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Resumen

En el presente trabajo de investigacion se realiz6 el estudio fitoquimico de la especie Croton
rivinifolius Kunth perteneciente a la familia Euphorbiaceae, la misma que fue recolectada en
el canton Celica, provincia de Loja.

A través de la obtencion del extracto metandlico total como del extracto desclorofilado se
determiné que el rendimiento fue 6ptimo, sin embargo, se dificultd el aislamiento de
metabolitos secundarios. Adicionalmente, se pretende poner de manifiesto el gran arsenal
guimico que comprende el género Croton, esta informacion se ha podido validar a través de
la revision de los diferentes reportes bibliograficos, indicando que este género posee
metabolitos secundarios de gran interés ademés de una variedad de actividades bioldgicas.

Palabras claves: Euphorbiaceae, Croton, metabolitos.



Abstract

In the present research work, the phytochemical study of the Croton rivinifolius Kunth species
belonging to the Euphorbiaceae family was carried out, the same that was collected in the

Celica canton, Loja province.

Through obtaining the total methanolic extract as well as the dechlorophilic extract, it was
determined that the yield was optimal, however, the isolation of secondary metabolites was
difficult. Additionally, it is intended to show the great chemical arsenal that comprises the
genus Croton, this information has been validated through the review of the different
bibliographic reports, indicating that this genus has secondary metabolites of great interest in

addition to a variety of activities biological.

Keywords: Euphorbiaceae, Croton, metabolites.



Introduccién

El sentido de conservacién ha inducido a la especie humana a atesorar la salud y
recobrarla cuando la pierde. Es por eso, que desde la antigliedad en su habitat natural ha
buscado todo cuanto le sirva para aliviar o curar sus males o dolencias (Avello & Cisternas,
2010).

Durante miles de afios se ha evocado el valor terapéutico de la fitoterapia en todos
los continentes; es asi que los chinos fueron las primeras personas en usar el aloe con fines
curativos hace cinco mil afios. Los egipcios detallaron las propiedades del cafiamo, el opio,
la cicuta. Y asi se podria nombrar un sinfin de eventos en los cuales la fitoterapia ha jugado
un papel protagénico a lo largo de la historia para el alivio de patologias (Fundacion
Chemonics Colombia, 2003).

La utilizacion de plantas medicinales es una practica tradicional llevada a cabo hasta
la actualidad, aproximadamente el 80% de la poblacion mundial usa tratamientos basados en
plantas medicinales, cabe mencionar que este tipo de terapia es principalmente ejercida por
los paises en desarrollo al poseer algunos de ellos disminuida capacidad econémica (Ramirez
et al., 2018).

El Ecuador cuenta con una rica diversidad de especies vegetales, su uso se ha
relacionado directamente a los habitos o tradiciones culturales propias de cada region, las
cuales inicialmente fueron ejercidas de manera empirica y mas tarde de manera mas
fundamentada y racional al conocer sus cualidades terapéuticas (CARRERO & Déavila, 2018).
Esta practica ancestral forma parte de un valioso legado cultural que es transmitido de
generacién en generacion, de manera particular en las zonas rurales de nuestro pais, en
donde su aplicacion ha asistido significativamente a la poblacién (Ordéfiez & Reinoso, 2015).

La familia Euphorbiaceae es una de las mas extensas y variadas de las
Angiospermas, ya que contienen aproximadamente 8000 especies en 300 géneros. Encierra

especies predominantemente tropicales, pero también ampliamente repartidas en regiones



templadas. Los géneros mas caracteristicos son: Euphorbia (1000 especies), Crotén (500-
600 especies) y Phyllanthus (400 especies) ( Villalobos & Castellanos, 2010).

El género Croton, ostenta una gran variedad quimica, brindando un arsenal de
compuestos entre los que se destaca la existencia de diterpenos de tipo labdano, ciclitoles,
triterpenos, esteroides, sustancias fendlicas y flavonoides, los cuales, se caracterizan por
tener varias actividades bioldgicas, lo que fomenta la investigacion de nuevas sustancias
bioactivas (Barrera, Gbmez, & Castiblanco, 2016).

Las investigaciones de Croton a nivel farmacolégico procedentes de usos
etnobotanicos recalcan su potencial actividad como vasorrelajante, antiviral y
antihipertensivo. Segun la medicina tradicional diversas especies a partir de medicamentos
vegetales crudos (hierbas) y las preparaciones galénicas (extractos, tinturas, etc.) derivados
de ellos, son aplicados como agentes cicatrizantes y antimicrobianos, lo que nos induce a
continuar con la investigacion de especies del género con la finalidad de acrecentar el nimero
de agentes terapéuticos que posean una potencial actividad frente a patologias microbianas
y afines (Barrera et al., 2016).

Debido a que el género Croton se caracteriza por poseer un amplio rango de usos a
nivel terapéutico, se ejecutd el presente trabajo de titulacién el cual tiene como objetivo el
aislamiento y caracterizacion quimica de metabolitos secundarios del extracto metandlico de

la especie Croton rivinifolius Kunth y evaluar la actividad biolégica de los metabolitos aislados.



Capitulo uno
Marco tedrico

1.1 Medicina tradicional o alternativa

Desde tiempos remotos el hombre ha intentado atenuar sus dolencias y extender su
vida. Esta situacién se ha podido observar desde que existen registros histéricos de lo
sucedido de civilizacién en civilizacion, hasta la actualidad. Sin embargo, en pleno siglo XXI
el hombre no ha logrado escaparse de la muerte ateniéndose a paliar sintomas de patologias
e impedir el avance de otras (Avello y Cisternas, 2010).

En tiempos en que el hombre s6lo contaba con los recursos que el planeta le ofrecia,
busco en éstos las herramientas o instrumentos para reducir el dolor fisico e impedir la
muerte. Dentro de los recursos que mayor provecho tuvieron dentro de las culturas, se
encuentran los recursos minerales, ambientales y vegetales. Hasta mediados del siglo XX
estos conformaron los recursos terapéuticos de primera mano, siendo los recursos vegetales
los que destacan en el alivio de dolencias y en la prevencién de enfermedades (Avello y
Cisternas, 2010).

Es asi como cada zona del mundo desarroll6 su modo de aliviar basandose en las
plantas medicinales, utilizando plantas endémicas de las zonas cuestionadas, lo cual lo
convierte en una forma Unica y peculiar de aliviar dolencias. A lo largo del tiempo estas
particulares terapias constituyeron la mencionada medicina tradicional y al ser atesorado o
conservado por los pueblos fue denominada medicina aborigen o autdctona, constando estos
términos hasta la actualidad, como también las recetas o formulas tradicionales que poseen
varios usos, maneras de preparaciéon, suministracion, dosis entre otros parametros
farmacoldgicos modernos (Avello y Cisternas, 2010).

La medicina tradicional es un escenario presente en todo el mundo. Es parte del
patrimonio de cada pais ya que emplea conocimientos y practicas que se han transmitido de

descendencia en descendencia (Morén y Jardines, 1997). La utilizacion de conocimientos de



salud complementaria o alternativa es tan antigua, ya que desde el inicio de la civilizacion
integran las practicas de atencién familiar y comunitaria (Souza et al., 2011).

Los saberes de las diferentes comunidades resultan de gran valor cientifico tanto para
la evaluacién de su patrimonio cultural, como para la consolidacién del saber cientifico. Los
estudios etnoboténicos suelen referirse principalmente a los conjuntos de personas que
mantienen una relacion mas directa con la naturaleza, como por ejemplo los pueblos
indigenas y culturas rurales, ya que el acceso de estos a la medicina moderna se dificulta por
varias razones como por ejemplo la disminuida capacidad econdmica por lo cual contintan
usando la medicina tradicional a través del uso de sustancias procedentes de plantas
medicinales (Murillo et al., 2014).

La Organizaciéon Mundial de la Salud sefiala que la medicina tradicional es un
compendio de los saberes, capacidades y destrezas fundamentados en la teorias, dogmas y
vivencias propias de las culturas, que se han usado en el transcurso del tiempo para cuidar
la salud, prevenir, diagnosticar, perfeccionar y dar tratamiento a las diferentes enfermedades
tanto corporales como mentales(Organizacion Mundial de la Salud, 2013).

El uso de la Medicina Tradicional es conocido en toda Latinoamérica donde se
entrelazan una serie de relaciones tanto socioculturales como econdmicas las cuales
permiten su vigencia. El Ecuador goza de ser un pais intercultural y pluricultural de creencias
y practicas milenarias que son transmitidas de generacion en generacién por lo que se
caracteriza por su manera peculiar y distinta en el desarrollo de diagndstico y tratamientos de
patologias; al igual que su amplia variedad de plantas medicinales usadas para la
recuperacion de la salud de los paciente (Almeida & Almeida, 2014).

1.2 Plantas medicinales

A lo largo del tiempo las plantas medicinales han ocupado un sitio notorio, siendo el

recurso terapéutico o curativo mas importante para atencién de la salud de individuos y su

descendencia (Souza et al., 2011).



El reino vegetal destaca dentro de los reinos de la naturaleza, ya que favorece hasta
hoy en reducir sintomas y prevenir enfermedades. Las plantas componen un verdadero
arsenal quimico ya que comprenden un complejo y sorprendente metabolismo. De este
abundante arsenal tan solo un tercio se conoce, tomando en consideracion que existe una
variedad de especies a nivel global y aguellas que alin no han sido exploradas, sin tomar en
cuenta aquellas especies que ya se encuentran extintas (Avello & Cisternas, 2010).

Las plantas medicinales gozan de propiedades curativas, las cuales se deben a sus
principios activos los cuales se aislan mediante procedimientos de laboratorio (MSPE, 2016).

Ademas, los recursos vegetales poseen significativas aplicaciones en la medicina
moderna. Cabe recalcar que se usan como materia prima para la fabricacién de
medicamentos semisintéticos ya que son fuente de agentes terapéuticos. La disposicion
guimica de sus principios activos se puede usar de patron o estandar para la realizacion de
drogas sintéticas y tales principios se pueden aplicar como marcadores taxondmicos en la
investigacion y busqueda de nuevos medicamentos (Bermuadez, Oliveira, & Velazquez, 2005).
1.3 Biodiversidad en Ecuador

En la Enciclopedia de Plantas Utiles del Ecuador De la Torre, Navarrete, Muriel, Macia
y Balslev, indican que de las 5.172 especies que tienen reportado usos, el 60% corresponde
a plantas medicinales, el 55% son fuente de materia prima como por ejemplo los usados para
la construccidn, el 30% son comestibles y el 20% son usados en ceremonias religiosas y otras
practicas afines. La adicion de estos porcentajes supera el 100% lo que indica que varias de
las especies reportan diversos fines.

En Ecuador, el uso de plantas medicinales es una practica generalizada,
especialmente entre los habitantes de las zonas rurales que a menudo encuentran una amplia
variedad de estas plantas en los mercados populares. Esta practica proviene del
conocimiento ancestral. Se evalué que aproximadamente 5100 especies de plantas vegetales
se utilizan por diferentes razones; sin embargo 3188 se utilizan con fines medicinales como

infecciones, heridas, dolencias respiratorias, trastornos digestivos e inflamaciones, entre



otros. Segun las referencias, el 75 % de estas especies medicinales son nativas, el 5% son
endémicas, y el 11% se introducen siendo Asteraceae, Fabaceae, Rubiaceae, Solanaceae y
Araceae las familias mas utilizadas. La amplia diversidad de la flora del Ecuador ha fomentado
investigaciones sobre la busqueda de nuevas alternativas terapéuticas ya que la mayoria de
estas especies aln no han sido estudiadas.(Rondoén, Garcia, Cornejo, Rojas, & Teran, 2015)
1.4 Familia Euphorbiaceae

Esta familia comprende alrededor de 300 géneros y 5000 especies distribuidas
principalmente en América y el Africa tropical (Hegazy et al., 2010). La variacion morfolégica
de la familia es extensa y por consiguiente es dificil de determinar, hecho que ha sugerido
que las especies de ésta tengan un origen polifilético (Bittner et al., 2001).

Los géneros mas importantes son: Euphorbia (1000 especies), Crotén (500- 600
especies) y Phyllanthus (400 especies).(Pascual & Correal, 2010)

Desde la antigiiedad especies de Euphorbia se han utilizado en la medicina popular
para tratar enfermedades de la piel, migrafas, parasitos intestinales y verrugas. Las
actividades bioldgicas del género, incluyen actividad antitumoral, antibacteriano, antiviral y
propiedades citotoxicas y diferentes efectos vasculares (Hegazy et al., 2010).

15 Género Croton

El género Croton (Euphorbiaceae) comprende aproximadamente 1200 especies
ampliamente distribuidas en regiones tropicales y subtropicales del mundo (Rondén et al.,
2015). Estas especies son bien conocidas por su variedad de diterpenos de tipo labdano,
ciclitoles, esteroides, sustancias fendlicas y flavonoides (Barrera et al., 2016). Croton ademas
es rico en alcaloides activos (Salatino, Salatino, & Negri, 2007).

El género Croton se destaca por poseer una amplia variedad de actividades
biologicas. Las hojas son empleadas como cicatrizante, ademas poseen cualidades
antisépticas, hemostaticas y antinflamatorias. De igual manera se han utilizado en el
tratamiento de Ulceras gastrointestinales, colicos uterinos y como anticancerigeno (Barrera et

al., 2016). Las especies de Croton, como la mayoria de las Euphorbiaceae pueden contener



latex, al cual se le asocian propiedades medicinales especialmente para tratar afecciones de
la piel (Salatino et al., 2007).
1.5.1 Croton rivinifolius Kunth

Croton rivinifolius es un arbusto endémico del oeste de Ecuador y crece entre 0 y 500
metros sobre el nivel del mar; segun la medicina popular se ha utilizado para aliviar como
antiinflamatorio y antioxidante (Rondén et al., 2015).
1.5.2 Descripcion botanica de la especie Croton rivinifolius Kunth

Figural

Croton rivinifolius Kunth

Tabla 1

Clasificacion botanica de la especie Croton rivinifolius Kunth

Reino Plantae

Clase Equisetopsida

Orden Malpighiales

Familia Euphorbiaceae
Género Croton

Especie Croton rivinifolis Kunth

1.6 Metabolitos secundarios
Las plantas han sido la fuente de muchos farmacos importantes porque son capaces
de producir varias entidades quimicas y moléculas bioactivas a través del proceso conocido

como metabolismo (Shilpa, Varun, & Lakshmi, 2010).
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El reino vegetal se encuentra lleno de una extraordinaria variedad de metabolitos
extrafios, de los cuales en su mayoria no se les ha podido adjudicar ninguna intervencion
evidente en los denominados procesos metabdlicos primarios de la planta (fotosintesis,
respiracion, etc). Por consiguiente, estos compuestos tomaron el nombre de metabolitos
secundarios (Dirzo, 1985).

Inicialmente se creyé que los metabolitos secundarios no eran otra cosa que
productos de desecho del metabolismo. Actualmente se ha evidenciado que algunas de estas
sustancias son sintetizadas activamente por las plantas, ademas se ha sugerido que algunas
otras de estas sustancias estan implicadas en varias actividades como la proteccién contra
la radiacion ultravioleta o la de ser productos de detoxificacion de venenos ambientales (Dirzo,
1985).

Cabe recalcar que también reciben la denominacion de productos naturales y poseen
un transcendental valor tanto medicinal como econémico, procedente éste Ultimo de su uso
en la industria cosmética, farmacéutica y alimentaria. Varios de estos productos naturales,
gue ya fueron utilizados en la medicina tradicional como antidoto para combatir patologias,
se usan en la actualidad como medicamentos, resinas, gomas, potenciadores de sabor,
aromas, colorantes, etc (Avalos, A. y Pérez, 2009).

Los metabolitos secundarios se derivan generalmente de metabolitos primarios a
través de modificaciones, tales como metilacién, hidroxilacion y glicosilacion. Por
consiguiente, los metabolitos secundarios son ciertamente mas complejos que los
metabolitos primarios y se clasifican sobre la base de la configuracion o estructura quimica
(por ejemplo, azucar, anillos aromaticos), composicién (que contiene nitrégeno o0 no), su
solubilidad en varios disolventes o la via por la que se sintetizan. Se han clasificado en
Terpenos (compuestos enteramente de carbono e hidrégeno), fendlicos (compuestos de
azucares simples, anillos de benceno, hidrogeno y oxigeno) y compuestos que contienen
nitrégeno y/o azufre. Se ha observado que cada familia de plantas, género y especie produce

una mezcla caracteristica de estos metabolitos (Shilpa et al., 2010).
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Hasta la actualidad son limitadas las investigaciones realizadas a la especie Croton
rivinifolius Kunth, sin embargo, en el estudio realizado por Luna y Suéarez (2018) pudieron
aislar 4 compuestos identificados como Tilirésido, Escualeno, Swerdsido e Isocorydine.
1.6.1 Terpenoides

Dentro de los terpenos o terpenoides se encuentran mas de 40.000 moléculas
diferentes, por lo cual se lo considera el grupo mas numeroso de productos naturales o
también denominados metabolitos secundarios. De la ruta metabdlica de sintesis de estos
compuestas se forman tanto metabolitos primarios como secundarios (Avalos y Pérez, 2009).

A partir de metabolitos primarios los terpenos son sintetizados por dos rutas, la
primera es la ruta del 4cido mevaldnico, la cual se halla activa en el citosol, en donde tres
moléculas de acetil-CoA se condensan con la finalidad de generar acido mevalénico que
reacciona hasta generar isopentenil difosfato (IPP), la segunda ruta es la del metileritritol
fosfato (MEP) que ejerce o actda en cloroplastos y de igual manera forma IPP (Avalos y
Pérez, 2009).

Tanto el isopentenil bifosfato y el dimetilalil difosfato (DMAPP), intervienen como los
iniciadores o precursores en la sintesis de terpenos en reacciones catalizadas por prenil
transferasas las cuales dan lugar a pernil bifosfatos como geranil difosfato (GPP), precursor
de monoterpenos, geranilgeranil difosfato (GGPP) precursor de diterpenos y farnesil difosfato
(FPP) precursor de sesquiterpenos (Avalos y Pérez, 2009).

Los terpenoides constituyen una clase de productos naturales constituidos por dos o
mas unidades isoprenicas, considerablemente distribuidas en el reino vegetal (Maciel, Cortez,
& Gomes, 2006).

Avalos y Pérez (2009), indican que los terpenos poseen la siguiente clasificacion:

Tabla 2
Clasificacion de los terpenos.

GRUPO NUMERO DE NUMERO DE UNIDADES DE
CARBONOS ISOPROPENO
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Sesquiterpenos 15

3
Diterpenos 20 4
Triterpenos 30 6

8

Tetraterpenos 40

Politerpenos Mas de 8 unidades

Nota. Adaptado de Metabolismo secundario de planta, por Avalos & Pérez, 20009.

1.6.2 Compuestos fenodlicos

Los compuestos fendlicos pertenecen al grupo de metabolitos secundarios que se
caracterizan por tener uno o mas grupos hidroxilo (-OH), de reaccién acida, fusionados o
unidos a un anillo aromatico (Ringuelet & Vifia, 2013). Las rutas de biosintesis mas frecuentes
de estos productos naturales son la del sikimato (&cido sikimico) y la via del acetato (Martinez,
2007).

En cuanto a la estructura quimica, son un grupo numeroso que integra desde
moléculas sencillas como los acidos fendlicos hasta polimeros complejos como los taninos y
la lignina. A este diverso grupo también pertenecen los flavonoides (Avalos & Pérez, 2009).

Los compuestos fendlicos poseen diversas funciones biolégicas desde sustancias
aromaticas u odoriferas y pigmentos, venenos, compuestos oleopaticos, componentes
estructurales y agentes antifingicos y antimicrobianos. Varios de estos metabolitos
desempefian determinadas funciones para la planta, como inhibidores de la germinacion,
moléculas de sefalizacién, protectores frente a la radiacion solar, entre otros importantes
roles (Ringuelet & Vifa, 2013).

1.6.3 Flavonoides

Los flavonoides se hallan ampliamente difundidos en el reino vegetal y presentes en
las plantas vasculares de manera universal, a manera de glicésidos. Estos compuestos son
esenciales para el desarrollo y buen funcionamiento de las plantas, ademas conservan
propiedades relacionados con la salud humana, lo cual se debe a su actividad antioxidante

(Cartaya & Reynaldo, 2001).
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Estas sustancias, quimicamente pertenecen a los compuestos de naturaleza fenélica
y se distinguen por poseer un esqueleto carbonado que contiene 15 carbonos ordenados en
dos anillos aromaticos unidos por un puente de tres carbonos (Avalos & Pérez, 2009).

Los flavonoides se clasifican en funcién del grado de oxidacion del puente de tres
carbonos, siendo los méas destacados: antocianinas (pigmentos), flavonas, flavonoles e
isoflavonas (Avalos & Pérez, 2009).

Farmacologicamente, los flavonoides sobresalen por su disminuida toxicidad,
demostrando accion sobre el sistema vascular con actividad vitaminica P, lo que significa que
tiene un efecto protector de la pared vascular. Del mismo modo poseen actividad antioxidante,
pues inhiben la peroxidacion lipidica, gozan de efectos antimutagénicos e inhiben diversas
enzimas relacionadas con el funcionamiento vascular. Ademas de estas actividades, también
actian como diurética, antiespasmadica, antiulcerosa géstrica y antiinflamatoria (L6pez,
2002).

En las plantas, los flavonoides son sintetizados a partir de flavanonas procedentes a
su vez de chalconas derivadas de la ruta fenilpropanoide. La sintesis de las estructuras
basicas de los esqueletos flavonoides se debe a 3 grupos de enzimas las cuales son:
oxigenasas dependientes del 2-oxo glutarato, citocromo P450 hidroxilasas y reductasas
dependientes de NADPH (Drago, 2007).

1.6.4 Alcaloides

Cerca de 21,000 alcaloides encontrados hasta hoy en el 20% de la plantas, son
moléculas nitrogenadas de bajo peso molecular con una amplia variedad de estructuras
guimicas y de actividades biolégicas (Chacdn, Gonzéalez, & Riley, 2012). Un gran nimero son
heterociclicos sin embargo algunos son compuestos nitrogenados alifaticos (no ciclicos)
como es el caso de la mescalina y la colchicina (Avalos & Pérez, 2009).

En su estructura molecular contienen uno o varios &tomos de nitrégeno,
frecuentemente formando parte de un anillo heterociclico (Ringuelet & Vifia, 2013). Son

sélidos incoloros y cristalizables, cuyo peso molecular oscila entre 100 y 900 D, y puntos de
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fusion inferiores a 200 °C. Los alcaloides, son poco solubles en agua en su forma base y
solubles en disolventes organicos, por otro lado cuando se encuentran en forma de sal son
hidrosolubles, solubles en alcoholes e insolubles en disolventes demasiado apolares
(Martinez, 2007).

Las rutas biosintéticas que dan origen a los alcaloides son varias y los precursores o
iniciadores usados por las plantas son los aminoacidos (Ringuelet & Vifa, 2013). Estos
compuestos se dividen en tres grupos caracteristicos: alcaloides verdaderos, los cuales
constan de nitrégeno heterociclico y siempre son procedentes de aminoacidos;
protoalcaloides, que son aminas simples con caracter basico, nitrdgeno no heterociclico y
derivado también a partir de aminoacidos, y seudoalcaloides, con caracteristicas idénticas a
los alcaloides verdaderos, pero que no proceden de aminoacidos (Martinez, 2007).

Los alcaloides, a consecuencia de su interaccién con neurotransmisores, en humanos
crean respuestas tanto fisiolégicas y psicoldgicas y la mayoria de estos administrados a dosis
altas son toxicos. Sin embargo, a dosis bajas poseen un gran valor terapéutico como
relajantes musculares, tranquilizantes, antitusivos o analgésicos (Avalos y Pérez, 2009).

1.7 Métodos de separacién e identificacion

La quimica analitica efectia un papel fundamental en el estudio, caracterizacion y
cuantificaciéon de los distintos compuestos fitoquimicos (Ringuelet & Vifia, 2013).

Un determinado método analitico encierra una serie de pasos que comprenden en
primer lugar el almacenamiento de la muestra a analizar, seguidamente su preparacion,
separacion y el aislamiento de analitos, su identificacion o caracterizacion vy, finalmente, su
cuantificacién. Todos los pasos se deben realizar de manera minuciosa, pero se considera
como etapas criticas a la preparacion de la muestra y al aislamiento de los metabolitos.
Actualmente, mediante una serie de técnicas de analisis, la quimica analitica permite el
estudio de componentes fitoquimicos (Ringuelet & Vifia, 2013).

Tabla 3

Vision general de las técnicas analiticas utilizadas en fitoquimica
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Cromatografia en capa fina (TLC)
Cromatografia gaseosa (GC)
Cromatografia Cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC)
Cromatografia liquida capilar (u-LC)
Electroforesis en capa fina (TLE)
Isotacoforesis (ITP) (electroforesis a velocidad uniforme)
Electroforesis Electroforesis capilar (CE)
Espectroscopia UV
Espectroscopia infrarrojo (IR)
Espectroscopia en el infrarrojo cercano (NIR)
Técnicas espectroscopicas Espectroscopia de resonancia magnética nuclear (NMR)

Espectroscopia de masas (MS)
Nota. Adaptado de Productos naturales vegetales, por Ringuelet & Vifia, 2013.
1.7.1 Cromatografia

La separacion, caracterizacion y determinacion de componentes en mezclas
complejas es posible gracias a la cromatografia, ya que varias de dichas separaciones no
son posibles por otros medios (Skoog, Holler, & Crouch, 2008).

Hay una gran diversidad de métodos y técnicas cromatograficas, sin embargo, todos
tienen en comun la utilizacién de una fase mévil (FM), ya sea gas o liquida, la cual traslada
los componentes de la muestra a través de la fase estacionaria (FE). Los componentes a
separarse deben ser solubles en la fase maovil, pero deben tener la facultad de interactuar con
la fase estacionaria. De este modo, Asi, a lo largo de la separacién cromatografica, los
analitos suelen distribuirse entre las dos fases. Este método de separacién analitica se basa
en la diferencia de velocidad de migracién entre los componentes de la muestra. Cabe
mencionar que el movimiento relativo de cada molécula resulta del equilibrio dinAmico entre
dos fuerzas, las primeras fuerzas son aquellas que desplazan a las moléculas en el seno de
la fase movil, mientras que las otras fuerzas son aquellas que frenan o aplacan el
desplazamiento por interacciones con la fase estacionaria y suelen ser de diferente naturaleza

segun el tipo de cromatografia (Carro & Lorenzo, 2011).
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1.711 Cromatografia en columna

La cromatografia en columna es un método de separacién analitica, la cual consta de
una fase moévil y una fase estacionaria. En esta técnica se usan columnas huecas verticales
de vidrio las cuales estan cerradas por su parte inferior con una llave, la cual facilita la
regulacién del flujo de la fase mévil. Como fase estacionaria se usan algunas sustancias
sélidas y quimicamente inertes, que tienen la cualidad de adherir o fijar débilmente en su
superficie una gran variedad de compuestos, cabe destacar que la fuerza con la que se fijan
las sustancias sobre el adsorbente varia de un compuesto a otro, por lo general entre los
adsorbentes que usualmente se usan dentro de cromatografia en columna recalcan silica Gel
(6xido de silicio) o alumina (6xido de aluminio) (Torres, Sanchez, Mendez, & Perez, 2005).

La técnica se fundamenta en rellenar la columna con el adsorbente seleccionado que
debe sedimentar sin que se causen canales o grietas. Se ubica en la parte superior de la
columna la mezcla a separar, llamada cabeza de la columna que se logra mezclando el
adsorbente con la muestra con el eluyente (fase mévil) que se va a utilizar en el proceso de
separacion Ya sea por gravedad o presion, se deja que el eluyente empiece a descender por
la columna. La adsorcion de los componentes se produce con diferentes intensidades
consiguiendo que unos avancen mas que otros. Se recogen en la parte inferior de la columna
las diferentes fracciones cromatograficas, las cuales posteriormente se analizan y se agrupan
en funcion de sus caracteristicas (Torres, Sanchez, Mendez, & Perez, 2005).

Figura 2

Cromatografia en columna
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1.71.2 Cromatografia en capa fina

La Cromatografia en Capa Fina o TLC es una técnica muy utilizada ya que permite
realizar algunas acciones entre ellas: determinar el nivel de pureza de una muestra, dar
seguimiento a una reaccidén quimica, relacionar o comparar muestras, inspeccionar y
controlar lo que contienen las fracciones obtenidas por cromatografia en columna y fijar las
condiciones mas convenientes para una cromatografia en columna (Lépez et al., 2005).

La cromatografia de capa fina, es una forma plana de cromatografia que se emplea
en el cribado o tamizaje a gran escala tanto para analisis cualitativo, como para analisis
cuantitativos. La fase estacionaria consiste en una capa delgada de adsorbente
delicadamente dividido, la cual esta soportado ya sea sobre una placa de vidrio o de aluminio.
Para que la placa tenga una excelente adherencia se debe encontrar el aglutinante adecuado
es por eso que se puede emplear cualquiera de los sélidos que se utilizan en cromatografia
de liquidos. En esta técnica se coloca una pequefia muestra sobre la placa, se corre ubicando
el lado inferior de la placa en un disolvente apropiado. Por accion capilar el disolvente va a
ascender por la placa a distintas velocidades que van a depender tanto de la solubilidad como
del grado de retencion por la fase. Después de este procedimiento, las manchas de soluto se

hacen visibles gracias a un reactivo que forma un derivado colorido. Generalmente, las
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manchas suelen trasladarse a cierta fraccion de velocidad con la que se mueve el disolvente
y se determina por su valor de Rf es decir la distancia que recorre el soluto frente a la distancia
gue recorre el disolvente (Christian, 2009).

Figura 3

Cromatografia en capa fina

1.8 Técnicas espectroscopicas
1.8.1 Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-EM).

La cromatografia de gases y su acoplamiento con la espectrometria de masas,
componen un instrumento potente para la separacion, identificacion y cuantificacion de
componentes volatiles y semivolatiles presentes en mezclas complejas (Gutiérrez & Droguet,
2002).

Por su parte en la cromatografia de gases (GC) los componentes de la mezcla son
separados, detectados y cuantificados, y el Unico dato proporcionado para la caracterizacién
es el tiempo de retencién de los picos cromatogréaficos, pero cabe destacar que este dato no
basta para una identificacién irrefutable, ya que se examinan muestras que poseen varios
elementos (Gutiérrez & Droguet, 2002).

Por su parte en la cromatografia de gases (GC) los componentes de la mezcla son
separados, detectados y cuantificados, y el Gnico dato proporcionado para la caracterizacion
es el tiempo de retencion de los picos cromatograficos, pero cabe destacar que este dato no
basta para una identificacién irrefutable, ya que se examinan muestras que poseen varios

elementos. En cambio, la espectrometria de masas (MS) consigue identificar o caracterizar
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cualquier sustancia pura de manera casi infalible, pero regularmente no es idéneo para la
identificacion de los componentes individuales de una mezcla sin previamente haber
separado sus componentes, lo que se debe a la gran complejidad del espectro conseguido
por superposicion de los espectros particulares de cada componente. Por consiguiente, de la
agrupaciéon de estas dos técnicas surge una técnica combinada GC-MS que en principio
laboran en fase gaseosa y requieren de una pequefia cantidad de muestra para su analisis o
investigacion, por lo cual poseen alta compatibilidad y para cuyo manejo se necesita de
sistemas especiales de conexion (Gutiérrez & Droguet, 2002).

Figura 4

Cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas

1.8.2 Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

La resonancia magnética nuclear (RMN) es una técnica con amplias y reconocidas
aplicaciones en el ambito del analisis estructural (Garrido, Vélez, & Vérez, 2013). Constituye
uno de los equipos mas poderosos que existen actualmente para dilucidar estructuras de
moléculas, evaluacion de identidad y cuantificacion de compuestos, especialmente moléculas
organicas (Laurella, 2017).

Un espectrometro de RMN se basa fundamentalmente en un iman, un emisor de
radiofrecuencia y un detector de radiofrecuencia. Esta técnica se basa en las propiedades
magnéticas de los nucleos y se utiliza usualmente en las propiedades del ndcleo de
hidrogeno. Cabe mencionar que los electrones son los que van a producir modificaciones o
alteraciones, débiles pero visibles, siendo esos efectos electronicos los que daran origen a

los desplazamientos quimicos y a las constantes de acoplamiento, admitiendo de este modo
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el estudio detallado y minucioso de la estructura electrénica de las moléculas, motivo de la
aceptacion y éxito de la Resonancia Magnética Nuclear en quimica organica (Elguero, et al.,
2004).

Figura s

Resonancia Magnética Nuclear

1.9 Actividad bioldgica
1.9.1 Actividad antimicrobiana

Ultimamente debido a la frecuente resistencia presentada en los diferentes patégenos,
se han llevado a cabo investigaciones encaminadas a la busqueda de nuevas terapias
antimicrobianas como alternativas al uso de antibioticos ya conocidos. Se debe tomar en
cuenta que este es un significativo problema de salud publica, ya que implica impacto en la
salud, asi como en el costo-beneficio que involucra dar tratamiento a estas enfermedades
( Rodriguez, Zarate, & Sanches, 2017).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), Comunidad Andina de Naciones (CAN)
y la Universidad Nacional de Colombia, entre otros estados nacionales e internacionales, en
sus investigaciones establecen que se podrian plantear nuevas alternativas de tratamiento,
lo cual se conseguiria a través de la bioprospeccion y explotando los recursos naturales.
Las plantas constituyen uno de los elementos que se usan hoy en dia para la obtencién de

nuevos compuestos antimicrobianos (Rodriguez et al., 2017).
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1.9.2 Microorganismos

1.9.21 Bacterias grampositivas

1.9.2.1.1 Staphylococcus aureus

El género Staphylococcus estd compuesta por cocos Gram positivos, con un diametro
de 0.5a 1.5 ym, los cuales se encuentran asociados como células Unicas, en pares, tétradas,
cadenas cortas o formando racimos. Son microorganismos no mdaviles, no esporuladas, no
poseen capsula y son anaerobias facultativas. La gran parte producen catalasa la cual es una
particularidad que se utiliza para distinguir entre el género Staphylococcus de los géneros
Streptococcus como Enterococcus que son catalasa negativos (Cervantes, Garcia, & Salazar,
2014).

Particularmente Staphylococcus aureus es el agente etioldgico causante de varias
patologias como infecciones de piel y tejidos blandos, endocarditis, bacteremia, infeccion del
Sistema Nervioso Central y del tracto gastrourinario por esta razén y por la resistencia que
ha presentado a algunos antibidticos (Antibidticos B lactamicos y meticilina) esta cepa es
objeto de importantes estudios dirigidos a la busqueda de nuevos antibiéticos (Gil, 2000).

Figura 6

Imagen microscopica de Staphylococcus aureus

R

Nota. Adaptado de Assessment the Frequency of Staphylococcus aureus
Golden Methicillin- Resistant ( MRSA ) and Vancomycin-Resistant VRSA
in Determining the MIC Using E-Test. Immunological Disorders and

Immunotherapy, por Asadi y Jamali, 2017.
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1.9.2.1.2 Enterococcus faecalis

Enterococcus son células esféricas u ovoides, cuyo tamafio oscila entre 0,6-2,0 x 0,6-
2,5 ym. Son cocos grampositivos, se presentan en forma de pares o cadenas cortas, no
forman esporas. Son anaerobios facultativos, quimiorganotrofos, y poseen metabolismo
fermentativo (Pérez, Martinez, & Zhurbenko, 2010).

Enterococcus faecalis puede ser responsables de infecciones graves como
septicemia, infecciones de piel y tejidos blandos, infecciones del sistema nervioso central,
endocarditis, neumonia y sepsis intraabdominal (Arredondo, Echeguren, Arzate, & Medina,
2018).

Este género representa un reto terapéutico debido a su resistencia intrinseca, a varios
antibiéticos, incluyendo cefalosporinas, ertapenem, meropenem, penicilinas resistentes a
penicilinasa, aminoglucésidos, clotrimoxazol y clindamicina. Particularmente E. faecalis, es
resistente a piperacilina, ampicilina e imipenem. Debido a que este género es cada vez mas
resistente a antimicrobianos las opciones terapéuticas son mas limitadas es por eso que es
de suma importancia el estudio de esta cepa y poder determinar su perfil de susceptibilidad
para de esta manera evitar la propagacion de enfermedades causadas por este agente (Pérez
et al., 2010)

Figura 7

Imagen microscopica de Enterococcus faecalis

Nota. Adaptado de Cultivos primarios de células endoteliales aisladas de

cordén umbilical humano: un modelo biologico para el estudio de los
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mecanismos de infeccién por enterococos, por Chiriboga y Fontanilla,
2004.
1.9.2.1.3 Micrococcus luteus
Micrococcus son esferas Gram-positivas que se hallan en tétradas y en grupos
irregulares, generalmente no son moviles y no forman esporas. Habitualmente son aerdbicas
con un metabolismo rigurosamente respiratorio y ademas producen catalasa (Kocur, Kloos,
& Schleifer, 2006).
Forman parte de la microbiota normal de la piel del hombre, pero pueden originar
infecciones como endocarditis o bacteriemia en huéspedes susceptibles (Usé, Gil, Gomila, &
Tirado, 2003)

Figura 8

Imagen microscopica de Micrococcus luteus

Nota. Adaptado de Técnicas basicas de Microbiologia Observacion de
bacterias, por Vazquez, Martin, Siléniz, y Serrano, 2010.
1.9.2.2 Bacterias gramnegativas
1.9.2.2.1 Escherichiacoli
Escherichia coli es un bacilo gram negativo, anaerobio facultativo perteneciente a la
familia Enterobacteriaceae. Es considerado un microorganismo perteneciente a la microbiota
normal, pero hay cepas que pueden ser causantes de enfermedades y producir dafios
ocasionando diferentes cuadros clinicos, entre ellos diarrea (Rodriguez, 2002).
Escherichia coli puede estar involucrada tanto en problemas gastrointestinales, como

en infecciones de vias urinarias y neonatales. En cuanto a las infecciones intestinales, las E.
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coli se han clasificado en seis grupos: E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteropatégena
(EPEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli enterohemorragica (EHEC), E. coli
enteroagregativa (EAEC) y E. coli de adherencia difusa (DAEC) (Cortés et al., 2002).

A nivel mundial la resistencia antibiética es un problema emergente vigente en varias
bacterias, especialmente en la Escherichia coli, que posee elevados porcentajes de
resistencia hacia ampicilina, tetraciclina, trimetoprim-sulfametoxazol, cloramfenicol y acido
nalidixico, lo que implica grandes inconvenientes en el tratamiento antibiético cuando este es
requerido (Mosquito, Ruiz, Bauer, & Ochoa, 2011).

Figura 9

Imagen microscopica de Escherichia coli
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Nota. Adaptado de Microbiologia médica, por Brooks, Butel, Morse,
Carroll, y Mietzner, 2010.

1.9.23 Levaduras

1.9.2.3.1 Candida albicans

Las especies del género Candida se caracterizan por ser hongos unicelulares o
levaduras, siendo Candida albicans su principal representante. Dicho Microorganismo es una
levadura que se encuentra presente en la mayoria de los humanos como un microorganismo
comensal ubicuo, se halla normalmente en piel, colén, estomago, vagina, cavidad oral y recto

(Espina, Gillen, Calvo, & Meza, 2005).
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Habitualmente es inofensiva en personas sanas, pero en algunos en donde su sistema
inmunitario se encuentra debilitado o comprometido, puede convertirse en un patégeno que
causa infecciones tanto locales como sistémicas (Espina et al., 2005).

Figura 10

Imagen microscopica de Candida albicans

Nota. Adaptado de Microbiologia médica, por Brooks, Butel,

Morse, Carroll, y Mietzner, 2010.
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Capitulo dos
Materiales y Métodos

Figura 11
Esquema de la metodologia empleada en el aislamiento y caracterizacion quimica de metabolitos

secundarios de Croton rivinifolius Kunth.

Maceracion estatica
Secado de la muestra con metanol por 15
horas y filtrado

Recoleccion del
material vegetal

Obtencion del
extracto metanolico
total

Purificacion de Fraccionamiento del
compuestos extracto.

Identificaion de las
moléculas.

2.1 Recoleccion del material vegetal

Se recolectaron las hojas y tallos de la planta Croton rivinifolius Kunth en el cantén
Celica, ubicado al sur-occidente de la provincia de Loja. En la Via Célica-Cerro Guachanama,
a una altitud de 2255 msnm, con las siguientes coordenadas geogréficas 4°3'15" S y
79°53'34" W. La identificacién taxondmica fue realizada por el Dr. Nixon Cumbicus Torres y
una muestra fue depositada en el Herbario de la Universidad Técnica Particular de Loja

(UTPL) con voucher HUTPL 8027.
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2.2 Secado del material vegetal

Luego de haberse recolectado la materia vegetal, se procedié a descartar hojas que
se encontraban en mal estado, a continuacion, fue llevada hacia la cAmara de secado a 34°C
por 4 dias, eliminando asi toda el agua contenida en la planta.
2.3 Obtencidn del extracto total de metanol

El extracto metandlico se obtuvo a partir de 500g de muestra lo que incluyd las hojas
y tallos de la planta, una vez pesado se procedi6 a triturar y se realiz6 la maceracion dinamica,
la cual fue durante una hora a temperatura ambiente con 3 litros y medio de metanol por cada
maceracion, y se la ejecut6 por triplicado. Seguidamente, se filtr6 el extracto al vacio y se
concentrd a presion reducida a 30°C en donde finalmente se obtuvo el extracto total.

Figura 12

Proceso para la obtencion del extracto metandlico total

Nota. a) Filtracién al vacio b) Rotaevaporacion c¢) Extracto metandlico total

2.4 Desclorofilacion del extracto metandlico

Se realizd una biparticion liquido-liquido con el propésito de eliminar las clorofilas
presentes en el extracto de metanol (MeOH), para lo cual se pes6 10 gramos del extracto y
luego en un embudo de decantacién se afiadi6 una mezcla de 500ml de la polaridad
Metanol:Agua 8:2, posteriormente se colocé 500 ml de hexano por 3 veces y se eliminé el
gas, seguidamente se puso en reposo el embudo de decantacion por algunos minutos y se

observo la formacién de dos fases; en la primera fase se observo la parte de MeOH:H20 y la
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otra fase es la parte hexanica, finalmente se procedidé a concentrar en el rotaevaporador a
presién reducida la parte de Metanol:agua obtenida.

Figura 13

Proceso de desclorofilacion del extracto metandlico

Nota. a) Decantacion de fases b) Rotaevaporacion c) Extracto
metanolico desclorofilado

2.5 Cromatografia en capa fina

Antes de realizar el fraccionamiento en columna, se realizd un analisis del extracto
total a través de cromatografia de capa fina con diferentes solventes y a distintas polaridades
con la finalidad de determinar los analitos presentes y al mismo tiempo ver la mejor eleccion
para la separacion de los mismos.
2.6 Fraccionamiento del extracto metandlico

A partir de 2g del extracto total se realizdé un fraccionamiento en cromatografia en
columna utilizando 200g de silice gel 60 F254 en relacion 1:100, con polaridad creciente,
comenzando con acetato 100% hasta Acetato-Metanol-Agua en relacién 09:05:05. Se
recolectaron 159 fracciones de aproximadamente 100 mL cada una. Luego se procedio a
realizar cromatografia en capa fina de las fracciones resultantes utilizando una placa de CCF
(silica gel 60 F254) como fase estacionaria y como fase mévil Acetato-Metanol-Agua relacion

8:1:1. Seguidamente se observaron en una lampara de luz ultravioleta a 254 y 365nm y
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finalmente se unieron las fracciones de acuerdo a la similitud presente en la placa de

cromatografia de capa fina y Rf, dando un total de 9 fracciones.

Figura 14

Cromatografia en capa fina de las fracciones obtenidas del extracto metandlico.

Nota. a) Luz UV 254nm b) Luz UV 365nm c) CCF revelada
Tabla 4
Fraccionamiento cromatografico del extracto metandlico.

Cadigo de la Fraccion Fracciones Peso (mg)

105 — 124 291.5
125 — 159 112.5

2.7  Test paradeteccion de flavonoides o Test de Shinoda

Se pes6 20mg de extracto metandlico desclorofilado y se lo disolvi6 en 1 ml de
metanol, posteriormente se le agregé unas pocas gotas de &cido clorhidrico y una cierta
cantidad de alcohol isopropilico, seguidamente se le coloco magnesio torneado. Finalmente

se esper0 hasta observar el color rosado que indica la presencia de flavonoides en el extracto.
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2.8 Extraccion de flavonoides

Una vez realizado el Test de Shinoda, se realizé una biparticién liquido-liquido, para
lo cual se peso 1 gramo del extracto metandlico y se lo disolvié con 100 ml de agua destilada,
posteriormente en un embudo de decantacion se afiadi6 el extracto diluido y 500ml de acetato
de etilo (por tres veces), se agitoé vigorosamente y se eliminé el gas, seguidamente se puso
en reposo el embudo de decantacién por algunos minutos y se observo la formacion de dos
fases; en la primera fase se observo la parte de H2O y la otra fase es la parte del acetato de
etilo, finalmente se procedié a concentrar en el rotaevaporador a presion reducida la parte de
acetato de etilo obtenida.

Figura 15

Biparticion liquido - liquido

a)

Nota. a) Decantacion de fases c) Extracto (fase de acetato de etilo)

2.9 Fraccionamiento de la fraccién de particion de acetato de etilo

Se trabajo en el equipo BUCHI REVELERIS ®Prep System en donde, a partir de 226.6
mg de la fraccion de particion de acetato de etilo, el cual fue sujeto a un fraccionamiento en
cromatografia en columna utilizando 200g de silice gel de fase inversa, con polaridad
creciente, comenzando con agua-metanol en relacion 6:4, hasta metanol 100%. Se
recolectaron 120 fracciones de aproximadamente 30 ml cada una. Luego se procedi6 arealizar
cromatografia en capa fina de las fracciones resultantes utilizando una placa de CCF (silica
gel 60 F254 inversa) como fase estacionaria y como fase moévil Metanol-Agua relacién 6:4.

Seguidamente se observaron en una lampara de luz ultravioleta a 254 y 365nm y finalmente
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se unieron las fracciones de acuerdo a la similitud presente en la placa de cromatografia de
capa fina y Rf, dando un total de 4 fracciones.

Figura 16
Cromatografia en capa fina de las fracciones obtenidas de la fraccién de particién de

acetato de etilo

Nota. a) Luz UV 254nm b) Luz UV 365nm c) CCF revelada



Capitulo tres
Resultados y Discusion

3.1 Pesoyrendimiento del extracto metanélico obtenido de la especie Croton
rivinifolius Kunth
El rendimiento obtenido del extracto metandlico se muestra en la tabla 5.
Tabla 5
Rendimiento del extracto metandlico total de Croton rivinifolius Kunth
Extracto Peso inicial en g Peso final en g Rendimiento (%)

(planta seca)
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Metanol 500 g 39,59 7.9 %
3.2 Pesoyrendimiento del extracto metandlico desclorofilado obtenido de la
especie Croton rivinifolius Kunth
El rendimiento obtenido del extracto desclorofilado se detalla en la tabla 6.

Tabla 6

Rendimiento del extracto desclorofilado de Croton rivinifolius Kunth

Extracto Peso en g de Peso final en g de Rendimiento (%)
extracto total extracto desclorofilado
Metanol 10g 7.18¢ 71.8 %

3.3 Fraccionamiento del extracto metandlico de Croton rivinifolius Kunth

En la figura 17 el extracto metanodlico se encuentra fraccionado a la polaridad 8:1:1

acetato-metanol-agua en donde se puede observar una mejor separacion que en la figura 18,

la cual representa el fraccionamiento del extracto metandlico pero en fase inversa a polaridad

5:5 metanol:agua. Sin embargo al realizar el método de cromatografia en columna, los

resultado de separacion fueron mejores al utilizar los solventes metanol:agua.

Como ya se menciond anteriormente en la figura 17 se observa un mejor

fraccionamiento en capa fina del extracto metandlico, sin embargo al realizar la cromatografia

en columna, mostré que existian muchos méas metabolitos que los que evidenciaba en la CCF

fase directa, lo cual se puede evidenciar en la Figura 14 que contiene las fracciones obtenidas



33

de la cromatografia en columna manual, por lo que se procedié a realizar cromatografia en
columna ultraflash Reveleris basandose en los resultados obtenidos en el fraccionamiento en
capa fina fase inversa (Figural8), en donde se observé un mejor fraccionamiento de la
columna (Figura 16), hay que tomar en cuenta que la muestra usada en el Reveleris recibié
otro tratamiento ya que la finalidad era extraer flavonoides, sin embargo no se pudo aislar
ninguno por la abundancia de metabolitos que existian y porque se encontraban muy juntos
lo que dificulto la separacion de estos. Segun UNAM (2007), la cromatografia en columna
manual desde el punto de vista econdmico resulta ser la mejor, pero presenta la desventaja
de no ser reproducible en cambio el Reveleris o cromatografia flash puede programarse y por
ende ser reproducible ya que se pueden colocar las condiciones necesarias para que el
procedimiento de separacion sea efectivo.

Figura 17
Fraccionamiento del extracto metandlico en fase directa de Croton

rivinifolius Kunth (Polaridad 8:1:1 Acetato:Metanol:Agua)

o g

Nota. a) Luz UV 254nm b) Luz UV 365nm c) CCF revelada

Figura 18
Fraccionamiento del extracto metanélico en fase inversa de Croton

rivinifolius Kunth (Polaridad 5:5 Metanol:Agua)
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Nota. a) Luz UV 254nm b) Luz UV 365nm c) CCF revelada

3.4 Resultados obtenidos en el test de Shinoda

En el presente trabajo de investigacion se pudo determinar que la especie Croton
rivinifolius Kunth posee flavonoides ya que el resultado del Test de Shinoda fue positivo dando
una coloracion tenuemente rosada. En un estudio realizado por Rondon et al. (2015) a siete
especies entre ellas Croton rivinifolius, determinaron a través de pruebas cualitativas que esta
posee presencia de Flavonoides ya que tanto en el test de NaOH al 10%, el cual indica la
presencia de Xantonas, flavonas y flavonoles, como en el test de Shinoda el cual evidencia
que la planta posee auronas y chalconas el resultado fue positivo.

Figura 19

Test de Shinoda positivo
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3.5 Ensayos realizados en Croton rivinifolius Kunth

En los estudios realizados a los extractos apolares de esta especie, Luna & Suéarez
(2018) mencionan que a partir del extracto metanélico total de las hojas pudieron obtener
fracciones de particion de hexano, diclorometano, acetato y metanol/agua, en donde de la
fraccidon de particion de acetato lograron aislar dos compuestos, el uno que es de origen
flavonoide al cual se lo conoce como Tilirésido y otro cuyo origen es iridoide glicosilado de
nombre Swerosido el cual fue reportado por primera vez en esta especie. De igual forma del
extracto metandlico de los tallos pudieron aislar e identificar un metabolito de tipo alcaloide
nombrado como Isocorydine.

3.6 Metabolitos aislados en algunas especies del género Croton

Croton constituye uno de los géneros mas grandes de las plantas con flores, del cual
se han podido aislar compuestos de tipo terpeno (terpenoides, monoterpenoide, diterpenos),
acidos grasos insaturados, alcaloides del tipo aporfinico, tropanos, quinoleinas y
constituyentes fenodlicos tales como las flavonas, flavonoides glicésidos, miricetina,
galocatequinas etc. Los cuales son la base en la busqueda de nuevos agentes terapéuticos
para el tratamiento de patologias especificas (Barrera et al., 2016).

Ciertas especies del género Croton son empleadas ampliamente en medicina
tradicional y han manifestado poseer una interesante actividad en el tratamiento de ulceras
gastricas, leishmaniasis como antiinflamatorio, anti-maléarico, anti-oxidante, antileucémico,
anti- HIV, como antiofidico y en el control de plagas (Quevedo, Moreno, & Nufiez, 2007).

Como ya se menciond anteriormente Croton posee un abundante arsenal quimico; es
asi que en varias investigaciones realizadas a especies de este género como: Croton thurifer
Kunth (Morocho et al., 2020), Croton sellowi Baill (Palmeira et al., 2006), Croton rivinifolius
Kunth (Luna & Suarez, 2018), Croton micans Sw (Suarez, Chavez, Compagnone, & Orsini,
2012), Croton pedicellatus Kunth (Lopes, Andrade, Rocha, & Deusdenia, 2012) y Croton

huberi Steyerm (Suarez et al., 2005) pudieron aislar un flavonoide conocido como Tilirésido
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con férmula molecular C3oH26013y peso molecular 594.525 g/mol; la estructura quimica del
tilirdsido se puede observar en la Figura 18.

El tilirésido pertenece a los flavonoides glucosidicos que se componen por tres partes
diferentes: un flavonoide, un fenilo propanoide y un azlcar (Pierre & Gaston, 2017).Cabe
mencionar que este importante flavonoide esta contenido en varias plantas dietéticas, como
el tilo, la rosa mosqueta y la fresa (Goto et al., 2012).

Diversos informes han manifestado importantes actividades farmacoldgicas de esta
biomolécula (Pierre & Gaston, 2017). Ademas de poseer actividad antidiabético vy
antihiperlipidemia, el tilirosido ha manifestado una variedad de propiedades biolégicas, entre
las que incluye anticolinesterasa, antiprotozoal, antiinflamatorio, antirreumatico, antioxidante,
antioxidante, antiviral, citotoxico y efecto neuroprotector (Morocho et al., 2020).

Figura 20

Estructura quimica del Tilirésido

Nota. Adaptado de Chemical constituents of Croton thurifer kunth as a-glucosidase
inhibitors, por Morocho et al., 2020.

Por otra parte, tanto en los estudios realizados a la especie Croton micans Sw (Suarez
et al., 2012), Croton oligandrum Pierre ex Hutch (Abega et al., 2014), Croton sellowi Baill
(Palmeira et al., 2006), Croton nepetaefolius Ball (Santos & Rodriguez, 2008), Croton
stipuliformis Bark (Ramos et al., 2008), Crotdn macrobothrys Baill (Motta et al., 2011), Croton
abutiloides (Quituisaca, 2015) y Croton thurifer Kunth (Morocho et al., 2020), pudieron aislar

un metabolito secundario conocido como B-sitosterol el cual posee férmula molecular C29Hs00
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y peso molecular 414,71 g/mol. La estructura quimica del B-sitosterol se puede observar en
la Figura 19.

El B-sitosterol pertenece al grupo de los fitosteroles que son compuestos que se
encuentran presentes de forma natural en las plantas, estos esteroles contienen un nicleo
ciclopentanoperhidrofenantreno y exhiben un grupo hidroxilo en el carbono 3. La mayoria de
los esteroles naturales tienen una cadena lateral de 8 a 10 atomos de carbono y un enlace
doble en el carbono 5. Los diferentes esteroles solo varian en su cadena lateral, no obstante,
muestran grandes diferencias en sus acciones biolégicas en el organismo humano (Hung et
al., 2005).

En estudios preclinicos y clinicos realizados demuestran que el B-sitosterol mejora
algunas sintomatologias asociadas a la hiperplasia prostatica benigna, tales como el volumen
y frecuencia de la orina (Hung et al., 2005). Ademas, posee actividad antiinflamatoria ya que,
en procesos inflamatorios, imposibilitan la liberacion de factores proinflamatorios como la
interleucina 6 (IL6) y el factor de necrosis tumoral alpha por los monocitos activados, y
ademas reduce el edema (Gupta et al., 1980). Otra actividad y no menos importante es su
accién hipoglicemiante ya que estimula la secrecién de insulina, con lo cual aumenta los
niveles o concentraciéon de insulina circulante para el control de la glucosa en sangre. Aparte
de esto, debido a su efecto regulador de la produccién de anticuerpos, puede intervenir en
los procesos inflamatorios asociados con el estado inicial de la diabetes tipo |, protegiendo
contra la destruccion de las células B-pancreéticas, encargadas de la liberacién de insulina

(Ilvorra, D"Ocon, Paya, & Villar, 1988).

Figura 21

Estructura quimica del B-sitosterol
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Nota. Adaptado de Chemical constituents of Croton thurifer kunth as a-
glucosidase inhibitors, por Morocho et al., 2020.

En la especie Croton oligandrum Pierre ex Hutch (Abega et al., 2014), Croton pierrei
Gagnep (Yenjai, Pitchayawasin, Bunsupa, & Sangkul, 2005), Croton sellowi Baill (Palmeira et
al., 2006), Croton nepetaefolius Ball (Santos & Rodriguez, 2008), Croton micans Sw. (Suarez
etal., 2012), y Croton malambo Karst (Suarez & Marquéz, 2014) pudieron aislar el compuesto
estigmasterol cuya férmula molecular es Cz9H4s0 y cuyo peso molecular 412,69 g/mol. La
estructura quimica del estigmasterol se puede observar en la Figura 20.

En cuanto a su estructura quimica es importante mencionar que al igual que el (-
sitosterol, el estigmasterol pertenece al grupo de los fitoesteroles y tiene una estructura
guimica similar, solo varia en su cadena lateral ya que presenta un doble enlace (Mufioz,
Carlos, & Christian, 2011).

El estigmasterol actua como precursor en la fabricacion
de progesterona semisintética, una importante hormona humana que cumple un papel
fisiolégico fundamental en los mecanismos de regulacion y reconstruccién de tejidos
relacionados con efectos estrégenos, de la misma manera actla como intermediario en la
biosintesis de los andrdégenos , estrégenos y corticoides (Boeckman, Bershas, Clardy, &
Solheim, 1977) . Otra importante funcion de este metabolito es que se utiliza como iniciador
en la sintesis de vitamina D3 (Kametani & Furuyama, 1987). Ademas, ha demostrado
actividad insecticida en un estudio realizado en pupas de Drosophila melanogaster (Pefialoza

& Pelaez, 2017).


https://es.wikipedia.org/wiki/Progesterona
https://es.wikipedia.org/wiki/Estr%C3%B3geno
https://es.wikipedia.org/wiki/Corticoide
https://es.wikipedia.org/wiki/Vitamina_D3
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Figura 22

Estructura quimica del Estigmasterol

HO

Nota. Adaptado de Chemical Constituents of Croton oligandrum
(Euphorbiaceae), por Abega et al., 2014.

Por otra parte, el compuesto Vomifoliol o también denominado Blumenol A, ha sido
aislado de especies como Croton thurifer Kunth (Morocho et al., 2020), Croton huberi Steyerm
(Suarez et al., 2005), Croton chilensis (Bittner et al., 2001), Croton ferrugineus Kunth (Torres,
2019) y Croton pedicellatus Kunth (Lopes et al., 2012), este metabolito posee férmula
molecular C13H2003y peso molecular de 224,3 g / mol. La estructura quimica del VVomifoliol
se puede observar en la Figura 21.

El vomifoliol pertenece a los terpenoides, su estructura basica sigue un principio
general que radica en residuos de 2-metilbutano, frecuentemente conocidos como unidades
de isopreno, que son moléculas compuestas por 5 4tomos de carbono. Particularmente el
vomifoliol posee tres unidades de isopreno enlazadas y por este motivo corresponde al
subgrupo de los sesquiterpenos (Wagner & Elmadfa, 2003).

En un estudio realizado por Stuart & Coke (1975), se demostré que este vomifoliol
posee leve actividad antitumoral ya que se realizé ensayos de citotoxidad in vitro de este
compuesto contra lineas celulares tumorales humanas, en donde pudieron determinar que
este metabolito fue generalmente citotdxico, pero no significativamente potente debido a que
se trata de una molécula pequefia.

Figura 23
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Estructura quimica del Vomifoliol o Blumenol A

12 11 0

O

Nota. Adaptado de Chemical constituents of Croton thurifer kunth as a-
glucosidase inhibitors, por Morocho et al., 2020.

La quercitrina es un compuesto que se ha podido aislar y caracterizar de las especies
Croton huberi Steyerm (Suarez et al., 2005), Croton gossypiifolius Vahl (Suarez et al., 2013),
Croton glabellus (Novoa, Céspedes, Garcia, & Jorge, 1985) y Croton funckianus Mull (Vegas,
2010), su formula molecular es C21H20011 Y su peso molecular 448,38 g/mol. La estructura
guimica de la quercitrina se puede observar en la Figura 22.

Este compuesto es un glucésido formado a partir del flavonoide quercetina y el
desoxiazucar ramnosa, Cabe mencionar que es un metabolito perteneciente a los flavonoides,
especificamente al subgrupo de los flavonoles. Los flavonoles se caracterizan por poseer un
grupo hidroxilo en el carbono 3 del esqueleto flavonoide, cuenta con un doble enlace entre el
carbono 2 y 3, asi como un oxigeno unido al carbono 4, adicionalmente esta molécula
presenta una union glicosidica a través del OH en el carbono 3. (Rocha, 2012).

El flavonoide quercitrina ha manifestado su capacidad de originar la mejora de la
funcionalidad absortiva colonica, el cual es una de las complicaciones criticas en la
enfermedad de Inflamacién Intestinal, como las diarreas y otros. Siendo capaz de reponer
completamente el transporte hidroelectrolitico colénico, lo que se traduce en una reduccion
de la incidencia de diarrea, uno de los sintomas que caracterizan la inflamacién intestinal
(Chong, 2011). En otro estudio se resalta la actividad antiinflamatoria de esta molécula asi
como su capacidad para permitir la regeneracion de tejidos periodontales (Gomez, 2015). En

un estudio realizado en ratas diabéticas se le asocia a esta biomolécula una actividad
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protectora ya que previene las cataratas (Prieto, Morales, & Vicente, 2013). Finalmente segun
Novoa et al. (1985), quercetrina presenta actividad hipotensora (Novoa et al., 1985).

Figura 24

Estructura quimica de la Quercitrina

Nota. Adaptado de Chemical constituents from Croton huberi, por Suérez et

al., 2005.
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Conclusiones

Croton es uno de los géneros mas importantes de plantas, el cual comprende una
variedad de metabolitos secundarios como de usos, lo cual ha determinado su importancia

medicinal.

En la especie Croton predomina la presencia de terpenos como de flavonoides, los

cuales se caracterizan por poseer un extenso rango de actividades bioldgicas.



Recomendaciones

Profundizar el estudio de las especies pertenecientes al género Croton ya que los

metabolitos contenidos en ellas son la base en la bisqueda de nuevos farmacos.
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