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RESUMEN

Croton pungens es una especie vegetal del género Croton, de la que se tiene poco
conocimiento de su composicion quimica. El analisis fitoquimico realizado a las
hojas y tallos de la planta, sugiere la presencia de distintas familias de metabolitos
secundarios (alcaloides, taninos, polifenoles, flavonoides y antraquinonas). El
extracto hexanico (40 mg/ml) ejercid escasa actividad antibacteriana, la cual se
evidencio por la presencia de un halo de inhibicibn de 8 mm contra
Staphylococcus aureus. No se observo actividad antifungica frente a los
patdgenos ensayados. Se realiz6 un fraccionamiento por cromatografia de
columna al extracto metandlico crudo, donde se obtuviero una fraccién. De la
fraccion 4 eludida con cloroformo, se aislé un compuesto (1) y se caracteriz6 como
3,4-dehidroteaspirona, mediante una combinacion de analisis de RMN,
consistentes en *H-1D, *C-desacoplando en protones-1D, *H-'H COSY, *H-*C
HMQC y *H-**C HMBC, ademas de célculos computacionales. Este es el primer
reporte del compuesto con su estructura validada por calculos computacionales,
en el género Croton; encontrando una discrepancia con la estructura reportada
en la literatura, en la posicibn de los metilos geminales en C10. La
3,4-dehidroteaspirona es un compuesto de origen natural, potencialmente
antipaludico. Los resultados obtenidos indican que C. pungens es una planta con
relevancia etnobotanica, que también pudiera tener importancia a nivel de la
industria farmacologia, debido al compuesto detectado y aislado en ella.



INTRODUCCION

Las plantas son seres vivos caracterizados por poseer células con paredes
celulares compuestas de celulosa. Su proceso evolutivo les ha permitido
adaptarse a diferentes ambientes y desarrollar una gran variedad de grupos,

familias, géneros y especies (Hoffmann y Armesto, 2008).

Durante miles de afos, las plantas han constituido un recurso valioso para
satisfacer las necesidades de los seres humanos, siendo empleadas para una
amplia diversidad de productos vegetales como alimentos, madera, utensilios y
medicinas (Sharma y Sarkar, 2012).

El uso de las plantas medicinales se remonta a tiempos antiguos, donde eran
administradas en forma de tinturas, infusiones, polvos, cataplasmas y otras
formulaciones. EI conocimiento sobre las dolencias, enfermedades y el tratamiento
medicinal a base de plantas, ha sido preservado gracias a la tradicion oral
(Balunas y Kinghorn, 2005).

La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS), define la medicina tradicional como
un conjunto de conocimientos, practicas y habilidades fundamentadas en
creencias, teorias y experiencias de caracter autéctono de diversas culturas, que
pueden o no tener explicacion y que son utilizadas en el mantenimiento de la salud
y en la prevencion, la mejora o el tratamiento de una enfermedad fisica 0 mental.
Las plantas medicinales poseen fitoquimicos que les otorgan actividad biologica.
Los fitoquimicos son compuestos organicos bioactivos que se pueden encontrar

en diferentes partes de la planta (Ugboko et al., 2020).

La mayoria de las moléculas terapéuticamente activas aisladas de plantas
corresponden a los metabolitos secundarios (MS), también conocidos como
productos naturales (PN). Estos son capaces de interactuar con macromoléculas

como proteinas, acido desoxirribonucleico (ADN) y otras de caracteristicas



semejantes, convirtiendo a los MS en biomoléculas de gran relevancia
farmacoldgica. Las funciones de los MS en las plantas son amplias, debido a que
participan en la proteccion general de la planta, eliminando radicales libres,
absorbiendo luz ultravioleta y como mecanismos quimicos de defensa contra
animales o patdégenos (Sen y Samanta, 2014). El origen de los MS, es el
catabolismo de los metabolitos primarios; en tal sentido, la biosintesis de los MS
comienza a partir de vias béasicas, como por ejemplo la glucdlisis, para luego
diversificarse. Este proceso depende en gran medida del tipo de célula vegetal y la
etapa de desarrollo en la que esta se encuentre, asi como las condiciones
ambientales, teniendo como resultado la existencia de una enorme variabilidad en
la concentraciéon de MS, su localizacion y almacenamiento en los diferentes

organos y tejidos de las plantas (Li et al., 2020).

La domesticacion vegetal que han realizado los seres humanos a través de los
siglos, ha afectado la composiciéon y el contenido de las especies vegetales. Al
emplear la seleccion artificial, mediante la seleccion de las plantas con las
caracteristicas deseadas o la manipulacion del medio ambiente, los MS pueden
poseer diferentes perfiles y funcionar como sustancias intoxicantes, estimulantes u

otorgar resistencia a los cultivos contra plagas y patdégenos (Bautista et al., 2012).

La fitoquimica es la ciencia que se dedica a la caracterizacion estructural,
evaluacion de propiedades e investigaciones biosintéticas de las sustancias de
origen natural y producidas por el metabolismo secundario de las plantas. Esta
disciplina cientifica tiene una gran importancia a nivel econdémico, social y de

investigacién quimica y farmacolégica (Braz, 2010).

En afios recientes, alrededor del 25 % de la medicina moderna tienen su origen en
productos naturales; el descubrimiento de estas nuevas sustancias esta guiado
principalmente por el uso de esos organismos en la medicina tradicional. Las
moléculas modificadas quimicamente han desplazado a los extractos naturales en

las naciones con mayor desarrollo economico. Sin embargo, gran parte de los



paises subdesarrollados dependen principalmente de los remedios etnobotanicos
(De Luca et al.,, 2012). A nivel de estos paises, las enfermedades infecciosas
causadas por virus, parasitos, hongos y bacterias constituyen una de las
principales amenazas a la salud publica; en este sentido, el uso de las plantas que

poseen valor medicinal es un recurso ampliamente utilizado (Dhama et al., 2014).

Por otro lado, el incremento en la resistencia de los microorganismos y parasitos a
los medicamentos empleados historicamente conlleva al desarrollo de nuevos
farmacos mas eficaces para frenar la progresion de enfermedades. Debido a la
diversidad biolégica y estructural de los componentes de las plantas, estas
constituyen una valiosa fuente de compuestos antibacterianos, antifungicos,

antivirales y antiparasitarios (Sakkas y Papadopoulou, 2017).

La primera generacion de medicamentos de origen vegetal fue realizada con
elementos botanicos administrados mas o menos en forma cruda. Basados en la
evidencia empirica y cultural, sociedades de diferentes partes del mundo utilizaron
fitomedicinas eficaces en estado natural provenientes de plantas variadas como la
Cinchona officinalis L. (quina), Papaver somniferum L. (adormidera), Atropa
belladona L. (belladona) y el género Aloe, comiunmente conocido como sabilas
(Mahady, 2005).

El género Croton, de la familia Euphorbiaceae, es ampliamente usado en la
medicina tradicional. Este género contiene aproximadamente 1300 especies entre
hierbas, arbustos y arboles distribuidos en las regiones tropicales y subtropicales
del planeta. La mayoria de estas plantas producen un latex de color rojizo y son
clasificadas como aromaticas, debido a que poseen aceites volatiles. Los
remedios preparados con las especies de este género han sido empleados en
Africa, el sur de Asia y en América de Sur para el tratamiento de enfermedades
como dolores de estdbmago, abscesos, malaria, cancer, fiebre, hipertension,
parasitosis intestinales causadas por helmintos, diabetes, inflamacién y pérdida de

peso (Salatino et al., 2007). Las especies que integran el género Croton son



abundantes en diferentes tipos de diterpenoides, ademas poseen alcaloides y
glucésidos como parte de sus compuestos fitoquimicos, lo que podria explicar sus

amplias propiedades farmacolégicas (Wen-Hui et al., 2018).

Croton pungens Jacg., es un arbusto de hojas ovaladas o en forma de corazén
con un apice largamente acuminado y flores pistiladas sésiles, lo que la diferencia
de las demas especies (figura 1). C. pungens tiene una amplia distribucién en el
territorio venezolano, abarcando la cordillera de la costa y la serrania del interior
del pais. Comunmente se le puede observar formando parte de los arbustales a

orillas del camino (Lujan et al., 2015).

i

Figura 1 Fotografia de ejemplar de Croton pungens Jacq. preservado en el Royal
Botanic Gardens, Londres

Son escasos los estudios hechos sobre la planta C. pungens. Sin embargo, se ha
reportado la presencia de compuestos fitoquimicos como fitol, nor-kaurano,
B-sitosterol y un éster de B-sitosterol en los extractos apolares de esta especie
(Marquez, 2011) ver figura 2. Otros autores han sefialado que los extractos
acuosos de C. pungens tienen la capacidad de inducir una disminucion en los
niveles de glucosa cuando se utiliza un modelo de diabetes experimental, sin
afectar los niveles de colesterol. Por otra parte, se ha indicado que el extracto

acuoso de C. pungens posee toxicidad aguda de baja intensidad, cuando es



administrado en ratones de experimentacion (Torrico et al., 2013).

Fitol Nor-ent-kaurano

B-sitosterol Ester de B-sitosterol

Figura 2 Compuestos aislados previamente de los extractos apolares del Croton
pungens

Investigaciones recientes han descubierto en las especies del género Croton
diversos productos naturales y actividades biologicas diversas. Del mismo modo,
se ha reportado que el extracto de las partes aéreas de C. laevigatus contenia un

nuevo diterpenoide de tipo isopimarano (figura 3) (Man-Yu et al., 2019.).

Un analisis fitoquimico de las raices de la planta C. crassifolius llevd al
descubrimiento de cinco sesquiterpenos, dos de ellos nuevos, enriqueciendo la
diversidad de los compuestos quimicos encontrados en la especie C. crassifolius
(Jin-Long, 2019). Asimismo, en un estudio realizado por Silva et al. (2020), se
encontré que en las raices de C. velutinus estaban presentes cuatro nuevos

derivados de fenilpropanoides; dos de ellos con actividad citotdxica,



antiinflamatoria y tripanocidas. Segun una investigacion realizada por Niu et al.
(2020), los aceites esenciales, extraidos de las semillas de C. tiglium son capaces
de reducir la proliferacion e inducir la apoptosis de lineas celulares de cancer de
pulmoéon. De igual manera, un estudio realizado por Araujo et al., (2017)
demostraron que los aceites esenciales de las hojas de la especie C.
ceanothifolius poseen un efecto sinérgico con algunos antibioticos contra cepas

bacterianas multirresistentes.
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Figura 3 Estructura del isopimarano aislado de C. laevigatus

La especie C. pungens, segun sefialo Marquez (2011), contiene metabolitos
secundarios reportados en otras especies. Ademas, concluyé que el uso del
extracto acuoso de las hojas de la planta es seguro para pruebas in vivo. Estos
extractos presentan baja toxicidad y no ocasionan letalidad. Interesantemente,
también se observdO que aquellos organismos expuestos a estos extractos
presentaron la capacidad de reversion de los efectos téxicos de los mismos a
concentraciones especificas. En este sentido, los resultados parecen indicar que

los extractos de C. pungens poseen un efecto citoprotector.

Es necesario resaltar que la fundamentacion de los andlisis, caracterizacién y
elucidacion de las estructuras moleculares de los productos naturales aislados de
plantas y otros organismos, se basan en diferentes métodos y técnicas
cromatograficas, espectroscopicas y espectrométricas, entre ellos; infrarrojo,

cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas, cromatografia de



alto desempefio acoplada a espectrometria de masas de alta resolucion, y
resonancia magnética nuclear de campo alto, como las mas notables (Herrera-
Mata et al., 2002; Chauhan et al., 2015). Sin embargo, de reciente data se han
incorporado las técnicas de simulacion computacional, entre ellas, la dinamica
molecular y la teoria de densidad funcional y redes neuronales (MD, DFT y NN,
por sus siglas en inglés, respectivamente), las cuales tienen como finalidad agilizar
y corroborar las estructuras espaciales y conformacionales de los compuestos

caracterizados (Corona, 2018).

La falta de estudios fitoquimicos sisteméaticos de C. pungens, la poca informacién
con respecto a los compuestos que forman parte de la fitoquimica de la planta, su
actividad antimicrobiana, abundancia y diversidad estructural de los productos
naturales anteriormente aislados, asi como su potencial utilidad farmacologica,
motivaron la realizacidén de este trabajo de investigacion, que tiene como finalidad
descubrir potenciales principios activos para su posterior uso terapéutico y

medicinal.



METODOLOGIA

Obtencion del material vegetal
Las hojas y tallos de Croton pungens se recolectaron en el sector Granadillo, de la

localidad de Onoto, estado Anzoategui, Venezuela.
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Figura 4 Ubicacion del area de muestreo de la planta Croton pungens Jacq.,
sector Granadillo, Onoto, estado Anzoategui

Las partes aéreas de C. pungens se secaron a la sombra durante una semana, a
temperatura ambiente en un lugar seco y fresco. No se observo proliferacion de
hongos durante el secado. Seguidamente las muestras de las hojas (MH) y los
tallos (MT) secos se separaron y fueron molidas independientemente.
Posteriormente, las muestras fueron extraidas sucesivamente con hexano y
MeOH durante 3 dias. Ambos extractos fueron concentrados a presién reducida



en un rotaevaporador Heidolph, hasta un volumen aproximado de 150 ml,

obteniéndose asi el extracto crudo metandlico y hexanico de las hojas y los tallos.

Andlisis fitoquimico

Alcaloides

El extracto crudo se evapord hasta sequedad y, fue retomado con HCI al 10 %
seguidamente se extrajo con CHCI3. La fase acuosa fue alcalinizada con hidroxido
de amonio y se extrajo nuevamente con CHCI;. Las tres fases obtenidas se
analizaron por separado con el reactivo de Dragendorff; el mismo permitié detectar
la presencia de alcaloides basicos, débilmente basicos y sales cuaternarias de
amonio, respectivamente (Marcano y Hasegawa, 2018).

Saponinas

Una pequefia porcion del extracto crudo se colocé en un tubo de ensayo con 2 mi
de agua destilada; posteriormente, se agité vigorosamente la muestra durante
30 segundos. La prueba se confirma como positiva tras la formacion de una
espuma persistente durante 30 minutos, 3 cm por encima de la superficie de la

disolucion (Marcano y Hasegawa, 2018).

Flavonoides

La presencia de flavonoides se evalu6 mediante dos metodologias. Primer
ensayo: el extracto crudo, fue llevado a sequedad y, tratado con &cido clorhidrico
concentrado y virutas de magnesio; la prueba se consider6 como positiva al
producirse una coloracion roja luego de entre 10 y 20 minutos de reaccion.
Segundo ensayo: una gota del extracto crudo se colocé sobre papel del filtro y se
rocio con una solucion de cloruro de aluminio al 1 %. La aparicion de una
coloracion amarilla fluorescente bajo la luz ultravioleta (265 nm), indicaria la

presencia de flavonoides (Marcano y Hasegawa, 2018).

Taninos y polifenoles

Determinacion de polifenoles: el extracto crudo se llevdo a sequedad,
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seguidamente se retom6 en agua destilada y se filtr6. Posteriormente se le
adicion6 una disolucion de cloruro férrico al 1 %; la presencia de fenoles se
determind por la aparicion en la disolucibn de una coloracion marrén.
Determinacion de Taninos: se trato el extracto crudo con una disolucion al 1 % de
gelatina en NaCl al 1 %; en caso de observarse una ligera precipitacion, indica la

presencia de taninos en la muestra (Marcano y Hasegawa, 2018).

Antraquinonas

El extracto crudo se llevd a sequedad y se extrajo con KOH al 1 % m/v.
Posteriormente, la solucién se filtr6 y se acidificé con acido acético y luego se
extrajo con benceno. Un ensayo positivo ocurre cuando la fase organica toma una
coloraciéon roja al alcalinizarla con hidréxido de amonio (Marcano y Hasegawa,
2018).

Pruebas de actividad bioldgica

Con los extractos crudos obtenidos se realizaron pruebas de antibiograma
(antibacteriana y antifangica) mediante la técnica de difusion en agar, segun la
metodologia de Bauer-Kirby et al. (1959/1966) y Madubunyi (1995).

La actividad antibacteriana del extracto vegetal se comprobé empleando cepas

bacterianas ATCC, clasificadas en Gram positivas y Gram negativas (tabla 1).

Tabla 1 Cepas bacterianas utilizadas en la evaluacién de la actividad biolégica en
los extractos de Croton pungens

Bacterias Coloracién de Gram
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Positiva
Escherichia coli ATCC 25922 Negativa
Enterecoccus faecalis ATCC 27853 Positiva
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9212 Negativa

Siguiendo la técnica de difusion en agar, se impregnaron discos estériles de papel
de filtro Whatman N° 1 de 5 mm de diametro, con 10 pl de una solucién del

extracto crudo de las hojas de Croton pungens. Los discos impregnados se
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colocaron en la superficie de placas de Petri, previamente servidas con agar
Muller-Hinton e inoculadas con una suspension de cepas bacterianas de una
concentraciéon conocida (1x10® UFC/ml), las cuales se estandarizaron por

comparacion con el patron de turbidez de McFarland de 0,5.

Luego, se realiz6 una pre-incubacion de las placas refrigeradas a 5 °C por
12 horas, para permitir la difusion del extracto en el medio. Seguidamente, las
placas se incubaron a 37 °C por 24 horas en una incubadora microbioldgica. Por
altimo, se verificé la actividad antibacteriana mediante la presencia de un halo de
inhibicién alrededor de los discos de papel de filtro. Los diametros de los halos de

inhibicion se midieron con una regla milimétrica (Bauer et al., 1966).

Las cepas de hongos filamentosos utilizadas se cultivaron en tubos inclinados con
agar papa dextrosa, a temperatura ambiente. Luego, se agregaron 10 ml de agua
destilada a cada uno de los tubos antes mencionados y se procedid a agitar y
filtrar para obtener la suspension micética. Esta suspension se utilizé para inocular
las placas de agar papa dextrosa. En las placas se colocaron los discos de papel
de filtro Whatman N° 1 de 5 mm de diametro, impregnados con 10 pl del extracto
crudo y se incubaron a temperatura ambiente durante cinco dias. La actividad
antifingica se comprob6 por la presencia de un halo de inhibicion alrededor de los
discos, el cual se medié su diametro con una regla milimétrica (Madubunyi, 1995).
(tabla 2).

Tabla 2 Cepas de hongos del tipo levadura y filamentosos utilizadas en la
evaluacion de la actividad antifingica biolégica en los extractos de Croton
pungens.

Hongos Origen
Candida albicans Laboratorio de Micologia (HUAPA)
Aspergillus niger Laboratorio de Micologia (HUAPA)

Aspergillus terreus Laboratorio de Micologia (HUAPA)
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Procedimiento cromatografico

La purificacion del extracto alcohdlico obtenido se realizé por cromatografia de
columna, utilizando gel de silice de 60 mesh (malla 35-70). Se emple6 como
eluyente una mezcla de disolventes organicos de polaridad creciente,
comenzando con hexano, hasta llegar a metanol, en proporciones variables,
obteniéndose varios eluatos que se agruparon en fracciones, sobre la base del
comportamiento cromatogréfico de los mismos, observado por cromatografia de

capa fina analitica (base aluminio).

Caracterizacioén

Cromatografia de gases y Espectrometria de masas

Se realizd en un espectrometro HP 5890 series Il, equipado con una columna
capilar abierta (60 m x 0,25 mm x 0,25 um), con He como gas de arrastre,
acoplado a un detector de masa de tipo cuadrupolo simple, modelo HP 7951A,
operado con el software Chemstation. El espectro obtenido proporcioné una
primera aproximacién de los compuestos presentes en las muestras, al ser
comparado con la base de datos Wiley; la identificados se hizo mediante
comparacion del tiempo de retencidén y relacion masa-carga (m/z) con aquellas

reportadas en la base de datos de espectrometria de masas Wiley (Yarkov, 2004).

Espectroscopia Infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR)
El extracto crudo se disolvi6 en cloroformo. Posteriormente, se analiz6 en un
equipo Perkin EImer FTIR-ATR modelo Frontier, obteniéndose asi los respectivos

espectros. El nUmero de barridos empleados fue de ocho (8).

Resonancia magnética nuclear (RMN)

Se realizé un analisis de RMN usando experimentos mono- y bidimensionales,
empleando un equipo Bruker de 400 MHz. Para ello, la muestra se disolvié en
650 ul de un disolvente deuterado adecuado; la disolucién se homogeneizd y se
filtr6 en algoddén para remover particulas sélidas en suspension. Dicha solucion se

transfirio a tubos de RMN de 5 mm; las muestras asi preparadas alcanzaron una
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longitud de entre 4 cm y 4,5 cm. Los tubos de RMN empleados se limpiaron
minuciosamente. La caracterizacion estructural se establecié por el analisis e
interpretacion de los desplazamientos quimicos de los espectros 1D 'H vy
13C-desacoplado en 'H- y las correlaciones obtenidas en el andlisis de
experimentos bidimensionales, a saber; Correlacion Espectroscéopica por
Deteccion de Orbitales Cruzados, Correlacion Heteronuclear de Coherencia
Multiple y Correlacion Heteronuclear a Largo Alcance a través de Enlaces de
Unién Mdltiple, conocidos por sus siglas en inglés como 'H-'H COSY, 'H-*C
HMQC y *H-*C HMBC, respectivamente.



RESULTADOS Y DISCUSION

Obtencion de los extractios

Los extractos metandlicos y hexanico de las hojas y tallos de Croton pungens
Jacq. se obtuvieron por maceracion del material vegetal triturado a temperatura
ambiente. Los extractos se protegieron de la luz en todo momento. Se ha
comprobado que moler o triturar el material vegetal incrementa el rendimiento
de la extraccion (Benitez et al., 2019). En la tabla 3, se expresa el rendimiento
porcentual obtenido de los extractos. Del mismo modo, se ha determinado en
investigaciones donde se emplean extractos vegetales que, para la liberaciéon
de compuestos bioactivos, no se requieren tiempos de extraccién prolongados;
luego de 48 h se alcanza un equilibrio, reduciendo la eficiencia de la extraccion.
Es conocido que un aumento de la temperatura de la muestra podria favorecer
la extraccion; sin embargo, un incremento en la temperatura podria ocasionar la
degradacion de los compuestos fendlicos, asi como también, de productos

termolabiles (Jerez, et al., 2006).

Tabla 3. Porcentaje de rendimiento de los extractos metandlicos y hexanico del
material vegetal de Croton pungens.

Variable EHH EMH EMT

Mo () 129,4 129,4 74,9
Mextracto (9) 7,2 23,7 5,0
Rendimiento (%) 5,6 18,3 6,6

EHH: extracto hexanico de las hojas. EMH: extracto metandlico de las hojas. EMT: extracto
metandlico de los tallos. m,. masa inicial del rgano de la planta. Mgyaco: Masa obtenida del
extracto crudo.

Andlisis fitoquimico

Los extractos alcoholicos poseen mayor cantidad de compuestos fitoquimicos
en su composicion, debido a que los alcoholes penetran con mayor facilidad la
membrana celular de las plantas, la cual posee un caracter anfipatico,

permitiendo asi la liberacion de estos compuestos contenidos en el material
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vegetal (Prashant et al., 2011). Sobre el género Croton, gran parte de los
compuestos purificados y aislados provienen de extractos alcohodlicos de los
tallos y corteza de estas especies, donde se han encontrados terpenos como,
por ejemplo, lupeol, aislado del extracto metandlico en C. macrostachyus (Tole
et al., 2021).

No existen analisis fitoquimicos realizados en la especie C. pungens segun la
revision bibliogréfica consultada para la ejecucion de este trabajo de
investigacion. La presencia de familias de metabolitos secundarios, fue valorada
con una serie de pruebas fitoquimicas realizadas al extracto metandlico,
expuestas en la tabla 4 y basadas en la metodologia propuesta por Marcano y
Hasegawa (2018).

Tabla 4 Andlisis fitoquimico de los extractos metandlicos de las hojas y tallos de
Croton pungens.

Familia de compuestos Extractos metandlicos
Hojas Tallos

Alcaloides + +
Saponinas - -
Flavonoides - +
Taninos - +
Polifenoles + +
Antraquinonas - +
Alcaloides

El género Croton es ampliamente conocido por contener alcaloides como parte
de sus metabolitos secundarios (Gao et al.,, 2018). Se han obtenido ocho (8)
alcaloides del género Croton, siendo éstos un 2 % de los diferentes compuestos
aislados del mismo (Wen-Hui et al., 2018). Los extractos alcohdlicos
demuestran que C. pungens posee en su composicion la presencia de estos

compuestos en sus hojas y tallos, pudiéndose observar a través de la formacion
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del complejo anaranjado creado a partir de la reaccidon de los alcaloides con el
reactivo Dragendorff (Kancherla, et al., 2019). La mayoria de los alcaloides
poseen un grupo amino terciario que reacciona con un &cido para formar una
sal de amonio, luego, se produce un intercambio de iones entre esta ultima y el
tetraiodobismutato de potasio, o que conlleva a la formaciéon de una sal
insoluble, cuyo color varia entre amarillo, naranja, rojo y marrén. Es de resaltar
gue algunos alcaloides alcaloides purinicos, como la cafeina, no reaccionan

frente al reactivo Dragendorff (Raal et al., 2020).

Los alcaloides del género Croton son de gran importancia farmacologica, los
mismos estan siendo investigados como posibles farmacos para el tratamiento
de enfermedades; los alcaloides coridina y norisoboldina han sido aislados en
C. echinocarpus y probados en estudios de lineas celulares como posible
tratamiento anti-VIH (Ravanelli et al., 2015). De C. lechleri se aislé taspina, que
exhibe inhibicion contra las lineas celulares de melanoma humano SK23 y
cancer de colon HT29 (Montopoli et al., 2012).

Coridina Norisoboldina Taspina

Figura 5 Alcaloides aislados de C. echinocarpus y C. lechleri (Ravanelli et al.,
2015 y Montopoli et al., 2012)

Saponinas
Las pruebas realizadas al extracto metanolico, no evidenciaron la presencia de
saponinas. Esta observacion reviste interés, debido a que las saponinas tienen

propiedades toxigénicas que pueden afectar los érganos y el sistema sanguineo
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de los seres vivos, al producir una hemolisis cuando interaccionan con el
colesterol de la membrana de los eritrocitos. Las de naturaleza bidesmosidicas,
compuestas por una aglicona y dos azlcares, producen este efecto en menor
medida. Sin embargo, no todas las saponinas tienen la capacidad de generar

lisis celular (Transito, 2001).

En la literatura, se menciona la presencia de saponinas en otras especies del
género, como es el caso de C. macrostachyus, en la cual se ha conseguido este
metabolito secundario en los tallos y hojas de la misma (Maroyi, 2017). Esta
diferencia en los resultados obtenidos, puede ser entendida considerando que
la estacion de recoleccion, edad, 6rgano analizado, sustrato donde se desarrolla
y alimentacién de la planta examinada, son factores que pueden afectar el

contenido de este PN (Giicli-Ustiindag y Mazza, 2007).

Flavonoides

En C. pungens se ha logrado identificar, mediante analisis fitoquimico, la
presencia de flavonoides en el extracto de los tallos; esta familia de metabolitos
ha sido reportado también en las hojas y tallos de C. brasiliensis y en el latex
rojo de C. draco y C. panamensis (Salatino et al., 2007), demostrando asi que el
género Croton posee gran variedad de esta familia de compuestos organicos en

su diversidad bioldgica.

Taninos y polifenoles

Son diversos los PN que se encuentran dentro de la familia de los polifenoles, a
los que se les adjudican propiedades antioxidantes, antiinflamatorias,
vasodilatadoras, antitrombaticos, antilipémicos, antiaterogénicos, entre muchas

otras (Quifiones et al., 2012).

En este caso, se identifico la presencia de taninos en el extracto de los tallos de

C. pungens. Durante el ensayo, se aprecio una ligera turbidez, lo cual podria
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sugerir que la concentracién de taninos en el material vegetal no era tan alta
como para formar el precipitado caracteristico del complejo proteina-tanino. Se
sabe que la formacion del complejo tanino-proteina depende de la cantidad de
grupos funcionales disponibles en las proteinas y en los anillos de los
compuestos fendlicos, asi como otro tipo de interacciones, tanto débiles como
fuertes, ademas de la temperatura y el pH (Olivas et al.,, 2015). Estos
compuestos fendlicos también se han observado en otras especies del mismo
género, como C. lobatus (Anafi et al., 2017) y C. bonplandianus (Mohan y Divya,
2017).

Antraquinonas

Por dltimo, en el analisis fitoquimico se confirmoé la presencia de antraquinonas
en el extracto de los tallos de C. pungens, lo cual coincide con su deteccion en
el extracto metandlico de la planta C. macrostachyus (Mechesso et al., 2016).
Sin embargo, las antraquinonas no se pueden tomar como un marcador
guimiotaxonomico del género Croton, toda vez que no todas las especies del

mismo muestran antraquinonas como parte de sus compuestos fitoquimicos.

Durante el analisis fitoquimico del extracto metandlico de las hojas de C.
pungens no se evidencié la presencia de muchas familias de PN. Se puede
razonar que, en algunas ocasiones, la concentracion de estos compuestos es
baja y no es posible detectarlos con los métodos quimicos de campo empleados
(Marcano y Hasegawa, 2018). Hay factores que influyen en estos casos, como
es la edad de la planta, las condiciones climaticas o el tiempo de recoleccion del
material vegetal, haciendo énfasis que muchas floras producen mayor o menor
cantidad de compuestos fitoquimicos, dependiendo del entorno fisico en el que

se encuentren (Li et al., 2020).

Las plantas contienen cantidades significativas de compuestos bioactivos, y

éstos pueden tener una reaccién adversa en la salud de los seres vivos, por lo
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tanto, es necesario el aislamiento y la purificacion de estos metabolitos para su

correcto uso a nivel farmacologico (Okechukwu et al., 2021).

Pruebas de actividad biolégica

Se debe mencionar que para las pruebas de actividad antibacteriana, se
emplearon los extractos crudos. Van Vuuren y Holl, en sus investigaciones de
2017, sugieren que resulta mas eficiente centrarse en la combinacion de
compuestos quimicos contenidos en una misma area de la planta, ya que las
interacciones que hay entre dichos compuestos, pueden lograr un mayor efecto

inhibitorio.

El microorganismo S. aureus mostré un halo de inhibicion (8 mm) frente al
extracto hexanico, a una concentraciéon de 40 mg/ml, como se expresa en la
tabla 5. En otras especies de Croton se ha observado que el extracto hexanico
es mas eficiente para controlar el crecimiento bacteriano, a diferencia de los
extractos con mayor polaridad que requieren una mayor concentracién para

lograr la inhibicién de la actividad bacteriana (Rocha et al., 2020).

Tabla 5. Actividad antibacteriana de los extractos obtenidos de Croton pungens.
Bacterias EHH EMH EMT

A C A B C A B C
Staphylococcus aureus - + - - - - - -
Escherichia coli - - - - - - - -
Enterecoccus faecalis - - - - - - - -

Pseudomonas aeruginosa - - - - - - - -
EHH: extracto hexanico de las hojas. EMH: extracto metandlico de las hojas. EMT: extracto
metandlico de los tallos. A: concentracibn 20 mg/ml. B: concentracion 30 mg/ml.
C: concentracion 40 mg/ml. (+): con actividad antibacteriana. (-): sin actividad antibacteriana.

Las bacterias Gram positivas, como S. aureus suelen ser mas sensibles que las

bacterias Gram negativas, ya que estas Ultimas, por lo general, son mas
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resistentes a los agentes antimicrobianos. Este hecho se ha explicado por la
presencia de una barrera de impermeabilidad de la membrana externa, lo que
limita el acceso de los agentes antimicrobianos a sus objetivos diana en la

célula bacteriana (Martins, et al., 2013).

Las cepas bacterianas restantes no manifestaron sensibilidad frente a los discos
impregnados con ambos extractos a diferentes concentraciones. Extractos de
especies como C. gratissimus, C. megalobotrys, C. steenkampianus y C.
sylvaticus han evidenciado muy baja o ninguna actividad frente a diversos
patdgenos, por lo que se evidencia que la capacidad inhibitoria del género
Croton es muy variable, dependiendo del microorganismo empleado y de la

naturaleza del extracto (Moremi, 2021).

Por otra parte, no se puede descartar un posible efecto antagonista entre los
metabolitos secundarios contenidos en el extracto alcohdlico de C. pungens,
qgue pudieran causar una interferencia o proteccién sobre las cepas empleadas,
impidiendo asi la actividad antibacteriana (Sui et al., 2024).

Los extractos de C. pungens no mostraron actividad antifingica con respecto a
ninguna de las cepas de hongos empleadas (ver tabla 6). Algunas especies del
género Croton no han mostrado ninguna actividad antimicrobiana frente a
organismos fungicos, como la C. albicans; asimismo, estudios realizados en
extractos obtenidos de los tallos de C. anisodontus y C. nepetaefolius no
manifestaron actividad antifingica al ser ensayados contra C. albicans. Esto
podria deberse a que dicho microorganismo posee diversos mecanismos de
proteccion, como la formacioén de biopeliculas, asi como la composicién de su

pared celular y la secrecién de enzimas hidroliticas (Linhares et al., 2016).

Existe una gran biodiversidad de hongos que se desarrollan y persisten en

diferentes condiciones y hospederos, afectando asi a la mayoria de los seres
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vivos (Aguirre et al., 2014). Extractos del género Croton han sido probados
contra diversos fitopatdgenos; el extracto alcohélico de C. aromaticus demostro
tener actividad antifingica, inhibiendo cepas de patégenos en frutas post-
cosecha, como el banano (Colletotrichum musae, Lasiodiplodia theobromae),
mango (Alternaria alternata, Pestalotiopsis mangiferea, L. theobromae) y en
papaya (Colletotrichum gloeosporioides, L. theobromae) (Wijesundara et al.,
2016).

Tabla 6. Actividad antifungica de los extractos obtenidos de Croton pungens.

Hongos EHH EMH EMT

Candida albicans - - _
Aspergillus niger - - -

Aspergillus terreus - - -

EHH: extracto hexanico de las hojas. EMH: extracto metandlico de las hojas. EMT: extracto
metandlico de los tallos. (-): sin actividad antifiingica. Concentracién 40 mg/ml.

Caracterizacion

Analisis por espectroscopia infrarrojo con transformada de Fourier
(FTIR)

El espectro de IR del extracto crudo de los tallos en metanol (figura 6) se realizo
para la determinacién de los grupos funcionales de las familias de compuestos
presentes en el extracto; el espectro de IR arrojé como resultado lo siguiente:
una banda de absorcién a 1750,04 cm™, la cual se atribuye al estiramiento del
enlace de un grupo carbonilo, posiblemente del tipo cetona. Igualmente, a
2929,08 cm™ y 2856,82 cm™ se observan bandas que se asignan a la
frecuencia de vibracién de estiramiento de grupos alifaticos CH3 (asimétricos) y
CH, (simétricos), respectivamente.En. 1215 cm™ se muestra una sefial que se
asigna a las vibraciones por tension del enlace C-O. Por ultimo, se establece
que una sefial a 1467,96 cm™ es la flexion de CH alifatico. En el espectro del
crudo no se observa la presencia de grupos hidroxilos. Son notorias otras

absorciones en el espectro de IR, a saber: 3020,25 cm™; 758,43 cm™ y
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669,07 cm™, estas bandas pertenecen al CHCI; usado para disolver la muestra
y cuyas sefiales pueden alterar el blanco del sistema, debido a que afectan las
ventanas de transparencia del solvente en esas zonas (Ayala et al., 2009).
Dichas bandas podrian solaparse o causar desplazamiento de otras sefiales de
menor intensidad que sean propias al extracto crudo. Es conocido que este

efecto podria, en algunos casos, ocasionar una lectura imprecisa.
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Figura 6 Espectro IR del extracto crudo de los tallos de C. pungens

Fraccionamiento por cromatografia de columna
Se realiz6 el fraccionamiento al extracto metandlico de los tallos de C. pungens.
Como se observa en la tabla 4, los tallos poseen mayor cantidad de estos

compuestos fitoquimicos, siendo para este estudio de mayor interés quimico.

Luego de realizarse el fraccionamiento por cromatografia de columna (CC) del

extracto de los tallos de C. pungens, se obtuvieron quince (15) fracciones (ver
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figura 6). La fraccion cuatro (CC-F4), eluida en CHCI3, fue de principal interés,
toda vez que, se aprecio en TLC una mancha bien definida, que refleja la
posible presencia de un compuesto mayoritario y de importancia. Con base en

ésto, se realiz6 la caracterizacion de dicha fraccion.

CC

Hexano

B

Fi  F CHCl,

F7 F8 F9 F10 F11

F12 F13 F14- F15
Figura 7 Esquema de fraccionamiento del extracto metanolico de los tallos de C.
pungens

Analisis por espectrometria de masas

El espectro de masas con ionizacion positiva por impacto electrénico (70eV)
(figura 8), mostr6 un ion molecular [M+H]" con relacién carga/masa (m/z) de 207
Da, y varios picos significantes de relacion m/z de 168 (8,3 %), 150 (8%), 135
(6,7%), 124 (100%), 111 (8,3%), 107 (6 %), 79 (8%) y 43 (19,3%),
correspondientes a fragmentos de la molécula principal. Se dedujo que la masa
molecular del compuesto aislado se corresponde con la formula C,3H;180,. La
masa molecular asi deducida indica el grado de insaturacion de 4, lo cual es

congruente con la presencia de dos ciclos y dos insaturaciones.
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Figura 8 Espectro de masas con ionizacién positiva por impacto electrénico
(70eV) del compuesto 1

Analisis por resonancia magnética nuclear (RMN)

La fraccion 4, obtenida mediante cromatografia de columna y analizada por
cromatografia de capa fina mostr6 que se trataba de un compuesto puro
mediante la observacion de una mancha bien definida; debido a esto, se
caracteriz6 empleando la técnica de Resonancia Magnética Nuclear (RMN). El
mencionado método de analisis era el ideal para esta cantidad de muestra; el
mismo es un estudio no destructivo y permite la recuperacion del analito. La
muestra se sometié a un estudio de RMN de una y dos dimensiones, en la que

se obtuvieron los resultados presentados a continuacion.

El espectro unidimensional de protones (1D *H-RMN, figura 8), luego de su
integracion mostré 18 sefiales de protones, distribuidas entre 0,99 ppm vy
5,89 ppm, pertenecientes diversos grupos funcionales.

El andlisis detallado de la figura 8, muestra cuatro sefiales de protones
pertenecientes a grupos metilo. Dos de ellas se asignan a una pareja de metilos
geminales, ambos singletes (*H3: 0,99 ppm [Me13] /1,05 ppm [Me12]), los
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cuales reciben un apantallamiento mayor y, por consiguiente, se encuentran a
campo alto. La sefal siguiente, un singlete, pertenece a un metilo adyacente a
la posicién B de un grupo carbonilo a,B-insaturado (*H&: 1,88 ppm [Mel4]), y
finalmente un doblete, que integra para tres protones (*Hd: 1,28 ppm [Me11]) es
atribuido a un metilo, cuyo entorno quimico esta siendo influenciado por un
grupo éter. Este doblete se asigna, presumiblemente, a un acoplamiento débil

con un protén metinico vecino.
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Figura 9 Espectro de *H 'D RMN del compuesto 1. Las integrales estan
marcadas en azul. El detalle en la figura muestra el efecto tejado (roof effect)
observado sobre los protones H9.

Se observan dos protones de un metileno que aparecen como dobletes (*H3:
2,19 ppm [H9]/ 2,45 ppm [H9]), respectivamente. Estos, por su cercania a tres
enlaces de un elemento electronegativo (oxigeno) presentan el caracteristico
efecto tejado (ver la figura 9, detalle). Presumiblemente, este grupo podria ser
un carbonilo o un éter. El efecto tejado (roof effect) en espectroscopia de RMN
es un fendmeno que ocurre en acoplamientos de protones cercanos, y es

particularmente visible en los patrones de acoplamiento de protones que estan
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escalarmente acoplados entre si. Este efecto se caracteriza por la asimetria en
la intensidad de los picos de acoplamiento, generando un “tejado” en la region
entre los picos de un sistema de espines acoplados. Un metino bastante
desapantallado (*H&: 4,38 ppm [H2]), por su cercania a un grupo éter, aparece
como un multiplete. También son observables dos grupos metinos que son
parte de un sistema conjugado, los cuales aparecen muy cercanos entre si, con
lo que parecieran ser singletes anchos o multipletes (*H5: 5,78 ppm [H3)/ 5,80
ppm [H4]). Finalmente, se observa un grupo metino (*Hd: 5,89 ppm [H7]), el

mismo podria estar en la posicion a o 3 de un grupo carbonilo a,B-insaturado.

El espectro de RMN **C (figura 10) desacoplado permitié observar 13 sefiales
diferentes, atribuibles a los nucleos de carbonos presentes en el compuesto, y
congruentes con la formula molecular derivada del andlisis de MS. La
asignacion de sefales se hizo mediante tablas de espectroscopia, y un trabajo
de Shibagaki, et al. (1981). El espectro de RMN *C sirvi6 para revelar el
esqueleto del compuesto 1, durante la asignacion de las sefiales de carbono.
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Figura 10 Espectro 13C-RMN desacoplado en protones del compuesto 1
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Ademés, con la ayuda del espectro *H-"*C HMQC (figura 11), se asignaron las
correlaciones carbono-proton y los consiguientes fragmentos que se presentan

a continuacion.

Las sefales con desplazamientos quimicos de 18,99 ppm (C14/H14: 1,88),
22,97 ppm (C13/H13: 0,99), 23,8 ppm (C11/ H11: 1,28) y 24,11 ppm (C12/ H12:
1,05) corresponden a grupos metilo, como lo muestra el desplazamiento
quimico de los protones que dan correlacion con ellos y su integral en el

espectro de protones.
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Figura 11 Espectro *H-"*C HMQC del compuesto 1. Las correlaciones carbono-
proton se indican es azul. (*) La sefial residual del disolvente y (**) una
impureza detectada en la muestra.
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El C14 se atribuye a un grupo metilo ubicado adyacentemente a una posicion 3
de un grupo carbonilo a,B-insaturado; el C11 se asigna, por su desplazamiento
guimico, a un metilo cercano a un éter, de otra forma tendria un valor mas
apantallado, de unos 3 ppm menos, y los metilos C12 y C13 se asignaron a
metilos geminales, unidos al carbono cuaternario a 41,22 ppm (C10, q); ésto
basado en las observaciones de Shibagaki, et al. (1981) sobre el producto
sintético, 8,9-dehidroteaspirona. Se observa un metileno a 49,77 ppm (C9/ H9:
2,19/ 2,45), cuyos protones aparecen como dobletes, sobre los cuales se
observa, como ya se menciond, un efecto tejado por su cercania a un atomo de
oxigeno.

Cuatro grupos metinos son observables en el espectro, a saber: 68,09 ppm
(C2/H2: 4,38); 126,9 ppm (C7/H7: 5,89); 129,1 ppm (C4/H4: 5,81); 135,8 ppm
(C3/H3: 5,78). Esto es congruente con el resultado de la integral de los mismos
en el espectro de protones; es de resaltar que las resonancias correspondientes
a H3/H4, debido a su proximidad, arrojan una integral equivalente dos protones.
El experimento HMQC confirma que se correlacionan con carbonos distintos
(C3 y C4). El desplazamiento quimico observado para C2, es caracteristico de
metinos directamente unidos a ésteres o0 alcoholes. Toda vez que no se observo
algun grupo hidroxilo en el espectro, se atribuiria este desplazamiento por la
cercania de C2 a un grupo éter. Los metinos C3 y C4, se corresponden con un
doble enlace.

Una inspeccion detallada del espectro de protones muestra que H4 aparece
desdoblado como un doblete, como resultado del acoplamiento con H3; por otro
lado, H3 aparece distorsionado como un singlete ancho. Esta distorsion en H3
es atribuida a su acoplamiento con otros protones vecinos, por lo que se
concluye que H4 es vecino a un carbono cuaternario. Debido al desplazamiento
guimico observado en C3 y C4, hace presumir que son parte de un ciclo.

Valores mas proximos a 130 ppm serian, por el contrario, indicativos de que son
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parte de una cadena. Por ultimo, C7 se deberia localizar en la posiciéon a de un
grupo carbonilo a,B-insaturado; esa asignacion se hace sobre la base de

similitudes con el compuesto 8,9-dehidroteaspirona.

Finalmente, en el espectro de carbono se revela la presencia de cuatro
carbonos cuaternarios: C10 (41,22 ppm), C5 (79,10); C6 (163,00 ppm) y
C8 (198,19 ppm), la hibridacion de los carbonos se deduce de la ausencia de
correlaciones del tipo proton-carbono (ver HMQC, figura 11). Como se comentd
anteriormente, basado en su peculiar desplazamiento quimico, C10 se atribuye
a un carbono unido a dos grupos metilos, esto es corroborado con el anélisis de
correlaciones carbono-proton distantes (mas de un enlace, experimento HMBC).
El carbono C5 es de mayor relevancia en el sistema, posee un desplazamiento
guimico Unicamente posible para un carbono unido a éter de un sistema
conjugado y, a su vez, parte de un anillo. ElI carbono C6, se asigna como
perteneciente a un sistema conjugado y, al ser cuaternario, cabe esperar que se
halle sustituido por un grupo metilo. Por ultimo, C8 posee un desplazamiento
caracteristico de carbonos cuaternarios alfa-beta insaturados en ciclo de seis
miembros (Shibagaki, et al., 1981).

Con esta informacién, existe la certeza para descartar la posibilidad de que el
carbonilo este en un anillo de cinco miembros, en un sistema con esas
caracteristicas, C8 tendria un desplazamiento en el orden de 174 ppm, como es

el caso de la casealactona (Keng-Chia Chang, 2003).

El andlisis de los espectros 1D de protones y carbonos, adicional a *H-**C de
HMQC, permitieron tener una vision general del compuesto, siendo ésta una
molécula con dos ciclos, dos enlaces conjugados, y cuatro carbonos

cuaternarios, siendo uno de ellos una cetona en un anillo de seis miembros.
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Para la elucidacion completa del compuesto, se hicieron espectros de 2D-RMN
(*H-'H cosY, H-C HMQC y 'H-*C HMBC). El espectro de correlacion
homonuclear *H-'H-COSY (figura 12, parte a), permitié construir los sistemas de

spin, mostrados en la figura 12, parte b.

El sistema correspondiente a H9/H9 dnicamente da correlaciones
homonucleares consigo mismo, lo que soporta la observacién hecha en el
espectro de protones, toda vez que los mismos aparecen como dobletes (figura
9, detalle). Mientras que, un sistema mas interesante se observa entre los
protones H4-H3-H2-H11, el cual conecta los protones alifaticos (H3/H4), uno de
los metinicos (H2) y el uno de los metilos (H14), detallado en la figura 12, parte
b (b-1).
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Figura 12 Espectro *H-'H COSY del compuesto 1(a); las correlaciones protén-
proton (dos y tres enlaces) se indican en azul y las correlaciones a larga
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distancia (mé&s de tres enlaces) en negritas y los sistemas de espines del
compuesto 1 (b); aquellos a dos y tres enlaces se indican con lineas gruesas,
mientras que las correlacione distantes se indican con flechas punteadas

Se observan otras correlaciones en el experimento COSY, indicadas en negritas
en la figura 12, parte b (b-2 y b-3), pertenecientes a acoplamientos "a través de
varios enlaces", que conectan H7 con H14, a través de un sistema conjugado, y
H9 con H12/H13. Estas correlaciones COSY son comunes en sistemas
conjugados o ciclicos donde la interaccion no esta completamente limitada por

la geometria directa de la molécula.

La probable posicion relativa de los elementos estructurales identificados se
tratd de establecer basados en un experimento de correlacion heteronuclear a

multiples enlaces, HMBC, (figura 13, parte a).
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Figura 13 *H-*C HMBC del compuesto 1(a), las posibles estructuras derivadas

del analisis de RMN del compuesto 1 (b). Las correlaciones carbono proton
relevantes se indican en azul.
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Las conectividades encontradas en el espectro HMBC entre H2 y C4, confirman
el primer fragmento descrito a través de correlaciones COSY. El fragmento
12b-2, se correlacioné con C8 y C5, mediante correlaciones entre los metilos
12/13. Debido a que el experimento HMBC no discrimina entre correlaciones
distantes, puede considerarse que dos ubicaciones para los metilos, con
relacion a C8, son igualmente posibles, alfa o beta; esto es asi porque la
intensidad de las sefiale HMBC estd modulada por la magnitud de la constante
de acoplamiento carbono-proton distante, lo cual se constituye en un aspecto
importante a considerar en la elucidacion definitiva del compuesto 1 (figura
12b). Una serie de correlaciones al carbono cuaternario C5, que conectan
H7/H13/H4/H14-C5, permitieron establecer el esqueleto general de la molécula,
siendo éste un sistema-esqueleto de dehidroteaspirona, porque el mismo esta
relacionado con los terpenoides espiranicos, siendo C5 el carbono espiranico
del sistema. El resto de las correlaciones mostradas en el experimento HBMC
respaldan la existencia del esqueleto propuesto, pero no asi la posicion
definitiva de los metilos H12 y H13 en el compuesto 1.

Una exhaustiva revision bibliografica permiti6 comprobar que el compuesto 1,
estd estructuralmente relacionado con la teaspirona (Ina et al., 1968), y tiene
desplazamientos quimicos (tabla 7) similares a la 3,4-dehidroteaspirona,
inicialmente reportada en 2011, en las hojas de Juniperus brevifolia (Mouijir et
al., 2011). Este compuesto ha sido reportado por otros grupos de investigacion
(Morita et al.,, 2012; Saenglee et al., 2018). Sin embargo, no se elucido
totalmente la estructura, y se acepté la evidencia publicada por Mouijir et al. en
2011.

Al hacer la comparacion entre los desplazamientos quimicos reportados para la
3,4-dehidroteaspirona y el compuesto 1 de este trabajo (figura 14, parte a),
muestra una evidente correlacion entre ambos valores, con una correlacion R =

1,00, lo cual confirma que ambos son el mismo compuesto.
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Tabla 7. Desplazamientos quimicos de *H, **C y las correlaciones *H -'H COSY
y *H-*C HMBC

Posicion (:)Fr:r:) (ﬁgn?) Clc:_rlﬂaéiggss Correlaciones *H-*C HMBC
2 4,38 t 68,09 H2-H11; H2-H3 H11-C2
3 578s.a 135,78 H3-H4 H11-C3
4 581d 129,07 H2-C4
5 - 79,10 H3/H4/H7/H9/H12/H13/H14-C5
6 - 163,00 H14-C6
7 589s.a 126,94 H7-H14 H14-C7
8 - 198,19
9 22:’14950' § 49,77 Ha'lHZ% 1H39’ H12/H13-C9
10 - 41,22 H12/H13-C10
11 1,28d 23,80
12 1,05s.a 24,11 H9/H12/H13-C12
13 0.99s.a 22,97 H12-C13

14 1,88d 18,99
s.a: singlete ancho ; d: doblete ; t: triplete

Ante la posible discrepancia en la ubicacion de los metilos 12 y 13 en la
a,B-insaturada cicloenona (figura 14, parte b), se buscé corroborar la estructura

del compuesto 1.

Una buasqueda bibliografica, preliminar a la elucidacion asistida por
computadora (Elyashberg y Argyropoulos, 2021), mostr6 que en la
8,9-dehidroteaspirona, sintetizada en 1981, la proximidad de los dos metilos al
carbono espiranico haria que su desplazamiento quimico estuviera alrededor de
90,7 ppm, una diferencia de 11,6 ppm contra el valor experimental de C5 en el

compuesto 1.
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El andlisis de quimica computacional se hizo empleando el programa
ChemDraw (Oyarzun et al., 2022). Siguiendo una metodologia parecida a la
descrita por Willoughby et al. (2014) se calcularon los desplazamientos
guimicos de carbono para ambas posibles estructuras (figura 14b y 14c) y se

compararon con los desplazamientos quimicos del compuesto aislado.
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Figura 14 Comparacién entre los desplazamientos quimicos, y la curva de
correlaciéon del compuesto 1y los reportados para la 3,4-dehidroteaspirona. La
estructura en a es una reproduccion de la publicada por Moujir et al. en 2011,
mientras que las estructuras b y ¢ son las propuestas en este trabajo.

El analisis de los calculos muestra una mayor correlacion (R? = 0,9957) y menor
error cuadratico medio (ECM = 4,551) de los datos experimentales del

compuesto 1 (b), cuando se compara con la estructura donde los metilos 12 y
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13 se encuentran en posicion alfa con respecto al grupo carbonilo del anillo en
la estructura propuesta en 2011 (R? = 0,9852; ECM = 4,81).

De todo lo anteriormente expuesto, se puede concluir que la estructura del
compuesto 1 es la mostrada en la figura 14, parte b, la cual seria una correccion
de la publicada en 2011 (figura 15).

Este compuesto espiro heterociclico fue reportado por primera vez por Mouijir et
al., en 2011, en las hojas de la planta Juniperus brevifolia, en dicha
investigacion se menciona que el compuesto no posee actividad citotoxica y no

tuvo actividad gantibacteriana frente a las cepas ensayadas.

11

12 13

Figura 15 Estructura corregida de la 3,4-dehidroteaspirona.

Es importante sefalar que la 3,4-dehidroteaspirona tiene una relevancia
significativa para la industria farmacolégica. Ha sido comprobada su actividad
antiplasmodial in vitro contra Plasmodium falciparum 3D7, ademas de exhibir un

alto indice de selectividad (Morita et al., 2012).
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Las plantas medicinales siguen siendo la fuente mas explorada y promisoria de
compuestos antiplasmodiales, lo que puede estar relacionado con la facilidad de
acceso y caracteristicas estructurales de los compuestos aislados, como
multiples estereocentros, conformaciones flexibles y presencia de heteroatomos
(Tajuddeen y Van Heerden, 2019), siendo Croton pungens Jacg. una de esas

potenciales especies.



CONCLUSIONES

Croton pungens es una especie vegetal que contiene familias de compuestos
fitoquimicos (alcaloides, taninos, polifenoles, antraquinonas y flavonoides) como

parte de sus metabolitos secundarios.

El extracto hexanico de C. pungens presentd actividad contra Staphylococcus

aureus.

Los extractos alcohdlicos y hexanico no revelaron actividad antifingica frente a los

patdgenos ensayados.

Los espectros de RMN permitieron confirmar que el compuesto aislado del
extracto alcoholico de los tallos de C. pungens es la 3,4-dehidroteaspirona y
corregir su estructura previamente reportada. Este es el primer reporte de dicho

compuesto en los tallos de la mencionada especie.

La especie C. pungens es una fuente promisoria de productos naturales

bioactivos.
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Croton pungens es una especie vegetal del género Croton, de la que se tiene
poco conocimiento de su composicion quimica. El andlisis fitoquimico realizado a
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los patdgenos ensayados. Se realiz6 un fraccionamiento por cromatografia de
columna al extracto metandlico crudo, donde se obtuviero una fraccion. De la
fraccion 4 eludida con cloroformo, se aislé6 un compuesto (1) y se caracterizd
como 3,4-dehidroteaspirona, mediante una combinacién de analisis de RMN,
consistentes en *H-1D, **C-desacoplando en protones-1D, *H-'H COSY, *H-3C
HMQC y *H-C HMBC, ademas de calculos computacionales. Este es el primer
reporte del compuesto con su estructura validada por célculos computacionales,
en el género Croton; encontrando una discrepancia con la estructura reportada
en la literatura, en la posicion de los metilos geminales en C10. La 3,4-
dehidroteaspirona es un compuesto de origen natural, potencialmente
antipaltdico. Los resultados obtenidos indican que C. pungens es una planta con
relevancia etnobotanica, que también pudiera tener importancia a nivel de la
industria farmacologia, debido al compuesto detectado y aislado en ella.
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