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Resumen

Se evalu6 el efecto antiinflamatorio y antioxidante de los alcaloides glutarimidicos: julocrotol, isojulocrotol y julocrotona
aislados de la especie Croton cuneatus. Los compuestos no indujeron muerte celular en cultivos primarios de leucoci-
tos humanos cuando la viabilidad fue evaluada por el método del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)- 2,5- difenil tetrazo-
lio (MTT). Todos los compuestos disminuyeron la produccién del anién superéxido (O2~) en leucocitos humanos activados
por el acetato de forbol miristato (PMA) en una forma dependiente de la dosis, cuando éste fue evaluado a través de la
reduccién del nitro azul de tetrazolio (NBT). La julocrotona fue el compuesto mas potente inhibiendo la produccién del
02~ con una Clso de 10,21 uM, mientras que el julocrotol y el isojulocrotol presentaron valores de Clso de 16,19y 25,13
uM, respectivamente. Los tres alcaloides glutarimidicos fueron mas potentes que la talidomida (analogo estructural).
Ninguno de los alcaloides exhibio efecto antioxidante en el método del 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH). Se concluye que
julocrotol, isojulocrotol, y julocrotona, exhiben un potente efecto antiinflamatorio por lo que pueden ser considerados
compuestos guias para el desarrollo de nuevas terapias.
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Abstract

The anti-inflammatory and antioxidant effects of the glutarimide alkaloids julocrotol, isojulocrotol and julocrotone, puri-
fied from Croton cuneatus, were assessed. The compounds did not induce cell death in human leukocytes when they
were analyzed by the MTT assay. The glutarimide alkaloids decreased superoxide anion production in human leukocytes in
a dose dependent manner when this was evaluated by NBT reduction. Julocrotone was the most potent compound inhibi-
ting superoxide production with an ICso of 10.21 uM; on the other hand, the ICs¢ for julocrotol and isojulocrotol were
16.19 y 25.13 uM, respectively. The three alkaloids were more potent than thalidomide (structural analog). None of the
alkaloids had antioxidant properties assessed by the DPPH protocol. It is concluded that julocrotol, isojulocrotol, y julo-
crotone, exhibit a potent anti-inflammatory effect and consequently they may be consider to be leading compounds in the
development of new therapies.
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Introduccion

La inflamacién es una respuesta inmune esencial
que permite la supervivencia durante la infeccién o el
dano a los tejidos, y que ademas mantiene la homeos-
tasis en una importante variedad de condiciones noci-
vas (Libby, 2007; Medzhitov, 2010). La respuesta infla-
matoria ocurre por diversos mecanismos incluyendo la
biosintesis de prostaglandinas, leucotrienos, especies
reactivas de oxigeno (ROS), especies reactivas de nitro-
geno (RNS) y citocinas proinflamatorias, a través de la
activacion de las ciclooxigenasa-2 (COX-2), la sintasa
inducible del 6xido nitrico (NOS-2), la activacion de la
via NAD(P)H/PKC (proteiana kinasa C), y la activacién
de factores transcripcionales como el factor nuclear
kappa B (NF-kB) (Salvemini y col., 2006). Dentro del
campo terapéutico de los antiinflamatorios se emplean
algunas estrategias que involucran la inhibicién de la
enzima COX-2. Sin embargo, los farmacos disponibles
en la actualidad del género COXIB, han sido asociados
con efectos adversos dgastrointestinales, cardiovascu-
lares y renales de importancia (Zhang y col., 2006).

El descubrimiento de drogas obtenidas de plantas
ha resultado en el desarrollo de farmacos antiinflama-
torios, anticancerigenos, y antibiéticos que ain se
mantienen en el arsenal terapéutico. Por lo tanto, las
plantas representan una importante fuente de nuevas
drogas y compuestos guias (Itokawa y col., 2008; Goss-
lauy col., 2011). Las plantas medicinales han sido usa-
das por mucho tiempo para el tratamiento de una con-
siderable cantidad de enfermedades. Diversos estu-
dios experimentales han aportado evidencias cientifi-
cas que demuestran el efecto farmacolégico de las
plantas usadas en la medicina folclorica, que por tanto
las convierte en un punto de partida en la busqueda de
nuevas terapias (Newman y Cragg, 2007; Sharafkha -
neh y col., 2007). Estudios etnobotanicos reportan
que diversas especies del género Croton son usados
por indigenas del Amazonas en forma de infusion para
tratar los procesos inflamatorios, las heridas, y los de -
sordenes estomacales (Morales y Castillo, 2005). Los
efectos antiinflamatorios y antiproliferativos de los ex-
tractos del Croton cuneatus, y otras especies de Cro -
ton, han sido mostrados previamente in vitro e in vi -
vo, con extractos y compuestos purificados (Suarez y

ol., 2003, 2004, 2006, 2009). Mientras el extracto
acuoso de Croton cuneatus disminuy6 significativa-
mente la inflamacion plantar, inducida por la albumi-
na de suero bovino en ratas (Suarez y col., 2008), los
alcaloides glutarimidicos, julocrotol, isojulocrotol y
Jjulocrotona aislados de esta especie (Figura 1) mostra-
ron actividad antiproliferativa sobre las lineas celula-
res de carcinoma de mama humano (MCF-7) y sobre la
linea celular de hepatoma humano (Hep-G2) (Suarez
y col., 2004).

Revista Facultad de Farmacia o Vol. 75 ¢ N°1 « 2012

NR58 4

Julocrotol: R;=H, R,=0H
16  Isojulocrotol: R;=OH, R,=H
Julocrotona: Ry=R,=0

Figura 1. Estructuras de los alcaloides glutarimidicos,
la talidomida, y los inhibidores selectivos de quimiocinas
(BSClIs). Se destaca en los tres grupos de compuestos
la presencia del grupo 3-aminoglutarimida.

Desde el punto de vista estructural, el grupo gluta-
rimida esta presente en un gran niimero de moléculas
con un amplio rango de actividades farmacolégicas.
Dentro de éste grupo destacan la sesbanimida, la ami-
noglutetimida, el antineoplaston A10, los inhibidores
selectivos de quimiocinas (BSCI) y la talidomida y sus
analogos (Figura 1), que han mostrado potentes efec-
tos antiinflamatorios y antitumorales in vitro e in vivo
(Corral y col., 1996; De Sanctis y col., 2010). La talido-
mida es una molécula analoga del acido glutamico,
que presenta el grupo 3-aminoglutarimida, al igual que
los alcaloides glutarimidicos (Figura 1). La talidomida y
la lenalidomida (IMiDs) han sido aprobadas por la FDA
para el tratamiento del mieloma multiple y el sindrome
mielodisplasico en humanos, y se encuentran en diver-
sos estudios clinicos para el tratamiento de diversos
canceres humanos y enfermedades relacionadas con
el proceso de inflamacion (De Sanctis y col., 2010).

En un esfuerzo por identificar nuevos agentes an-
tiinflamatorios, el presente estudio fue llevado a cabo
para evaluar el efecto de los alcaloides glutarimidicos,
julocrotol, isojulocrotol, y julocrotona extraidos de
Croton cuneatus, en modelos de inflamacién en célu-
las humanas, asi como su posible efecto antioxidante.

Materiales y métodos
AISLAMIENTO DE LOS COMPUESTOS

Los alcaloides glutarimidicos, julocrotol, isojulocro-
tol y julocrotona (Figura 1), fueron aislados de Croton
cuneatus por Suarez y col., 2004. Las soluciones stock
de los alcaloides glutarimidicos y la quercetina fueron
preparadas en dimetilsulféxido (DMSO) seco y estéril a
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una concentracion de 0,1 M. La concentraciéon final de  la mediciéon de la absorbancia a 540 nm en lector de

DMSO nunca fue mayor a 0,1% m/v. microplacas de ELISA.

PROCEDIMIENTO DE SEPARACION EnNSAYO DE LA REDUCCION DEL AZUL

DE LOS LEucocItTos HuMANOS DE NITRO-TETRAZOLIO (NBT)

Los leucocitos de la sangre venosa heparinizada de El ensayo del NBT ha sido ampliamente utilizado
sujetos sanos, fueron separados de los eritrocitos por para medir aniones superéxido (O2'~) liberados por

medio de la lisis de los ultimos, con una solucién tam-  neutrofilos polimorfonucleares (PMN) y macréfagos du-
pon hipertoénica, constituida por NH4Cl, NaHCO3s y rante el estallido oxidativo (Choi y col., 2006; Schopf'y
EDTA como fue descrito previamente por Lehmanny col., 1984). El NBT es un ditetrazolio aromatico, nitro
col., 1997. Brevemente, dos mililitros de sangre hepa-  sustituido, soluble en agua que reacciona con los Oz~
rinizada fueron colocados en tubos cénicos de 50 mL.  para formar un derivado de diformazan reducido que
Seguidamente fue adicionada solucion de lisis 1X, has- puede ser monitoreado espectrofotométricamente. La
ta completar los 50 mL. Luego se procedio a agitar reduccion del NBT al compuesto de diformazan insolu-
durante 10 minutos, al cabo de los cuales los tubos  ble en medio acuoso sirve como un marcador de la ca-
fueron centrifugados a 1200 rpm por 10 minutos a  pacidad redox de los fagocitos estimulados, reflejando
4°C. Los sobrenadantes fueron descartados, y los la actividad de la NAD(P)H oxidasa dependiente de la
botones celulares fueron dispersados, y resuspendidos  PKC (Esfandiari y col., 2003).

en 50 mL de Buffer Fosfato (PBS) con 0,1% m/v gel
(PBS gel). Inmediatamente se procedio a centrifugar en
las condiciones anteriores por 10 minutos adicionales,
y este procedimiento de lavado fue repetido en otras

El ensayo fue ejecutado de acuerdo a la técnica
ideada por Rook y col., 1985, para leer el NBT reduci-
do en microplacas de ELISA, con las adaptaciones de

- . Rainard, 1986. En placas de 96 pozos, 2x10° células
dos oportunidades, una a 1200 rpm, y finalmente a  ¢,010n tratadas durantes 1h (37°C, 95% aire/ 5% de
900 rpm para eliminar el exceso de plaquetas. Los leu-

cocitos totales fueron resuspendidos en 10 mL de PBS
gel, contados en una camara de Neubauer con azul de

CO32) con los alcaloides glutarimidicos, la talidomida, la
quercetina o vehiculo. Finalizada la incubacién, se adi-

- - X cion6 a todos los pozos 50 pL de solucién que conte-
tripano, y la suspension fue ajustada con PBS gel a la nia, 1,5 mg/mL NBT y 500 ng/mL de PMA (para una

concentracion deseada. concentracion final por pozo de 100ng/mL). Después

de 1 hora adicional a 37°Cy 5% de COg, las placas fue-
EnNSAYO DE VIABILIDAD CELULAR: METODO DEL MTT ron centrifugadas a 1800 rpm por 5 minutos (a 4°C),

Para ensayar la viabilidad celular se empleo el posteriormente los sobrenadantes fueron retirados cui-

método colorimétrico del MTT, debido a su sencillez dadosamente y se procedio a lavar los pozos en 2

y reproducibilidad. La sal de tetrazolio, MTT (bromuro oPortunidades con 200 pL de PBS, y en una oportu-
de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-il)- 2,5- difenil tetrazolio), es nidad con 200 L de metanol puro, para eliminar com-
pletamente el NBT no reducido. Las placas fueron se-

cadas con aire, y el diformazan fue disuelto por la adi-
cion de 100 pL de KOH 2M para lisar las membranas
celulares, seguido por la adicién de 160 pL de DMSO
para disolver los cristales de diformazan. Las placas
fueron agitadas durante diez minutos, y la absorban -
cia de la solucion azul turquesa fue leida en un lector
de microplacas a 620 nm. Finalmente, los valores de
absorbancia de los blancos fueron restados a los po-
zos remanentes, y se calcul6 el porcentaje de inhibi-
cion de la reduccion del NBT respecto a los controles.
Las concentraciones inhibitorias medias (Clso) de los
compuestos fue determinada utilizando una regresion
no lineal utilizando el programa Graphpad Prism ver-
sion 5,03.

un compuesto de color amarillo soluble en agua, cuyo
anillo de tetrazolio es clivado principalmente por enzi-
mas deshidrogenadas presentes en las mitocondrias
activas de células viables, produciendo cristales de for-
mazan azul oscuro insolubles en medio acuoso (Mos -
manny col., 1983).

Los leucocitos humanos fueron sembrados en pla-
cas de 96 pozos y tratados con concentraciones cre-
cientes de los compuestos de interés durante 2h. Al fi -
nalizar el tiempo de incubacion, las placas fueron cen-
trifugadas, los sobrenadantes retirados cuidadosamen-
te, y luego fueron adicionados 50 mL de una disolu-
cién de MTT (0,4 mg/mL en PBS) a cada pozo e incuba-
dos a 37°C por 4 horas adicionales. Finalizada la incu-
bacion, las placas fueron centrifugadas a 1600 rpm
por 10 minutos, luego se retiré6 cuidadosamente el so -
brenadante, y los cristales de formazan fueron disuel-
tos con 100 mL de DMSO, agitados por 10 minutos y la
magnitud de la reduccion del MTT fue cuantificada por La actividad captadora de radicales del DPPH para

ACTIVIDAD CAPTADORA DEL 1,1- DIFENIL-2-
PICRILHIDRAZIL (ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE)
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los alcaloides glutarimidicos, fue realizada de acuerdo
al método de Chiangy col., 2004. En microplacas de 96
pozos, 20 pL de las soluciones acuosas de los com-
puestos (10x) 6 20 pL de agua desionizada (control y
blanco) fueron mezclados con 50pL del buffer Tris-HCI
(pH 7,4) y 130 pL de una solucion etandlica del DPPH
115,38 pM (concentracioén final en el pozo de 75pM).
Las placas fueron agitadas de forma continua durante
30 minutos a temperatura ambiente y en la oscuridad,
y la absorbancia fue leida inmediatamente a 540 nm.
Después de restar el blanco a todos los pozos, los valo-
res de absorbancia en presencia del tratamiento con
los compuestos fueron expresados en términos del por-
centaje de la absorbancia de los pozos control. El acido
ascorbico y la quercetina fueron utilizados como con-
troles positivos en virtud de su poderosa actividad
antioxidante.

ANALISIS ESTADISTICO

Todos los experimentos fueron realizados en al me -
nos con cuatro réplicas. Los resultados fueron expre-
sados como el promedio * la desviacion estandar. La
significancia estadistica de los datos fue determinada a
través de un analisis de varianza de una via (ANOVA)
seguida por la prueba de comparaciones multiples post
hoc de Dunnet, p<0,05 y p<0,01 fueron consideradas
estadisticamente significativas. Las concentraciones
inhibitorias medias (Clsp), acompanadas por sus res-
pectivos limites de confianza 95%, fueron determina-
das por una regresion no-lineal de los experimentos
individuales. Todos los calculos estadisticos fueron rea-
lizados con el programa GraphPad Prism version 5.03
para Windows.

Resultados

EFECTO DE LOS ALCALOIDES GLUTARIMIDICOS,
SOBRE LA VIABILIDAD CELULAR DE LOS LEUCOCITOS
HUMANOS TOTALES

La evaluacion de la viabilidad celular de los alcaloi-
des glutarimidicos y la talidomida sobre los leucocitos
humanos fue determinada por el método del MTT. A
las concentraciones ensayadas de los alcaloides gluta-
rimidicos (0,1-100 uM) y de la talidomida (0,1-250 uM),
ninguno de estos compuestos tuvo efecto significativo
sobre la reduccion mitocondrial del MTT (Tabla I). Para
el julocrotol, el isojulocrotol, y la julocrotona se obser-
vO que a la concentracion de 25 uM hubo un ligero
aumento de la viabilidad que no fue significativamente
diferente de las células control (Tabla I).

EFECTO DE LOS ALCALOIDES GLUTARIMIDICOS
Y LA TALIDOMIDA, SOBRE LA PRODUCCION

DEL O2 ™ EN LEUCOCITOS HUMANOS ESTIMULADOS
coN EL PMA (ROS EXTRACELULARES)

En los leucocitos humanos estimulados con el
PMA, el tratamiento con el julocrotol, el isojulocrotol y
la julocrotona gener6 una disminucién significativa en
la reduccion del NBT respecto a los controles (Figura
2). Todos los compuestos exhibieron un efecto modu-
lador de la produccién del Oz'~ en una forma depen-
diente de la dosis. Las concentraciones mas altas que
fueron ensayadas del julocrotol, el isojulocrotol y la
julocrotona (50 y 100 uM), redujeron la produccion del
O2'~ en mas de 70% (Figura 2), mientras que el efecto
maximo de la talidomida fue 28,19% de inhibicion a la
concentracion de 250 uM (Figura 2 y Tabla II). A la

Tabla I

Efecto del julocrotol, el isojulocrotol, la julocrotona y la talidomida,
sobre la viabilidad de los leucocitos humanos estimulados con PMA

% con respecto al control
Concentracion (pM) Julocrotol Isojulocrotol Julocrotona Talidomida

0,1 102,79+ 1,71 102,37 + 1,22 99,01+2,10 | —————————

1 101,27 + 1,99 103,35 + 2,10 100,83 + 3,97 102,44 + 1,98

5 101,06 + 0,42 101,96 + 2,51 107,52 + 1,77 100,90 + 2,70
10 114,23 +£0,82 101,61 £ 1,40 113,04 £ 1,49 98,71 £ 2,17
25 118,60 + 5,33 108,89 + 1,82 120,68 + 2,99 102,13 £ 3,93
50 112,50+ 1,11 105,32 + 2,00 106,87 + 2,87 100,04 + 2,24
100 105,04 + 1,20 100,78 = 2,30 104,50 + 2,56 103,64 + 2,41
250 | ——— | ————————— | ———————— 102,07 £ 3,18
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Los valores presentados representan los porcentajes con respecto al control (100%), siendo los promedios + SD para un N=6.
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no mostraron una significativa actividad antioxidante o

actividad captadora de radicales libres en todo el rango

de concentraciones evaluadas. Mientras que la querce-

tina y el acido ascorbico (utilizados como controles

positivos) exhibieron una potente actividad antioxidan-

te con valores de Clso de 6,14 y 10,65 uM, respecti -
vamente (Tabla III).

Tabla III

Valores de las concentraciones inhibitorias medias
del julocrotol, el isojulocrotol, la julocrotona
y la talidomida sobre la captacién del radical DPPH

Figura 2. Efecto de los alcaloides glutarimidicos y la talidomida
sobre la produccion del Oz~ en los leucocitos humanos
estimulados con el PMA. Los leucocitos fueron pretratados
seguin se describe en la seccion de Materiales y Métodos.
Los datos representan los valores promedios + SD (N=6):
*p<0,05; **p<0,01 y ***p<0,001 comparado con el control
estimulado con el PMA.

concentracion de 100 uM, el julocrotol, el isojulocro-
tol, y la julocrotona, fueron 4,69; 4,25; y 4,95 veces
mas potentes que la talidomida inhibiendo la produc-
cion del Oz’ ~. Asi mismo, la julocrotona exhibio6 la
mayor potencia con una Clso de 10,21 uM (9,08-11,47)
(Tabla II). El orden de actividad para la inhibicion de la
produccién del Oz’ fue: julocrotona > julocrotol > iso-
Jjulocrotol >> talidomida.

Tabla Il

Valores de las concentraciones inhibitorias medias
de los alcaloides glutarimidicos y la talidomida,
sobre la produccion del anién superoxido
en leucocitos humanos estimulados con el PMA

Compuesto CI;, (uM)

16,19 (14,80-17,72)

Julocrotol

Isojulocrotol 25,13 (23,74-26,59)

Julocrotona 10.21 (9,08-11,47)
Talidomida >250 (28,199)
Quercetina 14,54 (10,85-18,23)

La produccién del Oz~ fue determinada por la reduccién del NBT.
Los datos representan la concentracién inhibitoria media (Clso) y
el intervalo de confianza del 95%. N=6 (a= porcentaje de inhibi-
cién a 250 uM).

EFECTO DE LOS ALCALOIDES GLUTARIMIDICOS SOBRE
LA CAPTACION DEL RADICAL LIBRE 2,2-DIFENIL-1-
PICRILHIDRAZIL (DPPH) (EFECTO ANTIOXIDANTE)

La actividad captadora de radicales libres de los
alcaloides glutarimidicos y la talidomida fue estimada
por la reactividad con el radical estable DPPH. El julo-
crotol, el isojulocrotol, la julocrotona, y la talidomida
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Compuesto CI,, (uM)
Julocrotol > 200 (10,17%)
Isojulocrotol > 200 (13,38%)

Julocrotona > 200 (12,11%)

Talidomida > 200 (1,88%)

Acido ascérbico 10,65 (9,65-11,75)

6,14 (5,49-6,88)

Quercetina

Los datos representan la concentracién inhibitoria media (Clso) y el
intervalo de confianza del 95%. N=4. Para Clso >200 uM, los valores
entre paréntesis representan el porcentaje de captaciéon del DPPH a
200 uM o 500 uM en el caso de la talidomida.

Discusion

Hay un importante cimulo de evidencia que mues-
tra que la produccion de especies reactivas de oxigeno
tales como el Oz, el H203, el radical hidroxil (-OH) y el
peroxinitrito se encuentran en el sitio de la inflamacion
y contribuyen al dano al tejido (Cuzzocreay col., 2004;
Mitra y Abraham, 2006; Salvemini y col., 2006). El radi-
cal Oz’ es producido por las oxidasas del NAD(P)H en
neutrofilos, macréfagos, eosinofilos, células endotelia-
les y vasculares, entre otras, lo que puede llevar a efec-
tos toxicos, cuando son producidos en altos niveles
durante el estallido oxidativo (Guzik y col., 2003). En la
inflamacion aguda y crénica, la produccion del Oz’ ~ se
incrementa en una proporcién que supera la capaci-
dad de la enzima endbégena superoxido dismutasa
(SOD) para removerlo. El desbalance resulta en los da-
nos mediados por el Oz~ (Salvemini y col., 2006). Al-
gunos de los efectos que ejerce el Oz~ en la inflama-
cion incluyen el dano a las células endoteliales, un
incremento en la permeabilidad microvascular, la for-
macion de factores quimiotacticos tales como el leu-
cotrieno B4, la peroxidacién lipidica, ademas de la
oxidacion y dano a la cadena simple del ADN (Fantone
y Ward, 1982; Guzik y col., 2003). De este modo, las
sustancias que atrapen estas especies reactivas de
oxigeno, o disminuyan su produccion, pueden mo -
dular el proceso inflamatorio.
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Nuestros resultados mostraron, a través del ensayo
de la reduccion del NBT, que los alcaloides glutarimi-
dicos inhibieron significativamente la producciéon del
02"~ en los leucocitos humanos estimulados con el
PMA (Figura 2 y Tabla II). La julocrotona inhibi6 de for-
ma potente la produccién del Oz~ con un Clso de
10,21 mM (Tabla II), siendo mas activo que el julocro-
tol y hasta 2,5 veces mas activo que el isojulocrotol.
Ninguno de los alcaloides glutarimidicos afect6 de
forma significativa la viabilidad de los leucocitos huma-
nos (Tabla I), lo que sugiere que la disminucién de la
produccién del O2'~, no fue una consecuencia de efec-
tos citotdxicos directos de estos compuestos. Debido a
que los alcaloides glutarimidicos mostraron una po-
derosa inhibicion de la produccion de ROS, nosotros
evaluamos si la actividad antioxidante era responsable
de la disminucion del O2'~. Se demostrd, que ninguno
de los alcaloides glutarimidicos o la talidomida exhi-
bieron una actividad captadora de radicales libres
incluso a la concentracion de 200 mM (Tabla III). De
este modo, no parece que estos compuestos puedan
actuar como antioxidantes o captadores de radicales li-
bres (al menos en un sistema libre de células). Por ello,
se puede sugerir que el efecto inhibidor de la produc-
cion del O2'~ por los alcaloides glutarimidicos en los
leucocitos estimulados, podria estar mediado por una
inhibicion directa de algunas de las enzimas de la cas-
cada de senalizacion de la PKC/NAD(P)H oxidasa, que
es activada en PMN humanos al ser estimulados por el
PMA y otros ésteres de forbol (Nixon y McPhail, 1999).

Las diferencias estructurales entre los tres alcaloi-
des glutarimidicos podrian estar detras de la diferencia
en los efectos biolégicos de estos compuestos. Por
ejemplo, la presencia de un grupo ceto en el carbono
14 de la julocrotona, respecto a una funcién alcoholi-
ca para el julocrotol y el isojulocrotol en la misma posi-
cion (Figuras 1), hace que el primero de estos tres com-
puestos sea mas activo que los dos ultimos inhibiendo
la produccioén del O'~ (Tabla II). La estereoquimica del
carbono 14 en el julocrotol e isojulocrotol, también
tiene un ligero efecto sobre la reducciéon del NBT. El
julocrotol (C-14(S)), es un inhibidor mas potente de la
produccién del Oz'~, cuando es comparado con su is6-
mero configuracional isojulocrotol (C-14(R)) (Figura 1).
Un efecto similar ha sido descrito previamente para la
talidomida y los BSCIs (analogos estructurales de los
alcaloides glutarimidicos a través del grupo 3-amino-
glutarimida). En el caso de los compuestos BSCIs, los
isbmeros S resultaron mas potentes como inhibidores
de quimiocinas de amplio espectro e inhibidores de
TNF-a (Fox y col., 2002). Por otro lado, en las hPBMCs,
el enantiobmero —(S) de la talidomida fue significativa-
mente mas activo que el enantibmero —(R), inhibiendo
la produccion de TNF-a (Wnendt y col., 1996).
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Se ha demostrado que la talidomida tiene un efec-
to supresor de la generacion de radicales O>'~ e hidro-
xil, lo cual puede consecuentemente proteger del dano
al tejido (Barnhill y col., 1984). Los resultados indican
que la talidomida a concentraciones terapéuticas ejer-
ce, al menos en parte, sus efectos antiinflamatorios
por interferir con la generacion de ROS dependiente de
PMN, y de este modo protege a las células de los efec-
tos citotéoxicos de estos mediadores (Faure y col.,
1980; Miyachi y col., 1982). La talidomida y sus deriva-
dos inmunomoduladores con el grupo 3-aminoglutari-
mida (pomalidomida y lenalidomida) han mostrado un
poderoso efecto antiinflamatorio y anticancerigeno en
diversos modelos en animales y en ensayos clinicos en
humanos (Ossandon y col., 2002). Estas caracteristi-
cas convierten al julocrotol, el isojulocrotol y la julocro-
tona como promisorios compuestos guias para el trata-
miento de patologias relacionadas al proceso inflama-
torio y el cancer. De los resultados del presente estudio
se desprende que la mayor potencia inhibitoria de la
produccién de ROS de los alcaloides glutarimidicos vs
la talidomida, presupone el uso de estos compuestos
como potenciales agentes antiinflamatorios en patolo-
gias donde la talidomida (relacionada estructuralmen-
te con el julocrotol, el isojulocrotol, y la julocrotona) ha
mostrado un potencial uso terapéutico.

En conclusion, el presente estudio mostré que los
alcaloides glutarimidicos julocrotol, isojulocrotol y julo-
crotona exhibieron propiedades antiinflamatorias in
vitro. Estos compuestos disminuyeron poderosamente
la produccioén del Oz~ en leucocitos humanos estimu-
lados, sin afectar la viabilidad celular. La inhibicion de
la produccion de ROS, en células humanas, por el julo-
crotol, el isojulocrotol, y la julocrotona podrian expli-
car, al menos en parte, los efectos beneficiosos de
Croton cuneatus en la medicina tradicional para el tra-
tamiento de la inflamacion, asi como los potentes efec-
tos antiinflamatorios observados en modelos de infla-
macion in vivo con extractos obtenidos de esta espe-
cie (Suarez y col., 2006). Estudios adicionales deben
ser realizados para determinar el efecto in vivo de es-
tos compuestos en modelos de inflamacién aguda y
crénica en animales de experimentacion.
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