhyay, R.; Hecker, E. (1976) A new cryptic irritant and cocarcinogen from
seeds of Croton sparciflorus. Phytochemistry 15 (6): 1070-1072.

Radulovic, N.; Mananjarasoa, E.; Harinantenaina, L.; Yoshinori, A. (2006)
Essential oil composition of four Crofon species from Madagascar and their
chemotaxonomy. Biochemical Systematic and Ecology (34): 648-653.

Mukherjee, R.; Axt, E. M. (1984) Cyclitols from Crofon celtidifolius. Phytochemistry
23 (11): 2682—-2684.



27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

81

Amaral, C.; Barnes, R. (1998) A Tetrahydroprotoberberine alkaloid from Croton
hemiargyreus. Phytochemistry 47 (7): 1445-1447.

Heluani, C.; Catalan, C.; Hernandez, L.; Burguefio, E.; Nathan, P. (2000) Three
new diterpenoids based on the novel sarcopetalane skeleton from Croton
sarcopetalus. Journal of Natural Products 63 (2): 222-225.

Kapingu, M.; Guillaume, D.; Mbwambo, Z.; Moshi, M.; Uliso, F.; Mahunnanh, R.
(2000) Diterpenoids from the roots of Croton macrostachys. Phytochemistry 54:
767-770.

Roengsumran, S.; Achayindee, S.; Petsom, A.; Pudhom, K.; Singtothong, P.;
Surachetapan, C.; Vilaivan, T. (1998) Two New Cembranoids from Croton
oblongifolius. Journal of Natural Products 61 (5): 652-654.

Roengsumran, S.; Singtothong, P.; Pudhom, K.; Ngamrochanavanich, N.; Petsom,
A.; Chaichantipyuth, C. (1999) Neocrotocembranal from Croton oblongifolius.
Journal of Natural Products 62 (8):1163-1164.

Fuentes, J.; Castro, V.; Jakupovic, J.; Murillo, R. (2004) Diterpenos y otros
constituyentes de Croton Hirtus (Euphorbiaceae). Revista Bioldégica Tropical 52
(1): 269-285.

Sato, A.; Ogiso, A.; Kuwano, H. (1980) Acyclic diterpenes of Croton Kerrii.
Phytochemistry 19 (10): 2207 — 2209.

Sato, A.; Kurabayashi, M.; Ogiso, A.; Kuwano, H. (1981) Poilaneic acid, a
cembranoid diterpene from Croton poilanei. Phytochemistry 20 (8): 1915-1918.

Kupchan, S.; Hemingway, R.; Coggon, P.; McPhail, A.; Sim, A. (1968)
Crotepoxide, a novel ciclohexane diepoxide tumor inhibitor from Croton
macrostachys. Journal of the American Chemical Society 90 (11): 2982-2983.

Maciel, M. A. M.; Pinto, A. C.; Brabo, S. N.; Da Silva, M. N. (1998) Terpenoids
from Croton cajucara. Phytochemistry 49 (3): 823-828.

Maciel, M. A. M.; Pinto, A. C.; Arruda, A. C.; Pamplona, S. G. S. R; Vanderline, F.
A.; Lapa, A. J.; Echevarria, A; Grynberg, N. F.; Cblus, I. M. S.; Farias, R. A. F;
Costa, A. M. L.; Rao, V. S. N. (2000) Ethnopharmacology, Phytochemistry and
pharmacology: a sucessful combination in the study of Croton cajucara. Journal of
Ethnopharmacology 70: 41-55.

Grynberg, N. F.; Echevarria, A; Lima, J. E.; Pamplona, S. S.; Pinto, A. C.; Maciel,
M. A. M. (1999) Anti-tumour activity of two 19-nor-clerodane diterpenes, trans-
dehydrocrotonin and frans-crotonin, from Croton cajucara. Planta Medica 65 (8):
687-689.



39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

82

Fattorusso, E.; Tagliatela-Scafati, O.; Campagnuolo, C.; Santelia, F. U,
Appendino, G.; Spagliardi, P. (2002) Diterpenoids from Cascarilla (Croton eluteria
Bennet). Journal of Agricultural and Food Chemistry 50 (18): 5131-5138.

Peres, M.; Delle Monache, F.; Bella Cruz, A.; Pizzolatti, M .G.; Yunes, R. A. (1997)
Chemical composition and antimicrobial activity of Croton urucurana Baillon
(Euphorbiaceae). Journal of Ethnopharmacology 56: 223-226.

Peres, M.; Pizzolatti, M.; Yunes, R.; Delle Monache, F. (1998) Clerodane
Diterpenes of Croton ururucana. Phytochemistry 49 (1): 171-174.

Cai, Y.; Chen, Z. P.; Phillipson, J. D. (1993) Diterpenes from Croton lechleri.
Phytochemistry 32 (3): 755-760.

Cai, Y.; Chen, Z. P.; Phillipson, J. D. (1993) Clerodane diterpenoids from Croton
lechleri. Phytochemistry 34 (1) 265-268.

Wilson, S. R.; Neubert, L.; Huffman, J. C. (1976) The chemistry of the
Euphorbiaceae. A new diterpene from Croton californicus. Journal of the American
Chemical Society 98 (12): 3669-3674.

Puebla, P.; Correa, S. X.; Guerrero, M.; Carron, R.; San Feliciano. (2005) A. New
cis-Clerodane Diterpenoids from Croton schiedeanus. Chemical and
Pharmaceutical Bulletin. 53 (3): 328-329.

Palmeira, S.; Conserva, L. M.; Silveira, E. R. (2005) Two clerodane Diterpenes
and flavonoids from Croton brasiliensis. Journal of the Brazilian Chemical Society
16 (6):1420-1424.

Ngadjui, B. T.; Abegaz, B. M.; Keumedjio, F.; Folefoc, G. N.; Kapche, G. W. F.
(2002) Diterpenoids from the stem bark of Croton zambesicus. Phytochemistry 60
(4): 345-349.

Giang, P.M.; Son, P.T.; Hamada, Y.; Otsuka, H. (2005) Cytotoxic Diterpenoids
from Vietnamese Medicinal Plant Croton tonkinensis Gagnep. Chemical
Pharmaceutical Bulletin 53 (3): 296-300.

Vongchareonsathit, A.; De-eknamkul, W. (1998) Rapid TLC densitometric analysis
of plautonol from Croton sublyratus leaves. Planta Medica 64: 279-80.

Wungsintaweekul, J.; De-Eknamkul, W. (2005) Biosynthesis of plaunotol in Croton
stellatopilosus proceeds via the deoxyxylulose phosphate pathway. Tetrahedron
Letters 46 (12): 2125-2128.

Luzbetak, D. J.; Torrance S. J.; Hoffman, J. J.; Cole, J. R. (1979) Isolation of (-)-
Hardwickiic Acid and 1-triacontanol from Croton californicus. Journal of Natural
Products. 1979. 42 (3): 315-316.



52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

83

Murillo, R. M.; Jakupovic, J.; Rivera, J.; Castro, V. H. (2001) Diterpenes and other
constituents from Croton draco (Euphorbiaceae). Revista Biologica Tropical 49 (1):
259-264.

Bandara, B. M. R.; Wimalasiri, W. R.; Bandara, K .A. N. P. (1987) Isolation and
insecticidal activity of (-)-Hardwickiic acid from Croton aromaticus. Planta Médica
53 (6): 575.

Graikou, K.; Aligiannis, N.; Skaltsounis, A. L.; Chinou, L.; Michel, S.; Tillequin, F.
O. Litaudon, M. (2004) New diterpenes from Croton insularis. Journal Natural
Products 67 (4): 685-688.

Graikou, K.; Aligiannis, N.; Chinou, L.; Skaltsounis, A. L.; Tillequin, F. O.; Litaudon,
M. (2005) Chemical Constituents from Croton insularis. Helvetica Chimica Acta 88
(10): 2654-2660.

Hernandez, J.; Delgado, G. (1992) Terpenoids from aerial parts of Croton draco.
Fitoterapia 63: 377-378.

Tsacheva, |.; Rostan, J.; lossifova, T.; Vogler, B.; Odjakova, M.; Navas, H.;
Kostova, I.; Kojouharova, M.; Kraus, W. (2004) Complement inhibiting properties of
Dragon's blood from Croton draco. Zeitschrift fir Naturforschung C Bioscience 59
(7-8): 528-532.

Peres, M. T. L.; Delle Monache, F.; Pizzolatti, M .G.; Santos, A. R. S.; Beirith, A.;
Calixto, J. B.; Yunes, R. A. (1998) Analgesic compounds of Croton urucurana
Baillon. Pharmaco-chemical criteria used in their isolation. Phytotherapy Research
12 (3): 209-211.

Catalan, C. A. N.; Heluani, C. S.; Kotowicz, G.; Gedris, T. E.; Herz, W. (2003) A
linear sesterterpene, two squalene derivatives and two peptide derivatives from
Croton hieronymi. Phytochemistry. 64 (2): 625-629.

Ramos, F.; Takaishi, Y.; Kashiwada, Y.; Osorio, C.; Duque, C.; Acufia, R
Fujimoto, Y. (2008) Ent-3,4-seco-labdane and ent-labdane diterpenoids from
Croton stipuliformis (Euphorbiaceae). Phytochemistry 69: 2406-2410.

Franco, S. (2008) Busqueda de compuestos con actividad citotoxica en la corteza
de Crofon stipuliformis. Tesis Maestria, Departamento de Quimica, Universidad
Nacional de Colombia, Bogota D.C., 187 p.

Puebla, P.; Guerrero M. F.; Correa S. X. (2004) Flavonoides del genero Croton.
Revista Colombiana Ciencias Quimica Farmacéutica 33 (1):77-85.

Guerrero, M. F; Puebla, P.; Carrén, R.; Martin, M. L.; San Roman, L. (2002)
Quercetin 3, 7-dimethyl ether: a vasorelaxant flavonoid isolated from Crofon
schiedeanus Schlecht. Journal Pharmacy and Pharmacology 54 (10):1373-1378.



64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

84

Kostova, |.; lossifova, T.; Rostan, J.; Vogler, B.; Kraus, W. Navas, H.
(1999).Chemical and biological studies on Crofon panamensis latex (Dragon’s
Blood). Pharmacologic Pharmaceutics Letter 9: 34-36.

Krebs, H. C.; Ramiarantsoa, H. (1997) Clerodane diterpenes of Croton hovarum
Phytochemistry 45 (2): 379-381.

Barbosa, P. R.; Fascio, M.; Martins, D.; Guedes, M. L. S.; Roque, A. R. S. (2003)
Triterpenes of Croton betulaster (Euphorbiaceae). Biochemical Systematics and
Ecology 31 (3): 307-308.

Vegas, S.; Nunez, L.; Castro, H.; Peralta, A.; Quijano, C.; Pino, J.; Moreno-Murillo,
B. (2008) Analisis Comparativo del Aceite Esencial de las Hojas de Croton
bogotanus Cuatrec. (Euphorbiaceae) extraidos con CO, supercritico e
hidrodestilacién. 5° Congreso Colombiano de Cromatografia, V Simposio
Iberoamericano de Evaluacién Sensorial SENSIBER V. 10-12 de Septiembre del
2008, Bogota, Colombia.

Quevedo, R.; Nufez, L.; Moreno-Murillo B. (2007) Contribucién al estudio quimico
y de bioactividad de dos especies nativa (Croton bogotanus Cuatrec. y Croton
funckianus. Miller) Euphorbiaceae, Scientia et Technica, Xlll 33: 391-393.

Finney, D. J. 1971. Probit Analysis. 3™ ed. Cambridge University Press. London,
U.K.

McLaughlin, J.; Lingling, R.; Anderson, J. (1998) The use of biological assays to
evaluate botanicals. Drug Information Journal 32: 513-524.

Meyer, B. N.; Ferrigini, N. R.; Putnam, J. E.; Jacobsen, L. B.; Nichols, D. E,;
McLaughlin, J. L. (1982) Brine Shrimp: A convenient General Bioassay for Active
Plant Constituents. Journal of Medicinal Plants Research 45: 31-34.

Fossen, T.; Andersen, &. M. (2006) Spectroscopic techniques applied to
flavonoids. In: Flavonoids: Chemistry, Biochemistry and Applications. Eds:
Andersen @. M. and Markham K. R. Taylor and Francis, CRC. Boca Ratén: Chap
2 p. 37-142.

Curir, P.; Marchesini, A.; Danieli, B.; Mariani, F. (1996) 3-Hydroxyacetophenone in
carnations is a phytoanticipin active against Fusarium oxysporum. F. SP. Dianthi.
Phytochemistry 41(2): 447-450.

Mabry, T. J.; Markham, K. R; Thomas, M. B. (1970) Reagents and procedures for
the ultraviolet spectral analysis of flavonoids. In: The systematic in the
identification of flavonoids. Mabry, Markham. Eds. Springer-Verlag. Berlin,
Heidelberg, New York. Chap. IV and V. p 33-60.

McLafferty, F. W.; Turedek, F. (1993) Interpretation of mass spectra. 4™ ed.;
University Science Books; p 371.



76.

77.

78.

85

Adams, R. P. (1995) Identification of Essential Oil Components by Gas
Chromatography / Mass Spectroscopy. 4™ ed.; Allured Publishing Corporation:
lllinois; p 469.

Norte, M.; Souto, M. L.; Fernandez, J. J. (1996) Viridiols, two new Diterpenes from
Laurencia viridis. Journal of Natural Products Letters 8: 263-269.

Prakash, S.; Norris, A.; Miller, S. Ratovoson, F.; Andriantsiferana, R.; Rasamison,
V. and Kingston D. (2006) Cytotoxic diterpenes from Cassipourea
madagascariensis from the Madagascar Rainforest. Journal of Natural Products 69
(2): 287-289.



