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RESUMEN

El extracto etandlico de hojas senescentes frescas de Croton funckianus se someti
a particion liquido- liquido con disolventes de diferente polaridad. Los ensayos de
actividad larvicida frente a larvas de tercer estadio de Culex quinquefasciatus,
mostraron que los extractos en éter de petroleo (F2), acetato de isopropilo (F5) y
butanol (F7) poseen actividad prometedora. El estudio quimico guiado por el
bioensayo de actividad larvicida de una de las fracciones en butanol condujo a la
obtencion de quercetina (1); este compuesto presentd bioactividad. Del extracto (F5)
se obtuvieron dos mezclas conformadas por flavonoides glicosidados, sus
componentes mayoritarios se identificaron por medio de técnicas espectroscépicas
(UV, IR, HPLC, RMN 'H y *C mono y bidimensional). EI componente mayoritario de
la mezcla 1 fue identificado como 3-O-a-L-rhamnopiranosil-5,7,3",4'-tetra-
hidroxiflavona conocida como Quercitrina (2). De la mezcla 2 se identific6 por RMN
'H sefiales caracteristicas de flavonoides glicosidados; esta mezcla presentd

actividad larvicida frente al mosquito C. quinquefasciatus.

De la fraccion extracto (F2) por analisis en CG-EM se identificaron los compuestos
hexadecanoato de etilo (1,2%) (3), acetato de fitol (4.1%) (4), 2, 6,10,14,18,22-
tetracosahexaeno (16,1%) (5) y d-a-tocoferol (Vitamina E) (64,5%) (6). En su
conjunto estos compuestos presentaron actividad larvicida. El fraccionamiento de
este extracto condujo a la identificacion de heneicosanol (7), en este trabajo se
presenta por primera vez la asignacién de las sefiales de RMN 'H ,"*C. Este
compuesto no presentd actividad larvicida. De este mismo extracto se aislo el
cassipourol (8) con base en el analisis espectroscépico (IR, RMN 'H y *C mono y
bidimensional) y espectrometria (LC-MS). El cual, es nuevo en el género Croton y en

la especie. Ademas presento actividad larvicida promisoria.
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La actividad larvicida de las mezclas y compuestos permitid establecer que
quercetina, la mezcla de flavonoides glicosidados, cassiopurol, hexadecanoato de
etilo, fitol acetato, 2,6,10,14,18,22-tetracosahexaeno, d-a-tocoferol ( vitamina E) y las
fracciones F5A-3, F5A-11, F5C-1, F5C-6, F5E-3, F5E-4, F5F-3, F5G-1, F5I-2, F5J-6,
F2A-1, F2A-2, F2A-8, F2A-14, F2B-3, F2B-5, F2B-7, F2C-1, F2C-5 y F2C-9 son los
principales responsables de la actividad larvicida del extracto etandlico de las hojas

senescentes frescas de la especie Croton funckianus.
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INTRODUCCION

En zonas tropicales y subtropicales, los zancudos son considerados como los
dipteros mas perjudiciales desde el punto de vista médico y veterinario. El mosquito
Culex quinquefasciatus es un diptero perteneciente a la familia Culicidae. Es un
vector patdégeno que transmiten al hombre diversas enfermedades y parasitos tal
como filiariais, virus del Nilo, dengue hemorragico, malaria. En los animales
transfieren enfermedades como: la encefalitis equina venezolana (EEV) y encefalitis
de este (EE) entre otras’. De la gran biomasa de los insectos, alrededor del 1% de
estos se ha convertido en plaga como consecuencia del manejo cultural aplicado por
el hombre como los monocultivos extensivos y la aplicacion indiscriminada de

pesticidas.

Para controlar los diferentes insectos-plaga generalmente se utilizan pesticidas de
amplio espectro, los cuales producen efectos secundarios en mamiferos, peces,
aves, entomofauna benéfica y envenenamiento humano?; adicionalmente, causan
resistencia, lo que exige la aplicacién de mayores dosis, con mayor frecuencia,

favoreciendo la propagacién de plagas y generando altos costos.*®

Los serios inconvenientes mencionados, han motivado la busqueda de insecticidas
botanicos de gran interés por ser de origen natural, biodegradables, de baja
toxicidad; ademas, se pueden emplear como insecticidas, larvicidas, atrayentes,

repelentes, inhibidores de oviposicién y de crecimiento entre otras.

1. ANTECEDENTES
1.1 ANTECEDENTES BOTANICOS Y ETNOBOTANICOS

La familia Euphorbiaceae comprende alrededor de 8000 especies distribuidas en 317
géneros a nivel mundial. (Figura 1). En Colombia se encuentran 78 géneros, 390
especies, 12 subespecies y 9 variedades. Entre los géneros con mayor numero de
especies estan: Croton (80), Euphorbia (43), Phyllanthus (36), Acalypha (25),
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Alchomnea (19) y Mabea (18).”® EI género Croton es ampliamente utilizado en

medicina tradicional ver Tabla 1.

La especie Croton funckianus Miller se encuentran distribuido a nivel mundial en
Venezuela y Colombia. En este ultimo, crece en las regiones de: Antioquia
(Copacabana) altura 1.400 m, Boyaca (Guateque y Guayata) altura 1.500 m, Cauca
(Santander de Quilichao, el Tambo) altura 1.100 m -1.200 m, Cundinamarca (La
Mesa 950 m -1.320 m, Quetame y Guayabetal 1.250 m, Santandercito 1.600 m, San
Juan de rioseco 1.650 m, Tocaima altura 380 m- 600 m, Pandi 1.100 m). Tolima
(Chicoral altura 700 m, Mariquita altura 535 m.) Valle (Hacienda el Trejo 1.050 m,
Palmira 950 m, las cruces altura de 1200 m) y Bogota °. Esta especie es conocida
popularmente como “sangregado” (Cundinamarca, Boyaca); “drago” (Cauca vy
Tolima) y “puntalanza” (otras partes del pais). Es un arbol de 3-5 m de altura, muy
ramificado; con hojas pecioladas, lobuladas, o trilobuladas, I6bulos acuminados. Por
el envés blanco céreo con tricomas ramificados, base glandulifera, y peciolo 4-11 cm.
de largo®.

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

http://www.eol.org/pages/29223



http://www.eol.org/pages/29223

1.2 ANTECEDENTES QUIMICOS DEL GENERO Croton
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Tabla 1. Antecedentes etnobotanicos de algunas especies del género Crotfon

ESPECIE RESULTADOS REFERENCIAS

C. macrostachyus Antidiabético y Antimalarico 10-11
C. celtidifolius Antiinflamatorio y ulcerativo 12
C. zambesicus Anticonvulsivo 13
C. lechleri Tratamiento del cancer e inflamaciones 14
C. leptostachyus Antimalarico 15
C. linearis Efecto insecticida en adulto de Cylas formicarius 16

elegantulus

C. tiglium Propiedades anti -HIV-1 17
C. antisphiliticus Enfermedades venéreas, diurético, antiofidico 18
C. bonplandiarus Antiséptico 19
C. candatus Antimalarico 20
C. glabellus Hipotensor 21

C. tiglium, C. rhamnifolius, C. carcinogénicos e irritantes 22-24

sparciflorus.

Del género Croton se han aislado compuestos de tipo monoterpenoides, terpenoides,

diterpenos, acidos grasos insaturados, alcaloides como indol aporfinas, quinoleina y

tropanos (Figura 2). Otro tipo de compuestos son los constituyentes fendélicos como

las flavonas, flavanoles, flavonoles glicésidos, canferol, miricetina y gallocatequinas

etc. En las tablas 2 y 3 se citan algunas especies quimicamente estudiadas del

género Croton.




Tabla 2. Antecedentes de constituyentes quimicos de algunas especies del género Croton
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PARTE
ESPECIE DE LA RESULTADOS REFERENCIAS
PLANTA
C. antosienensis, C. . ; ; ;
’ raices 'y Aceites esenciales monoterpenoides,
decary L‘f C. geagy L ¢ corteza sesquiterpenoides, trazas de fenilpropanoides 25
saka maliensis L
Presencia de ciclitoles 1L-1-0-metil-mio-inositol,
C. celtidifolius corteza neo-inositol y sitosterol, catequinas, 12,26
galocatequinas y proantocianidinas
C. zambesicus corteza Derivados labdano, diterpenoide, Crotanodiol. 13
hoias Tetrahidroprotoberberina 2-10 dihidroxi - 3-10
) dimetoxi-8R-metildibenzeno o quinolizidina. 27
C. hemiargyreus
Alcaloides tetrahidroprotoberberina 2-aporfinas,
corteza glaucina, oxoglaucina, 2-morfinadeinonas,
salutaridina, norsalutaridina
C. sarcopetalus nr dltferpenmdes sal:c_:opetalmde, sarcopetaloloide, 28
acido sarcopetaldico
3R acetoxy taraxer-14-en 28 3 diterpenoide acido
trachyloban 18-oico 3 acido trachyloban 19-oico,
C. macrostachyus raiz neoclerodan-5,10-en-19,6p3; 20,12-diolido, 3,19 29
di-hidroxytrachylobano, 3, 18,19-trihydroxy-
trachylobano.
Acido crotocembraneico,
C. oblongifolius tallo A. neocrotocembraneico, cembranoide 30-31
neocrotocembranal.
20 nuevos compuestos bis-nor dolabradanos 2,3
C. hirtus tallo dolabradanos 4-7 kauran, 8 y 9 cicloptopakaurano 32
10-15 hirtusano, 16-18 ester germaradieno.
C. tiglium semillas ester forbol 17
hojas (E,E,Z)-11-hidroximetil-3,7,15-trimetil-2,6,10,14- 33
C. kerrii secas hexadecatetraen1-ol y (E,E,E)-11-formil-3,7,15-
trimetil 2,6,10,14-hexadecatetraen1-ol
C. poilanei n.r Acido poilaneico y diterpeno cembranoide 34
C. macrostachys frutos Crotepoxido 35
. . crotonin y trans dehidrocrotonin, nor-clerodanos
C. cajucara hojas cajucarin A, cajucarin B, cajucarin-g, 36-38
cajucarinolido y sacacarin
C. eluteria n.r Clerodanos eluterins A-J 39
C. urucurana raices Sonderianin, 15,16-epoxy-3,13 (16)-clerodatrieno-
2-ona y 12-epi-methyl-barbascoate 40 - 41
C. lechleri corteza Clerodanos Crolechinol, acido crolechinico,
korberina A, korberina B 42 -43
C. californicus n.r trans-clerodano Metil barbascoato 44
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PARTE
ESPECIE DE LA COMPUESTOS AISLADOS REFERENCIAS
PLANTA
Cis - clerodanos (-)-metil-16-hidroxi-19-nor-2-oxo-cis-
C. schiedeanus n.r cleroda-3,13dien-15,16-olido-20-oato. y (+)-15- 45
methoxyfloridolido A
C. brasiliensis hojas clerodanos crotobrasilins Ay B 46
Clerodanos crotocorylifurano y crotozambefurano A-
C .zambesicus tallos C, trachylobano acido 7(3- acetoxy trachylobano-18-
g ) 47
oico y trachylobano-7f3, 18-diol.
Ent-kauranos ent-73-acetoxy-11-a-hidroxykaur-16-
C. tonkinensis hojas en-15-ona, ent-18-acetoxy-11-a-hidroxikaur-16-en- 48
15-ona, 4cido ent-11-a-hidroxikaur-16-en-18-oico.
C. sublyratus 'y . o
) ) Diterpeno aciclico plaunotol 49-50
C. stellatopilosus hojas
C. californicus, C. . latex Acido (-)-Hardwickiic 51-53
draco y C. aromaticus
Diterpenos ent-trachyloban-3-one y crotinsularin.
C. insularis hoias Clerodanos furocrotinsulolidos Ay B y
i . 54-55
crotinsulactona
B - sitosterol, estigmasterol, esterol ergasterol-5a-8a-
C. draco hojas endoperoxido. 56-57
C. cajucara, C. urucana nr Triterpeno acido acetil aleuritolico 36.58
Triterpenos a y B-amyrin, lupeol, y hop-22(29)-en-
3Rol. Esteroides: colesterol, coles-8(14)-en-33-ol,
C. hieronymi estigmasterol, gramisterol, sitosterol, campesterol,
n.r 22-dihidrobrassicasterol, lophenol, isofucosterol,
estigmasterol, coles-4-en-3-ona, ergosta-4-22-dien-3- 59
ona y sitostenona
hojas Ent-3,4-seco-labdane and ent-labdane diterpenoids 60
from Croton stipuliformis (Euphorbiaceae)
C. stipuliformis
corteza 12(E)-3,4-seco-labda-4(18),8(20),12,14-tetraen-3-
oato de metilo, acidos acido labda-8(20),12(E),14- 61
trien-18-oico, (-)-labda-8(20),12(E),14-trien-18-oico
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"CH,
N\ “CH,
8
1 17
CH,

2

5 2R

(1) R=COOH A=
(2) R=COOH Aa''=E
(3) R=CHO "=z

Figura 2. Algunos compuestos aislados en el género Croton

(1) Clerodano C. zambesicus, (2) Diterpeno C. linearis, (3) Sarcopetaloide C. sarcopetalus
(4) Diterpeno  C. macrostachys neoclerodan-5,10-en-19,6p3; 20,12-diolido, (5-1) Acido
Crotocembraneico, (5-2) A. Neocrotocembraneico, (5-3) Neocrotocembranal, C. oblongifolius,
(6) Estructura base de ester de forbol, (7) Tetrahydroberberina C. hemiargyreus.
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Tabla 3. Distribucion de algunos tipos de flavonoides aislados de especies del género Crotén

TIPO DE NOMBRE : REFEREN
PLANTA PARTE . PAI PROPIEDADE
FLAVONOIDES QuIMICO S o S CIAS
C. oblongifolius Quercetina Taila. 62
flavonoles C. glabellus 3,4",7-tri-O-metilquercetina
quercetina Col Vasorrelajante
C. schiedeanus aérea '
C. schiedeanus 3,7-d|-OTmet|IqueTrcet|na 63
3-O-metilquercetina Col
C. oblongifolius 3’-O-metilquercetina '
C. glabellus
C. schiedeanus
n.r
C .bonplandiarus 3,3-O-a~L-ramnosido- .
quercetina India 62
flavonoles C. panamensis . Cqs.r Antihipertensivo
N latex i
glicosidados
C. oblongifolius 3-B-D-galactosido quercetina Ecu
3-O- rutinosido quercetina
C. menthodorus 3-0O-(2-0—p—d-apofuranosil)
rutinosidoquercetina Ecu
C. caiucara i 3,7-di-O-metilkanferol 3,4 "7-tri- 37
-ca aerea | O-metilkaempferol Bra
Vasorrelajante
Kaempferol C. pyramidalis 4’ ,7-di-O-metilkaempferol Mex
62
3-O-rutinosidokanferol 3-O-(2-
C .menthodorus O-trans-p-cumaroil)-B—d- n.r
glucopiranosidokaempferol
Miricitina C. panamensis 64
latex 3-O-ramnosidomiricetina nr
C. draco
C. lechleri Ecu
C .panamensis latex | (*heatequina n.r n.r
C. urucurana corteza Bra
C. lechleri . .
- (-)-epicatequina
C. panamensis nr
" | C. lechleri ) 62
avanoles C. draconoides . ) Per
i lat -
simples C. panamensis atex (+)-galocatequinas
C. urucurana corteza
. . . actividad
C. lechleri (-)-epigalocatequina nr antiviral
C. lechleri latex
C. draconoides iqalocatequi vidad
C panamensis (-)-epigalocatequina actl\_/l_ a
P antiviral

Flavonol

C. draconoides

3,3',5,5°7-pentahidroxiflavano
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TIPO DE PLANTA ‘ ‘ REFEREN
FLAVONOIDES PARTE | NOMBRE QUIMICO PAIS | PROPIEDADES CIAS
epicatequina-
(4p —» 8) catequina
catequina- (4o = 8)
F | epicatequina
avono . catequina- (4a 8 antitumoral
dimeros C. lechleri latex galogatequi(na >9 nr y antibacteriana 62
galocatequina-(4c. 9 6)
epicatequina
galocatequina- (4o~ 6)
epigalocatequina
catequina-
(4a.—» 8) galocatequina-
(40P 6)-galocatequina. actividad 62
Flavonol C. lechleri latex galocatequina- nr antitumoral
trimeros (40 —»8)-galocatequina- y antibacteriana
(40— 8)-epigalocatequina
Flavonoles .
oligoméricos C. lechleri . galocatequina y n.r -
latex epigalocatequina Antiviral 62
Mada
Flavonas C. hovarum aérea Vitexina g. n.r 65
C. betulaster . 5-hidroxi-4",7-di-metoxiflavona Bra n.r
Flavonas aérea 66

n.r No reportado, Bra: BRAZIL, Madag: MADAGASCAR, Ecu: ECUADOR, Mex: MEXICO, Cos.ric: COSTA RICA, Col: COLOMBIA,
Tail: TAILANDIA.

En nuestro grupo de investigacion se han venido realizando estudios de algunas
especies pertenecientes a la familia (Euforbiaceae) especificamente las especies del

género Croton (C. bogotanus y C. funckianus).

El analisis comparativo del aceite esencial de las hojas verdes de Croton bogotanus
extraidos por los métodos de fluido supercritico CO, (1,5%) contenian monoterpenos
(linalol), sesquiterpenos (cariofileno y germacreno D) y el método de hidrodestilacion
(0.1%) condujo a compuestos mayoritarios (germacreno D y kaureno) ®. De otro
lado, se realizé un estudio de bioactividad preliminar de los extractos de las dos
especies nativas: C. bogotanus y C. funckianus frente a larvas de Artemia salina 'y C.
quinquefasciatus en hojas verdes y senescentes; como resultado las hojas
senescentes de la especie nativa C. funckianus presenté alta actividad toxica frente a
larvas de Artemia salina (CEsy = 38 yL/mL) y actividad larvicida frente a larvas de 3%
instar del mosquito C. quinquefasciatus (CEs, = 181 uL/mL)®. Con base en los
antecedentes bibliograficos y resultados preliminares de nuestro grupo, se desea

continuar esta investigacion. Asi de este modo se contribuira al conocimiento de los
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compuestos quimicos bioactivos de las hojas senescentes de la especie nativa C.
funckianus mediante la evaluacién con el bioensayo especifico frente a larvas del
mosquito C. quinquefasciatus y determinar cual o cuales metabolitos son los
probables responsables de la actividad insecticida. Con los resultados obtenidos
también se espera proponer una alternativa como agentes de control del vector C.

quinquefasciatus.
HIPOTESIS

De acuerdo a resultados preliminares de bioactividad, es posible proponer que al
realizar el estudio quimico y bioldgico de los constituyentes mayoritarios de las hojas
senescentes de Crofon funckianus (Euphorbiaceae) se pueda correlacionar su
presencia con la actividad larvicida observada frente a larvas de mosquito Culex

quinquefasciatus. Say (Diptera: Culicidae).

OBJETIVOS

Objetivo General
Contribuir al conocimiento quimico y biolégico de los compuestos bioactivos

presentes en el extracto alcohdlico de las hojas senescentes de la especie nativa

Croton funckianus (Euphorbiaceae).
Objetivos especificos

e Evaluar las propiedades aleloquimicas (actividad larvicida) del extracto total y
fracciones obtenidas por extraccion con disolventes de diferente polaridad frente
a larvas de mosquitos Culex quinquefasciatus (Diptera Culicidae).

e Realizar el estudio quimico de las fracciones con actividad larvicida.

e Elucidar la estructura de los compuestos aislados empleando métodos
espectroscopicos (IR, UV, RMN 'H, '*C, de 1D, 2D y EM).

e Determinar la actividad larvicida a los compuestos puros que hayan sido aislados

en cantidad suficiente.



22

2 ANALISIS DE RESULTADOS

El extracto crudo de hojas senescentes de Croton funckianus (F1) recolectadas en el
campus de la Universidad Nacional de Colombia (Bogota), fue sometido a
fraccionamiento por particion liquido - liquido (L-L) con diferentes disolventes. La
actividad larvicida frente a larvas de C. quinquefasciatus de cada uno de los
extractos se evalué siguiendo el método propuesto por McLaughlin et al. ”° (Figura 40,
tabla 4, grafica 1). De acuerdo a los resultados se concluye que los extractos EP (F2),
AcOIPr (F5) y BuOH (F7) son prometedores por presentar actividad larvicida. Por
esta razén y la cantidad disponible se seleccionaron los extractos (F2), (F5) y (F7)
para realizar el estudio quimico. Los extractos que presentaron concentracion efectiva
CEsp mayores de 1000 pg/mL no son promisorios y no se continia con el estudio

quimico 7"

Tabla 4y Grafica 1. Actividad larvicida (1/CEszp) x 10% de los extractos F1 — F8 de las hojas
senescentes de C. funckianus frente a larvas de C. quinquefasciatus.

C. quinquefasciatus
Fracciones P& s)o gsgﬁg:;]é

F1 100.3 105

F2 20,6 549

F3 0,5 > 1000

F4 3,2 > 1000

F5 5,8 451

F6 4,9 > 1000

F7 3,7 494

F8 4,2 > 1000
Cafeina | --—-- 450
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2.1 ANALISIS ESTRUCTURAL DE LA FRACCION F7-2 (1)

De la fraccion F7-2 (1) proveniente del extracto en alcohol Sec-butilico se separ6 por
CCDP con el sistema (AcOIPr- MeOH 60:40) un sélido amorfo de color amarillo
denominado mezcla 1(10 mg). Esta mezcla presento actividad larvicida frente a larvas
de C. quinquefasciatus (CEsy 47 ug/mL). El analisis por CCD permiti6 observar un
compuesto mayoritario de tipo fendlico al revelar de color azul-verdoso con FeCl; y
amarillo con H,SO, al 20%/vainillina. En el espectro de RMN-"H en (MeOD-d,) Figura
4 se observan 5 sefales correspondientes a hidrégenos aromaticos entre 6 y 8 ppm.
La presencia de un singlete a & 12,76 ppm caracteristica de O-H fendlico que forma
puente de hidrogeno con un grupo carbonilo, permite considerar la presencia de
grupo OH en la posicion C-5 o C-3 de un nucleo flavonoide; asi mismo, se observan
dos dobletes a 66,46 (J =2,0 Hz) y 6 6,24 (J = 2,0 Hz) que integran para un
hidrégeno cada una y se pueden asignar a los hidrégenos en las posiciones C-6 y C-
8 del anillo A de un flavonoide. A 5 7,39 ppm, se observa un doble doblete con J =
8,40 Hzy J = 2,00 Hz, correspondiente a un H en la posicion H-6'. Adicionalmente el
H-2'a 6 7,51 ppm con J=2,0 Hz acopla con el H-6', mostrando asi la existencia de un
anillo 1',3'4' tri-sustituido. Por comparacién de los datos obtenidos con los de la
literatura (tabla 6) es posible proponer que el compuesto mayoritario de la mezcla 1

72,73

corresponde a quercetina (Figura 3). Este compuesto fue también aislado de las

partes aéreas de C. glabellus %,

12,76 ppm

Figura 3. Componente mayoritario de la Mezcla 1 (quercetina).



Figura 4. Espectro de RMN "H de la mezcla 1
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2.2 ANALISIS DE LOS COMPUESTOS BIOACTIVOS PRESENTES EN EL
EXTRACTO F5

2.2.1 Elucidacion estructural de la mezcla 2

El fraccionamiento de F5 (4,60 g) produjo 11 fracciones mayores denominadas
desde F5A-1 hasta F5A-11. Cada una de estas fracciones fue evaluada con el

bioensayo BAL-Cq (Tabla 5 y grafica 2)

Tabla 5y Grafica 2. Actividad larvicida (1/CEsg) x 10% de las fracciones F5A-1 hasta F5A-
11 frente a larvas de C. quinquefasciatus.

. Peso CEso
Fracciones (mg) uglmL_
Promedio
A-1A-2 208 > 1000
A-3 27 102
A-4 172 > 1000
A-5 66 > 1000
A-6 350 196
A-7 623 > 1000
A-8 300 222
A-9 960 176
A-10 1687 > 1000
A-11 24 126
Cafeina 450

Los resultados de actividad larvicida muestran como promisorias a las fracciones
F5A-3, F5A-6, F5A-8, F5A-9 y F5A-11. Considerando los resultados de actividad,
cantidad de muestra y el analisis preliminar por CCD se seleccionaron las fracciones
F5A-4, F5A-6, F5A-8 y F5A-9 para continuar con el estudio. La fraccién F5A-4, no

presento actividad larvicida pero en CCD se observé un compuesto mayoritario.

El espectro IR (KBr) de la fraccion F5H-4 proveniente de las fracciones F5B-2 y
F5C-2 (Figura 5) muestra una banda ancha correspondiente a OH a 3394 cm™,
1653 (C=0 conjugado) 1604 y 2926 (bandas aromaticas) 1065 y 1168 (enlaces C-O
de alcoholes). El analisis preliminar por cromatografia liquida de alta eficiencia
(CLAE/UV-DAD) (Figura 6) mostréo que esta fraccién esta conformada por un
compuesto mayoritario, con un tiempo de retencion (tr) 12,19 min, y uno minoritario

de (tr) 65,69 min. El espectro UV de la sefal de tr 12,19 min presenté



Figura 5. Espectro de IR de la mezcla 2 en KBr
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dos bandas de maxima absorcion, indicativo de la presencia de dos anillos
aromaticos, comportamiento caracteristico de flavonas y flavonoles. La banda Il
correspondiente al anillo A se observa a longitud de onda (A s ) de 271,5 nm vy la
banda | del anillo B a (A max) 349,4 nm ™. El espectro UV de la sefial tr 65,69 min

registré una sola banda débil a (A sy ) de 275 nm.

El espectro de RMN 'H en acetona dg, de la mezcla 2 confirma la presencia de dos
compuestos (Figura 7). ElI compuesto mayoritario genera 5 sefales
correspondientes a hidrégenos aromaticos entre 6 6.0- 8.5 ppm; un singlete en 6
5,50 ppm correspondiente al proton anomérico de una unidad de carbohidratos y 5
sefales entre 63,3 y 4,2 ppm, caracteristicas de protones de oximetinos del

carbohidrato.

v

Figura 6. Analisis por CLAE UV-DAD de la mezcla 2

Las sefiales de RMN 'H (Figuras 7,8 y 9) presentan desplazamientos quimicos
similares a los observados para la mezcla 1 demostrando que el componente
mayoritario es un flavonoide derivado de quercetina. Por otro lado se observan
senales en la region alifatica en el rango de 3,0 a 5,6 ppm asignables a los
hidrégenos de un residuo de monosacarido, confirmado por una sefal singlete
a 6 5,50 ppm, asignada a un protén anomérico (C-1"). La sefial que indica el tipo de
azucar presente en esta estructura es un doblete en & 0,91 que integra para 3H con

J= 6,2 Hz que correlaciona con el *C a §18,8 ppm en el espectro de HMBC.



Figura 7. Espectro de RMN H completo de la mezcla 2 en acetona —dg.
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Figura 8. Espectro de la region aromatica RMN 'H de la mezcla 2
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Figura 9. Espectro de la region alifatica de RMN 'H de la mezcla 2
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Figura 10. Espectros de "°C de la fraccién F5-H4 denominado mezcla 2 en acetona —ds.
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Figura 11. Espectro de HMQC de la mezcla 2
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Figura 12. Espectro de HMBC de la mezcla 2
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Figura 13. Espectro de COSY H-H de la mezcla 2
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Esta senal fue asignada a un grupo metilo en la posicién C-5" de un residuo de rhamnosa;
las sefiales para los H de los carbonos C-2", C-3" y C-4" se encuentran en el rango de 3,0
a 4,2 ppm destacandose la sefial doble en 64,23 (1H, J = 1,67 Hz) asignada al H de la
posicién C-2", este proton presenta correlacion con el protén del C-1", lo cual evidencia un

acoplamiento ecuatorial-ecuatorial caracteristico de a-rhamnosido "

En el espectro de RMN ™C y HMQC (Figuras 10 y 11) se observa una sefial de carbono
carbonilico en 6180.3 ppm (C-4) este desplazamiento es debido a la presencia de
hidroxilos en la posicién (C-3 y C-5)"® en un sistema conjugado; la sefial del C-3 en los
flavonoles se presenta entre § 136 a 139 ppm "® para la mezcla 2 se le asigné & 136.8
ppm, la sefal del carbono anomérico en 6 103.7 ppm, y las otra sefales del azucar entre
70 y 75 ppm. Los espectros HMQC y HMBC (Figuras 11 y 12) permitieron asignar las
sefiales de RMN 'C del azicar de la mezcla 2 como sigue; H-1"§ 5,50 (s brd)
correlaciona con las sefales a 6.70,8, 72,4 y 136,8 ppm asignadas a los C-2", C-3"y C-3
del residuo de azucar y de la aglicona de tipo flavonol respectivamente. Es asi que se
concluye que la unidn entre el azicar y el flavonoide es de tipo a-L-rhamnosido ya que
ocurre en forma natural. A & 7,37 ppm, se observa un doble doblete con J=8,20Hzy J =
2,30 Hz, correspondiente a un H en la posicién H-6'. Adicionalmente el H-2'a § 7,51 ppm
con J=2,3 Hz acopla con el H-6', confirmando la posicion meta y la correlaciéon que
presenta el H-5 y H-6 con el espectro en COSY H-H (Figura 13) mostrando asi la

existencia de un anillo 1',3',4' tri-sustituido correspondiente al anillo B.

Es asi que se propone el esqueleto basico de un flavonol glicosidado constituido por los

anillos A, B y C y una unidad de Rhamnosa (Figura 14).

Figura 14. Subestructuras que conforman la mezcla 2
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Con el experimento de HMBC (Figura 12) se realizd la asignacién de las sefales
correspondientes al compuesto mayoritario de la mezcla 2. En el anillo B, las sefales de
los carbonos C-3', C-4'y C-1' (146,8, 150,0, 123,5 ppm) presentan correlacion con los
protones H-2', H-5' y H-6' (67,51, 7,37, 6,95, ppm). En el anillo C, al C-2 se le asigno &
158,9 ppm por la correlacién que presenta los protones H-2'y H-6' (§ 7,51, 7,37 ppm). La
sefial en 6 106,7 ppm se asigno al C-10 con la correlaciones que se observaron con los H-
6 y H-8 (66,26, 6,47 ppm) y al C-9 se le asigno la sefal en 159,3 ppm al presentar la
correlacion con el H-8 (6,47 ppm) (Figura 15). Adicionalmente, las senales
correspondientes de la parte glicosidica confirman la presencia de una unidad de
rhamnosa con (6 0,91, 3H, d, J = 6,4 Hz) caracteristico de la quercetina 3-O-ramnosido .
con respecto al sitio de glicosilacion se observa una correlacion entre el hidrégeno
anomeérico H-1" (5 5,50 ppm) del rhamnosido y el carbono C-3 de la aglicona del nucleo
flavonol & 136,8 ppm, ademas este proton anomérico presenta correlacion en HMBC con
el carbono C-2" ( J= 1,6 Hz)™. Con esta correlacién es posible establecer que la
estructura del compuesto mayoritario de la mezcla 2, corresponde al quercetina-3-O-a-L-

rhamnopiranosido conocida como quercitrina °>® (Figura 15)

Este compuesto ha sido aislado de las especies C. glabellus, C. schiedeanus, C.
bonplandiarus en sus partes aéreas y en el latex C. panamensis ®. Este compuesto no
presenté actividad larvicida frente al mosquito C. quinquefasciatus. La asignacion total de

las sefiales de RMN "H y "*C de este compuesto se encuentra en la tabla 6.

Figura 15. Correlaciones HMBC para la quercitrina



Tabla 6. Parametros de RMN 'H y Bc para las mezclas 1y 2

5 [ppm] multiplicidad J (Hz)

Posicion | Mezcla 1 Quercetina Mezcla 2 Mezcla 2 Que_rcitrina
5 'H Fossen et S 'H 513 Curir et al.
al. 2006 19965 H™
8 1H 72
2 - - - 158.9
3 - - - 136.8
4 - - - 180.3
5 12.76 - - 165.9
6,24, d, _ 6,24, d,
6 2 6.27 6.26, d, J=2.0 955 e
7 - - - 166,0
6,46, d, _ 6!41’ d!
8 e 6.47 6.47. d. J=2.0 100,5 s
9 - - - 159.3
10 - - - 106.7
1 - - - 1235
. 751.d, B 735, d,
2 oy 7.82 751, d, J=2,3 117.0 s
3 - - - 146.8
4 - - - 150.0
5 O o 697 |695dJ=82| 117,1 6,92, d, J=8
, 739, dd. 7.37. dd. 7.29, dd.
6 J28.3:2.0 7,72 J=8.2:2.3 1238 J=8.0 2.0
1" - - 550, s brd 103.7 531 brs
" _ 4,03 br s,
2 - - 423 d, J=16 73.0 ors
) 375, dd. 358, dd,
3 - - J=9.2:3.2 724 =945
4 - - 3.35, t, J=9.2 723 3.21.t, J=9
) 342 dd. 334, dq,
5 - - J=9.4:6.0 708 =96
6" - - 0,91, d, J=6.4 18,8 0.89, d. J=6
metanol-d,
metanol-d, acetona-dg acetona-dg DMSO- dg
Solvente | 400,13 40013 MHz | 100,0 MHz

MHz
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2.2.2 Analisis estructural de la mezcla 3

El fraccionamiento bioguiado y sucesivo de la fraccién activa F5A-6 se presenta en
la figura 51. Los resultados de actividad biolégica se ensefian en la Tabla 7 y grafica
3 y se observan como promisorias las fracciones F5C-1 y F5C-3. Basados en los
resultados de actividad, cantidad de muestra y el analisis preliminar por CCD se
seleccionaron las dos fracciones para continuar con el estudio. La fraccién F5I-2 (6
mg) proveniente de la fraccion F5C-1 se obtuvo como un solido de color amarillo y
presentd bioactividad. El espectro RMN 'H en acetona-ds (Figura 16) presenta 6
sefiales entre 6.0 y 8.0 ppm en la regién aromatica, se observan a campo bajo un
doblete a 12,7 ppm (d, J = 2.33 Hz) y en la region entre 3.1 y 5.8 ppm 7 sefales, 2
de ellas corresponden a protones anoméricos de dos unidades de carbohidrato. A
campo alto (0.8 - 2.2 ppm) se presentan sefiales correspondientes a metilos de tipo

terpeno. Por la cantidad de muestra no es posible purificar la fraccion mezcla 3.

Tabla 7 y Grafica 3. Actividad larvicida (1/CEsg) x 10% de las fracciones F5C y F5l frente a
larvas de C. quinquefasciatus.

. Peso | CEso pg/mL

Fracciones | (mg) | oromedio BIOENSAYO BAL - Cq

F5C-1 30 15

F5C-2 40 >1000 370

F5C-3 40 195 x 60 -

F5C-4 40 >1000 50

F5C-5 6 >1000 < ig

F5C-6 80 451 8 5 -

F5C-7 109 >1000 2 10-

F51-1 8 9 >1000 > 0-

F51-2 9 6 64 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1u

F51-3 10 14 >1000 FRACCIONES F5 COLUMNASCY |
Cafeina- 11 - 450
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2.2.3 Analisis estructural de la mezcla 4

La mezcla 4 proveniente de la columna D y de fraccionamientos sucesivos
bioguiados (Figura 51), condujo a la fraccién F5G-1. De esta fraccidon se obtuvo un
solido de color amarillo (10 mg), el cual presentd bioactividad. El analisis
espectroscopico 'H RMN permitié identificar la quercitrina como componente
mayoritario y un terpeno como componente minoritario. Por la cantidad de muestra

no fue posible continuar la purificacion.

Tabla 8 y Grafica 4. Actividad larvicida (1/CEsg) x 10° de las fracciones F5D, F y G frente
a larvas de C. quinquefasciatus

Fracciones | LSO | CEsopg/mL
(mg) | promedio
F5D-1 28 >1000
F5D-2 80 >1000
F5D-3 29 195
F5D-4 11 195
F5D-5 135 >1000
F5F-3 7 16 571
F5F-6 8 20 118
F5G-1 9 10 63
F5G-2 10 3 > 1000
F5G-3 11 5 > 1000
Cafeina- 12 — 450

2.2.4 Analisis estructural de la mezcla 5

El fraccionamiento bioguiado y sucesivo de la fraccién activa F5A-9 se presenta en
la Figura 51. Los resultados de actividad biolégica se ensefian en la Tabla 9 vy
Grafica 5. Se observan como promisorias las fracciones F5E-2, F5E-3 y F5E-4. Con
estos resultados de actividad, cantidad de muestra y el andlisis preliminar por CCD
se selecciond la fraccion F5E-2 para continuar con el estudio. De esta fraccion se
obtuvieron dos sélidos de color amarillo bioactivos, los cuales se denominaron F5J-
5 (89 mg) y F5J-6 (330 mg). Para continuar con el estudio se selecciond la fraccién
F5J-5 por ser la fraccion mas activa y porque en el analisis preliminar por CCD se

observa mas limpio. La fraccion F5J-6 se estudiara en trabajos posteriores.
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Tabla 9y Grafica 5. Actividad larvicida (1/CEsg) x 10% de las fracciones F5E, F5J frente a
larvas de C. quinquefasciatus.

Fracciones ?:‘Z‘)’ Cp'if;) rrp‘lgé?;L
F5E-1 72 > 1000
F5E-2 800 126
F5E-3 50 450
F5E-4 15 571
F5J-5 89 31
F5J-6 330 51

Cafeina-7 — 450

El espectro de RMN 'H en metanol-d, (Figura 17) de la fracciéon F5J-5 muestra 6

sefiales correspondientes a protones en la region aromatica, se distinguen 4 sefales

que desaparecen con la adicion de agua deuterada, por lo que se deduce que el

compuesto tiene grupos O-H. En la region alifatica entre 1-5,5 ppm se encuentran

12 senales; se destacan 3 sefiales correspondientes a protones anoméricos & 5,21
ppm (0, 47 H, dd, J=7,0; 15,6 Hz), 6 4,91 ppm (1H, brs) y § 4,68 ppm (0,6 H, d, J =

2,3 Hz) y 3 sefnales de grupos metilo entre 6 1,25 y 1,50 ppm caracteristico de

azucares de tipo rhamnosa. Las sefales restantes pertenecen a la parte glicosidica

entre § 3,45 - 4,10 ppm. Estas senales permitieron proponer que esta fraccion

presenta mezcla de compuestos flavonoides glicosidados.



Figura 16. Espectro de 'H de la mezcla 3 en acetona—ds.
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Figura 17. Espectro de 'H de mezcla 5 en metanol—d,
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2.3  ANALISIS DE LOS COMPUESTOS BIOACTIVOS PRESENTES EN EL
EXTRACTO F2

El extracto F2 (4,10 g), se sometié a cromatografia en columna (CC) denominada A
y se obtuvieron 16 fracciones mayores denominadas F2A-1 hasta F2A-16. Cada
una de estas fracciones fue evaluada con el bioensayo BAL-Cq (Tabla 10 y grafica
6).

Tabla 10. y Grafica 6. Actividad larvicida (1/CEszp) x 10° de las fracciones F2A-1 a F2A-16
frente a larvas de C. quinquefasciatus.

Fracciones ';;Z? gsg’ﬁgg‘é
F2A-1 214 619
F2A-2 266 353
F2A-3 48 >1000
F2A-4 46 >1000
F2A-5 100 >1000
F2A-6 1200 259
F2A-7 63 >1000
F2A-8 353 571
F2A-9 189 >1000

F2A-10 432 >1000
F2A-11 163 >1000
F2A-12 44 >1000
F2A-13 29 >1000
F2A-14 28 493
F2A-15 420 >1000
F2A-16 420 >1000
Cafeina-17 - 450

En la tabla 10 y en la grafica 6 se observa que las fracciones con los mejores
valores de actividad larvicida fueron las fracciones F2A-1, F2A-2, F2A-6, F2A-8 y
F2A-14. 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 selecciono las fracciéon F2A-6.

La fraccion F2A-6 (1.2 g), se separé por CC (B) y se obtuvieron 7 fracciones a las

cuales se les evalué la actividad larvicida. (Tabla 11 y grafica 7).
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Tabla 11 y Grafica 7. Actividad larvicida (1/CEsg) x 10% de las fracciones F2B-1 a F2B-7
frente a larvas de C. quinquefasciatus.

Peso CES0
Fracciones (mg) pg/mL
g promedio

F2B-1 59 118

F2B-2 409 >1000
F2B-3 80 88

F2B-4 47 >1000
F2B-5 150 354
F2B-6 286 223
F2B-7 150 354
Cafeina-8 - 450

En la tabla 11 y en la grafica 7 se observa que las fracciones con valores
promisorios de actividad larvicida son las fracciones F2B-1, F2B-3, F2B-5, F2B-6 y
F2B-7. 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 seleccionaron las fracciones F2B-1, F2B-
3y F2B-6.

2.3.1 Analisis estructural de los compuestos 3,4,5y 6

La fraccion F2B-1, por CGAR-EM presentd 5 componentes de los cuales 4 fueron
identificados (Figura 18). Esta fraccion present6 actividad larvicida frente a las larvas
de C. quinquefasciatus. (Tabla 11 y grafica 7)
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Figura 18. Analisis por CGAR-MS de la fraccién F2B-1
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