UNIVERSIDAD CENTRAL DE VENEZUELA

FACULTAD DE CIENCIAS
ESCUELA DE QUIMICA

TRABAJO ESPECIAL DE GRADO

AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE LOS METABOLITOS SECUNDARIOS
MAYORITARIOS DE LOS EXTRACTOS DE CLOROFORMO Y
CLOROFORMO:METANOL(8:2) DE HOJAS DE CNIDOSCOLUS CHAYAMANSA

Tutor: Dr. Gustavo Cabrera

Trabajo Especial de grado
presentado ante la llustre
Universidad Central de Venezuela,
por el Br. Julio César Teran. M para
optar al titulo de Licenciado en

Quimica, Mencion Tecnologia



Caracas, Octubre, 2011

Indice General

I-. Cnidoscolus chayamansa

1.1-. Introduccion

1.1.1-. Uso Etnobotanico
1.1.2-. Descripcion Botanica
1.1.3-. Clasificacion Taxonémica

1.1.4-. Antecedentes
1.1.4.a-. Antecedentes de la Familia Euphorbiacea
1.1.4.b-. Antecedentes fitoquimicos del Género Cnidoscolus
ll-. Objetivos
2.1-. General
2.2-. Especificos
lll-. Parte Experimental
3.1-. Coleccién del material vegetal
3.2-. Equipos

3.3

. Analisis Fitoquimico

3.4-. Esquema Experimental

3.5-. Fraccion de Cloroformo

29

29

29

30

30

30

31

32

33



3.6-. Fraccién de Cloroformo:Metanol (8:2)

IV-. Resultados y Discusion
6.1-. Compuestos Aislados de la Fraccién de Cloroformo
Compuesto A
Compuesto B
Compuesto C
6.2-. Compuestos Aislados de la Fraccion de Cloroformo:Metanol (8:2)
Compuesto D
Compuesto E
V-. Conclusiones

VI-. Recomendaciones

VII-. Bibliografia

33
35

35

35

39

42

45

45

50

57

57

58



I-. Cnidoscolus chayamansa
1.1-. Introduccion

El estudio de los productos naturales ha adquirido gran importancia en los ultimos
tiempos. Se ha comprobado que algunos de los compuestos encontrados en plantas
naturales poseen una mayor actividad farmacolégica que la que presentan las

sustancias analogas sintetizadas'@".

En la actualidad, se han realizados numerosos descubrimientos cientificos que
confirman el enorme potencial curativo que conserva el mundo vegetal. Durante
investigaciones realizadas se han descubierto aplicaciones sorprendentes para muchas
plantas y sustancias derivadas de éstas. Estos descubrimientos presentan nuevos retos
para la humanidad. La cantidad de plantas con propiedades curativas es tal que nadie
puede dominar la totalidad del conocimiento generado por su estudio. Sin embargo, no
hay duda de que la ciencia y la tecnologia, pueden ayudar a descubrir y utilizar las

propiedades terapéuticas de las plantas medicinales de forma mas efectiva™.

De todo lo expuesto anteriormente se deriva la importancia de este trabajo, cuyo
objetivo principal es hacer un aporte al estudio fitoquimico de la especie Cnidoscolus
chayamansa, comunmente conocida como Chaya. Dicha planta es utilizada en

Barlovento — Edo. Miranda para aliviar diversas afecciones.

1.1.1-. Uso Etnobotanico

La especie Cnidoscolus chayamansa es conocida como la “Planta Maravillosa”, ya
que es utilizada en la medicina alternativa para el tratamiento de enfermedades crénico-
degenerativas como el cancer y la diabetes, por su alto contenido de proteina cruda,

vitaminas y minerales®.

La Chaya se encuentra distribuida en diversas partes del mundo, en donde es usada
como alimento. Esta “Planta Milagrosa” ha adquirido una enorme popularidad, debido a
la gran cantidad de atributos que se le adjudican: anticancerigeno, antidiabético, se ha

utilizado para el control del colesterol, la obesidad y del estrefiimiento, la regulacién de



la presidn, la circulacion sanguinea y aumento del calcio, por lo que muchas personas
en nuestro pais, la consumen como planta medicinal®3. La chaya contiene una notable
cantidad de vitaminas, sales minerales, oligoelementos y enzimas; se trata asi de
importantes sustancias que forman un fitocomplejo, que actuan favorablemente sobre

multiples dolencias del organismo, sin producir efectos negativos®.

La infusion de hojas de Chaya proporciona una recuperacion de energia instantanea
con efectos desestresantes por su rico contenido en vitamina A, vitamina B, fésforo,
calcio, hierro, proteinas y minerales. Esta planta actua favorablemente sobre las
dolencias del organismo humano, sin producir efectos negativos puesto que mejora la
circulacién sanguinea, regula la presion, facilita la digestion, recupera la vision,
desinflama las venas y hemorroides, ayuda a la expulsion de orina y leche materna, y
acido urico, previene la tos, descongestiona y desinfecta los pulmones, previene la
anemia, mejora la memoria y las funciones del cerebro, y combate la artritis y la
diabetes. Igualmente la chaya cura las infecciones de la garganta, enfermedades de la
piel, dientes, encias y la lengua. Ademas ayuda a los nifios en el crecimiento y
desarrollo de huesos y musculos, y a las mujeres les da fuerza en el periodo critico de

la menstruacion®.
Entre los paises que hacen uso medicinal de la chaya se pueden mencionar:

1-. México: en donde se preparan ensaladas, guisos, sopas, infusiones y refrescos,
empleando las hojas tiernas de la planta. También se preparan platos tradicionales
acompanados con tortilla de maiz, huevos, queso y frijol. En la cultura Maya se utilizaba
con propositos nutricionales, ya que era consumida en mezcla con maiz y semillas de
calabaza, simulando a un tamal, por ello se le considerd durante siglos la formula

magistral para la alimentacion Maya*.

2-. Ecuador: al igual que en México se utiliza como complemento alimenticio. Ademas

se toma como infusion en te para tratar enfermedades del cerebro, artritis y diabetes®.

3-. Venezuela: se consume como infusion para problemas de hipertensién, como

diurético, y para pacientes con tumores?.


http://es.wikipedia.org/wiki/Vitamina
http://es.wikipedia.org/wiki/Enzima
http://es.wikipedia.org/wiki/Oligoelemento
http://es.wikipedia.org/wiki/Sales_minerales

1.1.2-. Descripcion Botanica

La chaya, en sus diversas especies es una planta de origen mexicano y

centroamericano que se encuentra en muchas regiones de clima calido y semicalido,

secos y humedos’.

Nombre vulgar: chaya, chaya mansa, chaya col.

Nombre botanico: Cnidoscolus chayamansa Mc Vaugh, familia de las
Euforbiaceas.

Descripcion: EI nombre Chaya se deriva del maya “chay” que significa “lo que
aumenta”, probablemente porque germina con mucha facilidad, y el nombre del
género, Cnidoscolus, viene de las palabras Knidh, que significa ortiga y Skddy pua,
nombres que aluden a sus setas urticantes. Es un arbusto muy comun, aunque poco
conocido fuera del sudeste de México. Alcanza una altura de 2 a 3 m. Sus tallos
jovenes son verdes. Sus hojas tienen de tres a cinco puntas, con largo peciolo que
al cortarlo secreta un jugo lechoso; son mas anchas que largas, de color verde
intenso. Algunas variedades tienen espinas en el peciolo, causantes de irritacion al
tocarlas, lo mismo que sus flores, blancas y agrupadas. Al no dar fruto se reproduce
por estacas, prestandose a ello por su habito de formar muchas ramas/nudo’.

En cuanto a su cultivo, la planta de Chaya no necesita mayores cuidados; es tolerante

a las lluvias fuertes, debe regarse dos veces por semana; crece facilmente y es una

planta ornamental, inclusive de jardin. Debe sembrarse en un lugar donde reciba la luz

directa del sol.



1.1.3-. Clasificacion Taxonémica de la Especie

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Malpighiales
Familia: Euphorbiaceae
Subfamilia: Crotonoideae
Tribu: Manihoteae

Género: Cnidoscolus

Especie: Cnidoscolus chayamansa

Nombre Binomial: Cnidoscolus chayamansa Mc. Vaugh(1944)

Sinonimia:
» . Cnidoscolus chayamansa McVaugh

e . Jatropha aconitifolia Mill.

-. Jatropha aconitifolia var. genuina Mill.Arg.

e . Jatropha urens var. inermis Calvino


http://es.wikipedia.org/wiki/Calvino
http://es.wikipedia.org/wiki/M%C3%BCll.Arg.
http://es.wikipedia.org/wiki/Mill.
http://es.wikipedia.org/wiki/McVaugh

1.1.4-. Antecedentes

Como se indicd anteriormente, esta planta pertenece a la familia Euphorbiaceae,
donde se pueden encontrar las siguientes especies: chayamansa, aconitifolius,
texanus, stimulosus, vitifolius, bellator, matossi, peltatus, reginus, fragrans,
quinquelobatus, urens, y multilobus que generalmente son usadas como alimentos por

sus excelentes contenido de proteinas, minerales y vitaminas® 8.

Los arboles de espinacas (Cnidoscolus spp.) son vegetales de hojas verdes de
crecimiento tipico en las regiones secas del tropico, que principalmente son usadas por
sus propiedades etnomedicinales para el tratamiento de la diabetes mellitus no insulino-
dependientes®. Las hojas del vegetal son consumidas después de su coccidn en agua,
ya que la planta es ligeramente venenosa cuando sus hojas son consumidas

directamente’.

Aunque la especie Cnidoscolus chayamansa es una planta muy conocida y utilizada
con fines medicinales, en la literatura no hay mucha informacién sobre los compuestos
aislados de la misma, de alli de deriva el interés en su estudio. Por ello se presentan
como antecedentes los estudios realizados sobre plantas del mismo género y familia, a
fin de tener una idea de la posible composicion quimica y actividad biologica de la

especie a estudiar.



1.1.4.a-. Antecedentes fitoquimicos de la familia Euphorbiacea

La familia Euphorbiaceae se encuentra en América y Africa tropical. El rango de
variacion morfolégica es enorme y por lo tanto dificil de caracterizar, hecho que ha

sugerido que las especies de la familia tengan un origen poli-filético' 1212,

La familia Euphorbiacea comprende aproximadamente mas de 8000 especies

provenientes de 321 géneros™.

Desde la antigiedad se han atribuido efectos curativos a especies de esta familia. Por
ejemplo, la especie Euphorbia fischeriana ha sido usada en la medicina tradicional
China por muchos afios como una droga anticancerigena' . Otras plantas de esta
familia se han usado para el tratamiento de cancer, tumores y verrugas desde el tiempo
de Hipdcrates y las referencias sobre su uso han aparecido en numerosas literaturas
del mundo' ', Su cultivo, a lo largo de los afios, ha representado una importante
fuente econdmica debido a que las distintas especies de esta familia son utilizadas en
diferentes areas. Por ejemplo, en la industria farmacéutica, como medicinas, el Croton
spp. y Jatropha spp.; para gomas la Hevea brasiliensis. En la industria alimenticia,
como frutas, nueces y vegetales las especies Phyllatus spp., Barcaurea spp.,
Antidesma bunius, Caryodendron spp., Sauropus androgynus y la Cnidoscolus
chayamansa respectivamente y como aceites se encuentran el Ricinus communis,

Aleurites spp., Sapium sebiferum y la Jatropha curcas™.

Algunas especies de esta familia son usadas ampliamente en la medicina
popular por sus multiples efectos fisiolégicos. Varias especies del género Croton han
sido usadas como remedios locales para una gran variedad de enfermedades y dolores.
Estas plantas son utilizadas por curanderos, homedpatas e inclusive médicos. Las
aplicaciones especificas forman parte del acervo cultural de cada region. Algunas
especies se suponen utiles para una amplia gama de padecimientos y se venden o
utilizan como remedios curalotodo'’. Por ejemplo, Croton flavens ha sido usada para
tratar problemas de la prostata, congestion nasal, fiebre, reumatismo, dolores de

estbmago, enfermedades de la piel, sifilis y neumonia. También se utiliza como
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expectorante y en el tratamiento de heridas. Tal variedad de propiedades
farmacologicas se atribuye, entre otras cosas, a la presencia de alcaloides™. Otro
ejemplo lo constituye Croton nivens, especie que ha sido usada como ténico y
antipirético, para el tratamiento de las hemorroides, diarrea crénica, disenteria, dolores
reumaticos, colon irritado y molestias menstruales'?%?' | La utilizacion de estas plantas
con fines curativos exige un conocimiento exhaustivo de los metabolitos que ellas
poseen, por ello se presenta una revisién bibliografica general sobre los estudios de la
composicién quimica y actividad bioldgica de la misma realizados desde 1970 hasta
1998.

Muchas euforbidceas poseen latex (de importante interés industrial), que
contiene caucho, aceites, taninos, resinas y sustancias gomosas. Sin embargo, en
algunos casos el latex es venenoso e irritante. A esta familia pertenecen plantas tan
familiares como: el arbol del caucho Hevea brasiliensis , la yuca Manihot utilissima, el
ricino Ricinus communis y la patora, corona del Inca o rosa de Navidad Euphorbia
pulcherrima. Ademas hay sustancias colorantes como en la kamala Mallotus
philippensis, gomas de especies de Hevea, Manihot y Sapium, fécula de Manihot o

tapioca de Manihot esculentus.'*?2,

Ademas de estos compuestos de interés industrial muchas especies tienen
sustancias irritantes y/o citotoxicas. El latex de muchas especies de la familia
euforbiacea es irritante para la piel y para las membranas de las mucosas. Por ejemplo
la fraccion resinosa del aceite de Croton, purgante obtenido a partir de las semillas de
Croton tiglium, posee ésteres forbdlicos altamente irritantes y ademas generadores de

tumores?% .

En la década de los afos sesenta se aislé del aceite el forbol de crotén. El forbol
es un polialcohol diterpénico precursor de los compuestos promotores de tumores,

derivado del esqueleto basico tetraciclico denominado tigliano. #%.
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Tighang

En su forma libre no es téxico; sin embargo muchos de sus poliésteres,
particularmente los 12, 13-disustituidos, presentan propiedades irritantes y son
procarcinogénicos. Paradojicamente algunos de ellos, como el 12- tiglato-14-
decanoato-forbol, presentan también actividad antileucémica''®?° . Los crotofolanos
(tipo latirano) son un tipo inusual de diterpenos que se han encontrado en la familia

aislandose la crotofolina A,B,C,E de Croton corylifolius '®'°y los crotéxidos A y B2%',

Con otro estudio se pudo aislar la taspina de las especies peruanas Croton
lechleri, Croton draconoides y Croton palanostigma. Este compuesto presenta actividad
citotoxica “in vitro” e “in vivo”. Estudios farmacolégicos han demostrado que la taspina

presenta actividad cicatrizante y antiinflamatoria 4%’

Se han aislado diterpenos que poseen propiedades insecticidas, como por
ejemplo, el cis-dehidro-crotonin de la especie Croton cajucara y otro diterpeno toxico

para los insectos que fue aislado de la especie crotén linearis?®2°.

En el afio 2000 Graham y col., realizaron una revisién usando la base de datos
NAPRALERT actualizada y mantenida por el programa de Colaboracion a la
Investigacion a las Ciencias Farmacéuticas del Colegio de Farmacia de la Universidad
de lllionois-Chicago, donde se reportan mas de 350 especies usadas contra todo tipo

de cancer encontrandose 37 especies de la familia Euphorbiacea entre las cuales
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destaca el uso de la espina de la Cnidoscolus chayamansa Mc Vaugh en México para

eliminar verrugas®.

En el 2001 Willians James y col. estudiaron una serie de plantas nativas del Amazona
para determinar las propiedades antivirales y los efectos inmunomoduladores de las
mismas, encontrandose de la familia Euphorbiacea, las especies Croton lechleri mejor
conocida como Sangre de drago o Drago, y Phyllanthus ninuri. Esta ultima fue efectiva
contra los virus HIV, Hepatitis B considerada como hepatoprotectora y contra la
Hepatitis C (virus HCV), ademas posee potencial actividad inmunomodulante. Mientras
que la especie Croton lechleri mostré actividad antioxidante, antiinflamatoria,
antibacterial, antitumoral, antidiarréica, antifungica y antiviral mostrando actividad contra
la diarrea producida por el virus HIV, contra la influenza y parainfluenza, el virus del
herpes simplex | vy Il, contra la Hepatitis A y B y contra el herpes genital en pacientes
con SIDA. La composicion quimica de la sangre de drago incluye un considerable
numero de compuestos como diversos tipos de fenoles y diterpenos,
proanthocianidinas, fitosteroles, lignanos dihidrobenzofuranos y alcaloides tipo taspino?”
(Actividad antiviral de ufa de gato). Hoy en dia se utiliza como medicamento
antidiarreico en pacientes con enfermedades cronico viral el oligomero de

proantocianidina aislado de esta planta, (Figura N°1)"%",
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OH

HO 0]

HO

Figura N°1: Oligémeros de Proantocianidina

Igualmente en el afio 2001, M. Briltna y col. realizaron el estudio quimico de
varias especies de la familia Euphorbiacea de Chile, encontrando para las especies
Argythamina canescens y A. berteroana los triterpenos conocidos derivados del lupeol y
el R-sitosterol, y para la especie A. tricuspidata derivados triterpénicos y compuestos

aromaticos todos de estructura conocida: compuestos del 1 al 113",
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
R CHO COOH Me Me Me R CHO COOH Me Me Me
R’ H H a b OH R H H a b OH

Para el género Colliguaja se estudiaron las especies C. dombeyana, C.
integerrima, C. odorifera y C. salicifolia de las cuales se aislaron diterpenos y
flavonoides conocidos: compuestos del 10, 13-20%'323% _ Del estudio preliminar para la
actividad antibacteriana del extracto con acetato de etilo se comprobd que presenta
actividad moderada frente a los organismos Bacillus subtilis, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Sarcina sp., Staphylococcus aureus, Staphylococcus

epidermidis, Streptococcus faecalis®.
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_/
(BN A
OH OH
o. MH

O-R OH
OH O OMe O
16. R: Gll&dsgpeoi 20 13. Ac. Ursdlico

17. R: AzUcar

OOH

14. b Sitosterol 15. Ac. Oleandlico

Del estudio de la especie Croton chilensis (especie unica del género en Chile) se
aislaron, principalmente, derivados de alcaloides del tipo morfinandienona 21-23 y un
alcaloide aporfinico 24. Ademas de un derivado terpénico 25, y dos derivados

aromaticos.*®

MeO

MeQ Me

HO

MeQ
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21 22 23
R1 Me H Me 24
R2 H Me Me

HO

OR

25 26 27
R H Glu
Isosalutaridina 21, flavinantina 22, metilflavinantina 23, isocoridina 24,
vomifoliol 25, tirosol 26, y salidrosido 27 .

De la especie Euphorbia peplus se lograron aislar derivados jatropano,
ingenanos y pepluanos. Esta especie que crece en Chile fue comparada con la misma
especie recolectada en Alemania, donde se encontré menos diversidad en la especie
que crece en Chile. De la misma se aislaron los jatropanos 28, 29, 30 y los compuestos
31, 32, 33 de la especie colectada en Alemania. Ademas se aislaron los ingenanos 35,
36 y un triterpeno tetraciclico con esqueleto nuevo que se denomind pepluano y que

corresponde a la estructura 34°.
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33

R4 iBu Ac Ac

R H

Rs; Nic Ac

34 36
R Oac

28-33 derivados de jatropano
34 derivado de pepluano (esqueleto nuevo)

35-36 derivados de ingenano

Siguiendo con el estudio de la familia Euphorbiaceae, de la especie Euphorbia
portulacoides se aislaron diterpenos y floroacetofenonas 49,50,51 entre las cuales
estan: dos kauranos 46,47 de los cuales uno resultd ser nuevo, tres derivados de tipo
abietano 41,42,43,44,45 de los cuales dos son nuevos, cuatro nuevos derivados de
latiranos 37,38,39,40, un derivado de ingenano 48 y compuestos relacionados, ademas
de una serie de compuestos conocidos ¥’. Se sabe que las propiedades irritantes de los
representantes del género Euphorbia se deben principalmente a la presencia de
diterpenos macrociclicos con esqueleto tipo tigliano e ingenano, derivados que no
fueron encontrados en E. portulacoides salvo el compuesto 48 . En medicina popular,
esta planta es usada por sus propiedades purgativas muy similares a las de E.

lathyris383%40,
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37 38 39
R Ac iBu MeBu Bz R H OH H R H OH

49 50 51
R1 H H Me
R2 H Me H
37-40 derivados de latirano, 41-45 derivados de abietano,

46-47 derivado del kaurano, 48 derivado de ingenano

49-51 floroacetofenonas

En el 2006, Markom Masturah y col. Aislaron de la especie Phyllanthus niruri, los
acidos Galico y Elagico, y los taninos Corilagina y Geraniina. Estos taninos hidrolizables
son compuestos bioactivos y la extraccion de los metabolitos se realizé realizando el
método de extraccibn con Soxhlet. Para su identificacion y caracterizaciéon se
compararon los tiempos de retencion usando un HPLC (Cromatografia Liquida de Alta
Presién), adicional se confirmé cada estructura usando datos espectroscopicos de
RMN*",

Geraniina Corilagina
HO OHHO OH

OH

OH

OH
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Acido Ellagico Acido Gallico

O§ OH

HO OH
OH

Olepeja Aiyelaaghe y col en el 2007, aislaron de la especie Jatropha podagrica, seis
diterpenos macrociclicos de los cuales dos resultaron ser estructuras nuevas:
Japodagrina y Japodagrona, estos compuestos poseen un esqueleto tipo latirano y
jatrofano respectivamente; el resto de los diterpenos fueron estructuras conocidas.
Estos diterpenos macrociclicos se aislaron del extractto de hexano, ya que aunque
todos los extractos (EtOAc, MeOH y Hexano) mostraron actividad contra bacterias

gram-positiva, la fraccion menos polar resulté mas efectiva*.

Japodagrina Japodagrona
O CHsy
HO | CHs
‘CH,
1CH3
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4Z-Jatrogrossidentadion 15Z-epi-4Z-Jatrogrossidentadion

2-hidroxi-iso-jatrogrossidion 2-epi-hidroxi-iso-jatrogrossidion

HaC.,,

HsC.,

O ¥ ¥ “CH,

H SN\ S
1.1.4.b-. Antecegentes fitoquimico del Género Ccr)wid'asccﬂus CHs

En cuanto al estudio referente al género Cnidoscolus se pueden nombrar:

En 1966, Seigler y colaboradores aislaron de la especie Cnidoscolus texanus una
serie de acidos grasos del aceite esencial de la planta conocida como “ortiga punzante”
u “ortiga de toro™?; extraidos con pentano y determinados utilizando la técnica de
Cromatografia de Gas-liquido, obteniendo un 71% de acido linoleico y un 15.5 % de
acido oleico, para los acidos insaturados ; mientras que en el contenido de acidos
saturados se encontré un 10% de acido palmitico, un 3% de acido estearico y 1% de

una mezcla de acido laurico y miristico.

En 1968 el mismo investigador aislo el linamarino (glicésido cianogénico) del extracto

de acetato de etilo de la especie Cnidoscolus taxanus y de la especie Cnidoscolus
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stimulosus determiné por GLC los siguientes acidos: 64.8% de acido linoleico; 18.9 %
de acido oleico; 1.3 % acido palmitooléico; 12.3 % de acido palmitico, 2.8 % de acido

estearico y 0.2 % de acido miristico*.

En 1997, Rosenei Brum y col. aislaron de la especie Cnidoscolus vitifolius e
identificaron por técnicas espectroscopica de RMN, el acido 3-acetil-aleuritolico (5); el
3B-O-cinnamoil lupeol (3); el dihidrocinnamoil lupeol (4); el acetil lupeol (2) y el
compuesto nuevo 3B-hexanoil lupeol (1). Ademas de una mezcla de esteroles, entre
los que se encontraron: el sitosterol, campesterol y stigmasterol; analizados e
identificados por CG-MS*.

(1) R=-CO-CH2(CH2)3CH3

RO (2) R=-CO-CH3

o]

A)
AN

@

Almeida y col., en el 2004, monitorearon por TLC la composicion fitoquimica y
actividad bioldgica de una serie de plantas medicinales de la region de Xingé al Noreste
de Brasil; para la identificacidon quimica se utilizaron los siguientes reactivos: Cloruro
férrico para fenoles y taninos; para los alcaloides precipitacion especifica usando los
reactivos Hager, Mayer y Dragendorff; para los triterpenos anhidrido acético y acido
sulfdrico concentrado y para las quinonas solucién de hidréxido de aluminio*. De la
familia Euphorbiacea se encontraron las especies; Cnidoscolus obtusifolius, rica en

fenoles y quinonas, conocida como “Faveleira”, las hojas de esta planta es utilizada
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como anti-inflamatorio y contra tumores de higado y utero; la especie Croton
rhamnifolius, conocida como “Velame”, utilizada para la diabetes e inflamacion rica en
fenoles y quinonas; Jastropha mollissima “Pinhda Branco” , constituida por fenoles y
triterpenos utilizada para aumentar el apetito y la infeccion de rifidn y Manihot glaziovii

“Manigoba” rica en fenoles empleada para el dolor de cabeza y la infeccion de rifidn.

Otro trabajo publicado para este género fue realizado por Awoyinka y col. en el 2007
a la especie Cnidoscolus aconitifolius, este grupo de investigacion realizé igualmente un
seguimiento de los compuestos quimicos por TLC y evaluacion de la actividad
antibacterial, tanto de la infusion como del extracto metandlico, encontrando taninos,
phobataninas, saponinas y glicésidos para el té y alcaloides, taninos, saponinas y
glicosidos para el extracto de metanol. Adicionalmente, el extracto metandlico inhibio
las bacterias Staphylococcus aureus y Salmonella typha mientras que el extracto

acuoso solo presenté actividad contra la bacteria Staphylococcus. Aureus® .

En Venezuela, en el 2004, Suarez y col realizaron el estudio toxicolégico de las hojas
de la especie Cnidoscolus chayamansa McVaugh, las cuales fueron preparadas en tres
formas: decoccidn, infusion y maceracion. En la infusibn se calenté agua hasta
temperatura de ebullicion (100°C) y luego se agregaron las hojas de la planta; en la
decoccién se hirvieron las hojas de la planta en agua por un periodo de 10 a 15 minutos
y para obtener el extracto de las hojas por maceracidén se dejaron reposar en agua fria
durante 48 horas. La determinacién de la DTs, y la DLsy se realizaron por el método
descrito por Litchfield y Wilcoxon*®; encontrando que los principales efectos téxicos
fueron la contorsién y piloereccion que junto con la diarrea (observada en menor grado)
pueden asociarse a trastornos gastrointestinales, consecuencia de la contorsion
intestinal. La letergia, la hiperventilacidon y otros efectos como ataxia, ptosis palpebral,
apnea, hiperactividad e hipersensibilidad observada con dosis muy elevadas pueden
asociarse con alteraciones del sistema nervioso central, atribuyendo estos efectos a la
presencia de cianuro de hidrogeno (HCN) que se forma a partir de los glicosidos

cianogénicos**.
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Los resultados muestran que la DTs, para las tres evoluciones preparadas fue de 140
mg/Kg, y los limites inferiores de los intérvalos de confianza fueron: 101,76 y 102 mg/Kg
para los liofilizados: maceracion, infusion y decoccion respectivamente; determinando
que la infusién resulté mas téxica a dosis mas baja. Aunque los resultados DLs, y los
limites de confianza fueron similares en las tres preparaciones evaluadas afirmando
que la toxicidad aguda en ratones Balb-c es baja, ya que la DTs se aleja

considerablemente de la DLs.

En cuanto investigaciones anteriores sobre la Cnidoscolus chayamansa, el primer
estudio se realizé en el 2004 por Joseph Kuti y colaboradores, los cuales aislaron e
identificaron tres tipos de flavonoides que resultaron comunes para ambas especies,
tanto para la C. chayamansa como para la especie C. aconitifolius. Entre los
compuestos aislados se encuentraron la C-glicosilflavona y una serie de derivados
glucésidos como (galactésidos, glucésidos, rhambdsidos y rhamnosilglicosidos) de los

flavonoides quercetina y/o kaemferol®’.

OH

HO (0]
OH
OH 0 Quercetina
OH

‘ O
HO (0]

OH

OH (0] (0]

Kaemferol Flavona

Flavonoides base de los derivados glucésidos encontrados en las especies .
C. chayamansa y C. aconitifolius
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Como los derivados glucosidicos tipo flavonoides exhiben numerosas y excelentes
propiedades biolégicas y farmacologicas excelentes para la cura de muchas
enfermedades cronicas, este grupo de investigacion también reporté la actividad
antioxidante de los extractos de la planta midiendo la capacidad de absorcién del
radical oxigeno mediante el método ORAC®%; el ensayo permite determinar
simultaneamente la capacidad antioxidante y el contenido total fendlico — flavonoide,

tanto del vegetal crudo como de la infusion de cada una de las especies estudiadas.

El total de ORAC se midié por cada miligramo de Trolox (Acido 6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcroman-2-carboxilico), siendo equivalente al ensayo de la capacidad
antioxidante (TEAC)>.

Especie Muestra de ORAC Contenido
Cnidoscolus hojas fendlico
C. aconitifolius Vegetal crudo 15.3+£0.3 2906.2 £ 18.5

Infusion 11.8+1.2 22414+ 37.9
C. chayamansa Vegetal crudo 156 £0.7 1217.3+21.4
Infusién 14.81+1.0 733.5 +28.2

Tabla # 1: Capacidad de Absorcion del radical Oxigeno (ORAC) y contenido fendlico en

el vegetal crudo y en la infusion de las dos espinacas (Cnidoscolus spp.)*
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A continuacion se presenta una tabla resumen con los flavonoides encontrados para

cada extracto de las especies Cnidoscolus:

Especie
Cnidoscolus

Muestra
de hojas

Compuestos flavonoides

C.
aconitifolius

C.
chayamansa

Vegetal
crudo

Infusién

Vegetal
crudo

Glicésidos de Kaemferol

3-O-galactésido
3-O-glucésido
3-O-rhamnésido
3-O-rhamnosilglicésido
3-O-rhamnosilglicésido-7-O-
rhamnoésido

Glicésidos de Quercetina

3-O-rhamnésido
3-O-rhamnosilglucésido

Glicésidos de Kaemferol

3-O-galactosido
3-O-glucosido
3-O-rhamnésido
3-O-rhamnosilglicésido
3-O-rhamnosilglicésido-7-O-
rhamnaésido
3-O-rhamnosilglicésido-7-O-
glucosido

Glicésidos de Quercetina
3-O-rhamnésido
3-O-rhamnosilglucésido-7-
O-glucésido

Glicésidos de Kaemferol

3-O-rhamnosilglucésido
3-O-rhamnosilgalactésido-7-
O-rhamndsido

Glicésidos de Quercetina
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3-O-rhamnésido
Glicésidos de Kaemferol
3-O-rhamnosilglucésido
3-O-rhamnosilgalactésido-7-
Infusion O-rhamnésido
Glicésidos de Quercetina

3-O-rhamnésido
Tabla # 2: Flavonoides encontrados en los extractos de cada especie
Cnidoscolus.

Kuth y col en el 2006 estudid el contenido de glucdsidos cianogénicos en las partes
comestible de los arboles de espinacas (hojas y tejido floral) Cnidoscolus chayamansa
McVaugh y Cnidoscolus aconitifolius (P. Mill) 1. P. Johnston en muestras frescas y
congeladas, utilizando ensayos enzimaticos (B-glicosidos) y la técnica de
espectroscopica UV-Vis para medir el complejo Cianuro picrato de sodio para su
cuantificacion. La identificacion del ciandgeno se realizé usando la técnica HPTLC **.
Seguidamente, se encontré que el contenido total de ciandgenos de las hojas
comestibles frescas de las dos especies Cnidoscolus, analizado por los dos métodos,
ensayo enzimatico® y espectro UV-Vis®’; mostré que la especie C. chayamansa tenia
un contenido relativamente menor de ciandgenos (1.28+0.4 pg de HCN equi/g de hojas
frescas) comparado con el obtenido para C. aconitifolius (2.51 + 0.6 ug de HCN equi/g
de hojas frescas). Utilizando el método analitico espectrémetro de UV-VIS; mientras
que por el método enzimatico el contenido de cianégenos fue parecido (2.89 + 0.1 pg
de HCN equi/g de hojas frescas) para la C. chayamansa y (2.89 + 0.0 pg de HCN
equi/g de hojas frescas) para C. aconitifolius. En cuanto a los pétalos C. aconitifolius
éstos presentaron una concentracion relativamente menor que la C. chayamansa, como

se muestra en la siguiente tabla:

Contenido HCN (ug/g peso

Cnidoscolus Tejido de fresco)
spp. planta Ensayo Absorcion UV-
enzimatico vis
C. Hojas 2.89+0.0 2.51+0.6

aconitifolius Flor 1.62+0.4 0.95+0.0
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Hojas 2.89+0.1 1.28+0.4
C.chayamansa
Petiole 1.6210.4 2.63+0.4

Tabla # 3: Contenido de HCN para cada especie (Cnidoscolus spp.), utilizando el

meétodo enzimatico y la absorcion UV-Vis

Los resultados de los ensayos enzimaticos fueron comparados con los resultados del
método espectrométrico UV-Vis, los cuales mostraron una excelente correlacion,
concluyendo que las especies Cnidoscolus presentan alto contenido de ciandégenos;
arrojando, mediante el analisis por HPTLC que el cianbgeno mayoritario para ambas

especies es el linamarino cuyo punto de fusion es (141-142) °C58@bo),

CN
CH,OH O CHj3
OH
CH
~0 3
OH OH

Linamarino
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ll-. Objetivos
2.1-. Objetivo General

Realizar el estudio fitoquimico de los extractos de cloroformo y cloroformo:metanol
(8:2) de las hojas de la especie Cnidoscolus chayamansa perteneciente a la familia de

la Euphorbiaceae.
2.3-. Objetivos Especificos

1-. Realizar separaciones y purificaciones de los metabolitos secundarios principales de

las hojas de la especie Cnidoscolus chayamansa.

2-. Realizar el analisis espectroscopico (UV, IR y RMN) de los metabolitos que se

logren aislar de la planta, a fin de determinar sus estructuras quimicas.
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lll-. Parte Experimental
3.1-. Coleccion del material vegetal

El material vegetal fue recolectada en la region de Barlovento, especificamente en
Caucagua, Edo. Miranda, Venezuela, en el caserio Merecure, carretera Nacional
Caucagua-Higuerote y fue identificada por los T.S.U. Maria Alejandra Guillen y Rubén
Naspe. Una muestra representativa se encuentra en el Herbario Nacional de Venezuela

ubicado en el Jardin Botanico de la Universidad Central de Venezuela
3.2-. Equipos

e . Lampara ultravioleta (UV): UVSL-25 onda corta (254nm) y onda larga (365nm).

e . Los espectros de RMN-'"H, RMN-*C y DEPT 135, fueron tomados en un
espectrometro JOEL de 270 MHz y Bruker de 500 MHz.

* . Los espectros de infrarrojo fueron tomados en pelicula, registrados en un
Espectrometro de Transformadas de Furier (FT-IR) marca Nicole modelo exus
490-ESP.

. Los espectros de UV/VIS fueron tomados en metanol en un espectrometro

Marca PerkinElmer, modelo Lambda 25.
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3.3-. Analisis Fitoquimico

La muestra al ser colectada se seco al sol por dos dias. Posteriormente, se separaron
las hojas de los tallos. Las hojas secas se colocaron en un Soxhlet para seguidamente
dar inicio a la maceraciéon empleando metanol a temperatura ambiente. La maceracion
consistio en agregar semanalmente metanol, hasta obtener un solvente claro. Una vez
obtenido el solvente con leve coloracion, se procedié a la destilacion del solvente a
presion reducida. Obteniéndose de esta manera el extracto de metanol crudo, se
hicieron particiones aumentando la polaridad de los solventes, de las cuales se
obtuvieron cuatro extractos, el primero de hexano, luego cloroformo, cloroformo/metanol

en una proporcion de 8:2 y por ultimo metanol.

Se eligieron al azar los extractos de cloroformo y de cloroformo/metanol 8:2 para la

realizacion de esta investigacion.



3.4-. Esquema Experimental

{ Material vegetal seco J

Extraccion continua con MeOH y
destilacion a presion reducida.

Extracto de Metanol crudo
(EMC)

Tratamiento con MeOH:H-0,
(1:1)

[ Extracto de Metanol crudo en soluciéon

(EMCS) }

Extraccién con Hexano

[ Fraccion de Hexano ]

.
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Extraccion con CHCIs

[ EMCS

] [ Fraccion de CHCI3

Extraccién con CHCI;:MeOH
8:2

~N

J

[

Fraccion de CHCIS:MeOH ]
8:2

.




32

A las dos fracciones seleccionadas se les aplicé la técnica de cromatografia de capa
fina (C.C.F.), donde se determinaron los tipos de compuestos y los solventes o la
mezcla de solventes adecuada para su separacion por cromatografia de columna, los

extractos fueron tratados de la siguiente manera:

3.5-. Fraccién de cloroformo: Se colocaron 2 g del extracto en una columna con silica
gel 60, ésta se eluyd primero con CHCI;, CHCI;:MeOH (9:1), CHCI;:MeOH (1:1), y por
ultimo MeOH. De la elucién con CHCI3;:MeOH (1:1) se obtuvieron 3 fracciones, se eligio
la que presentd mayor peso y menor cantidad de mezcla de compuestos, fraccion 3
(377,71 mg). Dicha fraccion se colocdé en un columna y se separé con una mezcla
CHCI;:MeOH (6:4). De la misma se obtuvo C1-1 (32 -45), C1-2 (47-91) y sus pesos son
35,18 mg y 47.03 mg respectivamente.

La muestra C1-1 se separd por cromatografia de placa preparativa y se separaron 5

compuestos, siendo mayoritario el Compuesto A (8,29 mg).

La muestra C1-2 también se separd por cromatografia de placa preparativa y se
separaron 5 compuestos, de los cuales resultaron mayoritarios el Compuesto B (5,27

mg) y Compuesto C (17,28 mg).

3.6-. Fraccién de cloroformo : metanol (8:2): Se colocé 1 g del extracto en una

columna con silica gel 60, ésta se eluy6 primero con CHCI;:MeOH (95:5), CHCI;:MeOH
(8:2), CHCI;:MeOH (7:3), CHCI;:MeOH (6:4) y por ultimo MeOH. De la elucién con
CHCI;:MeOH (95:5) se obtuvieron 5 fracciones, se eligieron las fracciones CM2
(72,12mqg) y CM5 (4,87 mg) por presentar mayor peso y menor cantidad de mezcla de

compuestos. La fraccion CM5 fue renombrada Compuesto E.
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Se coloco la fraccion CM2 en una columna con silica gel 60, ésta se eluydé primero
con CHCI;, CHCI;:MeOH (95:5), CHCI3:MeOH (1:1) y por ultimo MeOH. De la elucién
con CHCI;:MeOH (95:5) se obtuvieron 3 fracciones de las cuales se eligio la fraccion
C2-1 (20, 52 mg), por poseer mayor peso y menor mezclas de compuestos. Esta

fraccion se separé por cromatografia de placa preparativa.

De la fraccion C2-1 se separaron 6 compuestos, 2P-1 (6,11 mg), 2P-2 (0,88 mg), 2P-3
(1,04 mg), 2P-4 (1,84 mg), 2P-5 (0.67 mg) y 2P-6 (0,38 mg). De estas fracciones se

eligié la muestra 2P-1 que fue renombrada Compuesto D.
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IV-. Resultados y Discusién

6.1-. Compuestos aislados de la Fraccion de Cloroformo

e . Compuesto A:

De este compuesto se obtuvo 8,29 mg y fue aislado de la fraccion nombrada como
1P-1 (sdlido de una coloracion ambar), la cual mostré una coloracion amarilla frente al
reactivo sulfato cérico indicativa de la presencia de flavonoide. Esto fue corroborado por
la coloracién amarilla observada al rociar con el reactivo especifico para flavonoides,
Naturstoff. Una coloracion amarilla indica que se esta en presencia de un esqueleto tipo

flavonol®’.

OH
OH

HO 0]

OH

OH )

Fig.1. Estructura de la Quercetina
Una revision bibliografica sobre el género Cnidoscolus indica que compuestos de este

tipo han sido aislados:

Glicosidos de Quercetina:

3-O-rhamnosido 3-O-rhamnosilglucésido
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R': Rhamnosa R%Rhamnosa-Glucosa
Este compuesto fue parcialmente caracterizado mediante UV-V e Infrarrojo.

Espectro UV-V

Los espectros de flavonoides tipicamente consisten en dos bandas de absorcion
maxima en el rango de 240 — 285 nm (banda I) y 300 — 500 nm (banda Il). La posicion
precisa y las intensidades relativas de estos maximos proporcionan informacién
importante sobre la naturaleza del flavonoide y su patron de oxigenacién. La posicién
de los grupos hidroxilos fendlicos no sustituidos en el nucleo de los flavonoides pueden
establecerse mediante la adicion de reactivos de desplazamiento (como lo son
metoxido de sodio y acetato de sodio, entre otros) a la muestra disuelta en metanol y la

observacion de los cambios resultantes de los picos de absorcion®.

El espectro UV del compuesto A mostré bandas a 273 y 356 nm. Al adicionar acetato
de sodio no hubo desplazamiento que indicara la presencia de protones acidicos en la
posiciéon C-7. Sin embargo, la banda de absorcién de 356nm fue desplazada a 394 nm
con la adicion de NaOMe lo que indica la presencia de grupo hidroxilo libre en la
posicion C-4°. La aparicion de una nueva banda a 312 nm indica la presencia de un
grupo hidroxilo en la posicion C-7*. Se podria decir que la concentracién de NaOAc
era muy baja para reaccionar con ese grupo hidroxilo y por eso no se observo un

desplazamiento apreciable.



Fig.2 Compuesto A en MeOH
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Espectro IR

La espectroscopia IR es frecuentemente utilizada en estudios fitoquimicos como un
dispositivo de “huella dactilar’, para comparar una muestra natural con una sintetica. La
complejidad del espectro de infrarrojo se presta particularmente bien para ese
proposito. Ademas las comparaciones son muy importantes para una completa

caracterizacion de compuestos naturales®.

El espectro del compuesto A, el pico a 3433 cm™ es ancho y de mediana intensidad,
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Fig.4 Espectro IR del Compuesto A

Compuesto B

Este compuesto fue aislado de la fraccion nombrada como 6P-3 (sdélido de una
coloracién ambar), la cual mostré una coloracion amarilla en sulfato cérico indicativa de
la presencia de flavonoide. Esto fue corroborado por la coloracién amarilla observada al
rociar con el reactivo especifico para flavonoides, Naturstoff. De este compuesto se
obtuvo 5,27 mg. Como fue mencionado anteriormente, una coloracién amarilla indica
que estamos en presencia de un esqueleto tipo quercetina®, lo cual es caracteristico de

lo que se ha encontrado en los estudios anteriores sobre el género de la planta.

Este compuesto fue parcialmente caracterizado mediante UV-V e Infrarrojo.

Espectro UV

El espectro UV del compuesto B mostré bandas a 256 y 368 nm. Al adicionar acetato
de sodio no hubo desplazamiento que indicara la presencia de protones acidicos en la
posiciéon C-7. Sin embargo la banda de absorcion de 368nm fue desplazada a 386 nm

con la adicibn de NaOMe lo que indica la presencia de grupo hidroxilo libre en la
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posicion C-4°. La aparicion de una nueva banda a 304 nm indica la presencia de un
grupo hidroxilo en la posicion C-7%. Se podria decir que la concentracion de NaOAc
era muy baja para reaccionar con ese grupo hidroxilo y por eso no se observo un

desplazamiento apreciable.

Fig.5 Compuesto B en MeOH
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Fig.6 Compuesto B en Metéxido de Sodio
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Espectro de IR

El espectro del compuesto B el pico a 3394,2 cm™ es ancho y de mediana intensidad,

debido a las vibraciones stretching del enlace O-H. Los picos a 2956,5; 2925,7 y

2854,6 cm™ muestran bandas agudas de mediana a alta intensidad correspondientes a

enlaces C-H de hidrocarburos insaturados, que sugieren la presencia de un glucoésido.

En el espectro también se puede observar dos picos a 1714,6 y 1671,0 cm™ que son

correspondientes a la absorcion del grupo carbonilo. La sefia| -C-O
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Fig.7 Espectro IR del Compuesto B

Compuesto C

De este compuesto se obtuvo 17,28mg y fue aislado de la fraccidn nombrada como
6P-4 (sdélido de una coloracion ambar), la cual mostré una coloracion amarilla en sulfato
cérico indicativa de la presencia de flavonoide. Esto fue corroborado por la coloracion

amarilla observada al rociar con el reactivo especifico para flavonoides, Naturstoff®’.

Espectro UV

El espectro UV del compuesto C mostré bandas a 260 y 342 nm. Al adicionar acetato
de sodio no hubo desplazamiento que indicara la presencia de protones acidicos en la
posicion C-7. Sin embargo la banda de absorcion de 342nm fue desplazada a 368 nm

con la adicibn de NaOMe lo que indica la presencia de grupo hidroxilo libre en la



posicion C-4°%,

en la posicidn 7 pudiese no haber un grupo hidroxilo libre.
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No se observé la aparicion de una tercera banda lo que confirma que

Fig.8 Compuesto C en Metanol
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Fig.9 Compuesto C en Metéxido de Sodio
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Espectro de IR

El espectro del compuesto C el pico a 3408,0 cm™ es ancho y de alta intensidad,
debido a las vibraciones stretching del enlace O-H. Los picos a 3028,9; 2967,8; 2929,5
y 2874,4 cm™ muestran bandas agudas de mediana a alta intensidad correspondientes
a enlaces C-H de hidrocarburos insaturados, que sugieren la presencia de un glucésido.
En el espectro también se puede observar dos picos a 1710,6 y 1655,2 cm™ que son
correspondientes a la absorcion del grupo carbonilo. La sefial en 1714,6 cm™ es aguda

y de baja intensidad, que podria ser asignada a algun sustituyente del glucésido®.
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6.2-. Compuestos aislados de la fracciéon de CHCI;/MeOH 8:2

Compuesto D

De este compuesto se obtuvo 6,11 mg y fue aislado de la fraccion nombrada como
2P-1 (sélido de una coloracién ambar), la cual mostré una coloracion amarilla en sulfato
cérico indicativa de la presencia de flavonoide. Esto fue corroborado por la coloracién
amarilla-verdosa observada al rociar con el reactivo especifico para flavonoides,
Naturstoff.

Placa Corrida en CHCI:/MeOH (9:1) Rociado con Naturstoff

i

Una coloracion amarilla-verdosa indica que estamos en presencia de un esqueleto

tipo kampferol™.
p p OH

Fig.11
Estructura de
HO 0o Kampferol.

OH

OH O
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Una revision bibliografica sobre el género Cnidoscolus indica que compuestos de este

tipo han sido aislados:

Glicésidos de Kampferol:

3-0O-galactdésido
OH
o g

OH O

R': Galactosa

3-O-rhamnoésido

OH
HO ] I O
R3

OH

@)

R3: Rhamnosa

3-O-rhamnosilglicésido-7-O-rhamndsido

3-O-glucosido

OH O

R?: Glucosa

3-O-rhamnosilglicésido

OH
HO ] I O
R4

OH O

R4: Rhamnosa-Glucosa

3-O-rhamnosilglicésido-7-O-glucdsido
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OH O OH O
R3: Rhamnosa R?: Glucosa
R* Rhamnosa-Glucosa R* Rhamnosa-Glucosa

Este compuesto fue parcialmente caracterizado mediante UV-V e Infrarrojo.

Espectro UV

El espectro UV del compuesto D mostré bandas a 256 y 345 nm. Al adicionar acetato
de sodio no hubo desplazamiento que indicara la presencia de protones acidicos en la
posiciéon C-7. Sin embargo, la banda de absorcion de 345nm fue desplazada a 384 nm
con la adicibn de NaOMe lo que indica la presencia de grupo hidroxilo libre en la
posicion C-4". La no reaccion con el AcONa y la no apariciéon de una tercera banda al
adicionar metoxido de sodio indica que en la posicion C-7 no hay presencia grupo
hidroxilo libre con el cual se pueda llevar a cabo la reaccién acido-base™. Por lo que se

podria pensar que esa posicion esta ocupada por otro sustituyente.

Fig.12 Compuesto D en Metanol
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El espectro del compuesto D el pico a 3428,5 cm™ es ancho y de alta intensidad,
debido a las vibraciones stretching del enlace O-H. Los picos 2926,4 y 2854,9 cm™
muestran bandas agudas de mediana a alta intensidad correspondientes a enlaces C-H
de hidrocarburos insaturados, que sugieren la presencia de un glucésido. En el
espectro también se puede observar dos picos a 1714,2 y 1670,3 cm™ que son
correspondientes a la absorcion del grupo carbonilo. La seial en 1714,2 cm™ es aguda

y de baja intensidad, que podria ser asignada a algun sustituyente del glucésido”™ .
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Fig. 14 Espectro IR del Compuesto D
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Este compuesto fue aislado de la fraccion nombrada como CM5 (sdlido de una
coloracion ambar), la cual mostré una coloracion amarilla en sulfato cérico indicativa de
la presencia de flavonoide. Esto fue corroborado por la coloracion amarilla observada al
rociar con el reactivo especifico para flavonoides, Naturstoff’>. De este compuesto se

obtuvo 4,87 mg.

Espectro UV

El espectro UV del compuesto D mostré bandas a 256 y 345 nm. Al adicionar acetato
de sodio la banda de 345nm fue desplazada a 380nm lo que indica la presencia de
protones acidicos en la posicion C-7. Con la adicion de NaOMe la banda de 345nm fue
desplazada a 385nm lo que indica la presencia de grupo hidroxilo libre en la posicion
C-4’. Ademas la aparicion de una nueva banda a 325nm corrobora la presencia del

grupo hidroxilo en la posicion C-77¢.

Fig. 15 Compuesto E en Metanol
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Fig. 16 Compuesto E en Acetato de Sodio
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Espectro IR

El espectro del compuesto D el pico a 3392,3 cm™ es ancho y de media intensidad,
debido a las vibraciones stretching del enlace O-H. Los picos 2956,0; 2924,9 y 2854,1
cm” muestran bandas agudas de mediana a alta intensidad correspondientes a enlaces
C-H de hidrocarburos insaturados, que sugieren la presencia de un glucésido. En el
espectro también se puede observar dos picos a 1711,0 y 1655,0 cm™ que son
correspondientes a la absorcion del grupo carbonilo. La sefial en 1711,0 cm™ es aguda

y de baja intensidad, que podria ser asignada a algun sustituyente del glucésido’"".
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Fig. 18 Espectro IR del Compuesto E
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Para comprobar que los compuestos A, B, C y E eran diferentes entre si, se realizé
una cromatografia de capa fina (TLC) comparativa con diferentes solventes, para
comparar los valores de Rf. Por ejemplo, una cromatografia de capa fina en cloroformo,
dio los siguientes resultados: compuesto A tuvo un Rf de 4,2cm; el compuesto B
presenté un Rf de 3,6cm; el compuesto C mostré un Rf de 3cm y el compuesto D tuvo
un Rf de 2,5 cm. Los Rf resultantes fueron diferentes entre si, por lo que se puede
inferir que los compuestos son diferentes ya que presentan distinta polaridad. Se podria
inferir que los compuestos presentan un solo sustituyente de tipo glicésido, ya que
presentan Rf relativamente altos para ser compuestos con una gran cantidad de grupos

hidroxilo.

Placa Corrida en CHCI; Placa Rociada con Naturstoff
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Fig.19 Fotos de TLC comparativa realizadas para los compuestos aislados
CB.DyA

Se pueden observar diferencias entre los compuestos que se colorearon de amarillo
con el reactivo especial para flavonoides, naturstoff. La diferencia entre dichos
espectros se encuentra en lo que se refiere a las sefales correspondientes a la “huella

dactilar” del compuesto, por ejemplo el compuesto A presentd sélo una sefial en 724,5
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cm”, el compuesto B presentd dos sefiales en 723,2 y 583,4 cm™, el compuesto C
presentd varias sefales, 979,5; 942,3; 913,6; 874,7; 839,8; 653,9 y 593,3 cmy el
compuesto E presento tres sefiales en 707,7; 670,4 y 651,8 cm™'. Este hecho podria
ayudar a deducir que aunque son compuestos que presentan el mismo esqueleto de
quercetina mostrado anteriormente, a su vez son compuestos que pueden poseer en su
estructura distintos sustituyentes entre ellos, o que hace notable su diferencia en esa

zona del espectro.

Si se compara el espectro IR reportado en la literatura para la quercetina, se puede
observar que hay sefales similares; por ejemplo: la sefial en 3407 cm™ que indica la
presencia de grupos hidroxilos, 1093 cm™ que indica la presencia de C-O sp®, 1169 cm"
debido a la presencia de C-O sp?, 1660 cm™ que muestra que se esta en presencia de
un compuesto aromatico. Estas senales son cercanas a los resultados arrojados por los
espectros IR de los compuestos A, B, C y E. Lo que no dejaria lejos la posibilidad de

que el esqueleto principal de esos compuestos fuese el de la quercetina.

Fig.20 Espectro reportado en la literatura para la Quercetina™
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Como se sospecha de la existencia de compuestos glicosilados es valido hacer una
comparacion de los espectros IR de los compuestos aislados con los espectros IR de

azucares como la glucosa y la fructosa.
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Fig.21 Espectro reportado en la literatura de la Glucosa y la Fructosa

En la figura se observa en la region de 600 a 1500 cm™, sefiales las vibraciones de
los grupos C-O y C-C que estan presente y generalmente los carbohidratos muestran
esas bandas caracteristicas. Si se compara esa region con los espectros IR de los
compuestos A, B, C, D y E, se puede apreciar en esa region hay senales que podrian
indicar la presencia de azucares. Por otra parte el espectro de esas azucares presenta
sefales de 2900 a 3450 cm™ asignadas a las vibraciones de los grupos C-H y O-H®.
Sefiales que se pueden observar en los espectros IR de los compuestos aislados. Si
bien no se puede afirmar con certeza que se trata de la glucosa o de la fructosa, si se

pudiese decir que se esta en presencia de compuestos glicosilados.
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Comparando estos resultados con los reportados en la literatura se puede inferir
sobre la presencia de flavonoides en ambas fracciones de la planta (fraccion de
cloroformo y fraccion de cloroformo/metanol 8:2). Podrian tratarse de flavonoides
glicosilados debido a particulares sefnales observadas en los espectros de IR. Aunque
no se pudieron identificar los compuestos, parcialmente se caracterizaron, cuyos
resultados concuerdan con los estudios que anteriormente se han hecho sobre la

especie Cnidoscolus chayamansa y su género Cnidoscolus.
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V-. Conclusiones

De las hojas de la planta Cnidoscolus chayamansa se aislaron cinco compuestos

con caracteristicas de flavonoides.

Se lograron aislar cuatro compuestos diferentes pero que presentan esqueleto de

quercetina.

Se aisld un compuesto con caracteristicas de presentar un esqueleto de

kaempferol.

Los cinco compuestos aislados parecen estar glicosilados, debido a
comparaciones realizadas entre los espectros de la fructosa y la glucosa con la

region de “huella dactilar” de los compuestos obtenidos.

No hay discrepancia entre los resultados obtenidos provenientes de las
caracterizaciones realizadas de los compuestos, con los datos reportados en la

literatura sobre el estudio de la planta Cnidoscolus chayamansa.
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VI-. Recomendaciones

 Tomando en cuenta los resultados obtenidos por este trabajo se recomienda la
continuacion del estudio de los compuestos aislados mediante técnicas de RMN

H-1 y RMN C13 para la lograr su completa identificacion.

* Finalmente, se propone realizar un estudio biolégico de los compuestos aislados,
por ejemplo: actividad antitumoral y antioxidante, puesto que, se encuentran
reportes de que ciertos compuestos extraidos de esta planta presentan una

apreciable actividad bioldgica.
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