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Resumen

Se presentan los resultados del estudio fitoquimico y farmacolégico de la planta Croton micans Sw (Euforbiaceae). La
investigacion quimica de los extractos organicos obtenidos de flores, hojas y tallos de Croton micans, condujo al ais-
lamiento e identificacion de 18 compuestos, siete de los cuales han sido reportados por primera vez en la literatura
de productos naturales: dos diterpenos de tipo 3,4-seco-entkaureno, cinco dimeros con estructuras de 3,4-seco-ent-
kaurenos, tres kauranos, tres esteroides triterpénicos, dos sesquiterpenos, un monoterpeno, un flavonoide y un acido
graso. Se identificé igualmente la composicion del aceite esencial obtenido de flores y hojas, encontrandose como
compuesto mayoritario el acetato de fenchilo. La evaluacion farmacolégica permitié determinar los efectos toxicos del
extracto acuoso sobre animales de experimentacion y con ellos se obtuvo la dosis téxica cincuenta (DT,,). Igualmente,
se determind su accion sobre la musculatura lisa del ileon de cobayo, en la respuesta cardiovascular, su actividad anal-
gésica y antihistaminica asi como la accién citotéxica de metabolitos aislados sobre células tumorales humanas.
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Abstract

This review presents the results the of a phytochemical and pharmacological study of the plant Croton micans Sw.
Chemical investigation of organic extracts obtained from Croton micans flowers, leaves and stems, led to isolation and
identification of 18 compounds, seven of them reported for the first time in natural products literature: two 3,4-seco-
ent-kaurene diterpenes, five 3,4-seco-ent-kaurene dimers, three ent-kaurenes, three steroids with triterpene skeletons,
two sesquiterpenes, a monoterpene, a long chain acid and a flavonoid. Composition of essential oil obtained from flo-
wers and leaves was also identified, fenchil acetate being the major compound. Pharmacological evaluation allowed
determining toxic effects of Croton micans aqueous extract on experimental animals and the TD,,, were determined. In
addition, the effects on guinea pig ileal smooth muscle, cardiovascular response, and analgesic and antihistamine acti-
vity were also determined. Cytotoxic activity of organic extracts and isolated metabolites on human tumor cells are also
shown.

Key words: Croton micans, phytochemistry, pharmacology, secondary metabolites, citotoxicity.

Introduccion Croton es el género mas grande de la subfamilia Cro -

El género Croton pertenece a la familia Euforbia - tonoideae (Caruzo y col., 2011). Se han reportado
ceae, una de las mas grandes del reino vegetal; estd aproximadamente unas 1.300 especies diseminadas
formado por hierbas, arbustos, arboles y, aunque en las regiones calidas del planeta, especialmente en
menos comunes, algunos se presentan como lianas. Ameérica del Sury en Africa; en Venezuela se han iden-
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tificado 80 especies (Berry, 1999). Las plantas estan
recubiertas por pelos estrellados o escamosos, y tie-
nen hojas enteras, dentadas o lobuladas. Las plantas
son monoicas o dioicas y sus flores estan reunidas en
espigas terminales o axilares.

Los estudios fitoquimicos realizados sobre un gru-
po considerable de especies, han conducido al aisla-
miento de esteroides, alcaloides, flavonoides, cumari-
nas, y una gran variedad estructural de diterpenos con
esqueleto carbonado tipo labdano, kaurano, cleistan-
tano, crotofalano asi como clerodano, siendo éste lti-
mo el mas abundante. Muchas especies son ricas en
mono y sesquiterpenos (Junior y col., 2006), y en re-
cientes reportes se senala la presencia de péptidos ci-
clicos (Quintyne-Walcott y col., 2007; Mehmood y
Malik, 2010).

Varias especies de Croton, contienen un latex ro -
Jjo viscoso el cual es utilizado ampliamente en la me-
dicina tradicional de Sur América para el tratamiento
de heridas, inflamacion, infecciones, diarreas y can-
cer (Caiy col., 1993). La savia de la especie C. pala-
nostigma contiene un alcaloide llamado taspina, el
cual es el principio activo responsable de las propie-
dades antiinflamatorias, asi como de sanar heridas y
de su actividad bioldgica como agente antitumoral
(Sandoval y col., 2002). Muchas especies de Croton
son utilizadas con propésitos medicinales especifi-
cos, por ejemplo C. zehntneri (Craveiro y col., 1978;
Oliveiray col., 2002) y C. cajucara (do Socorro y col.,
2003) son comunmente utilizadas en Brasil para tra-
tar problemas gastrointestinales y como anti-parasita-
rio, C. lechleri es empleado en toda Sur América para
el tratamiento de la inflamacién, de tlceras gastricas,
del cancer y para cicatrizar heridas (Cai y col., 1993).
C. nepetaefolius se usa en la medicina folclérica de
Brasil como antiespasmodico (Abdon y col., 2002).
Los usos, la quimica y la farmacologia de una gran
cantidad de especies han sido y contintian siendo re -
portadas (Salatino y col., 2007).

En Venezuela, la corteza de C. malambo se reco-
mienda para el tratamiento de enfermedades tales
como: diabetes, diarreas, reumatismo, tlcera gastrica,
asi como antiinflamatorio y analgésico. Un extracto
acuoso de C. malambo mostré actividad antinocicep-
tiva en ratas (Suarez y col., 2003). C. cuneatus es una
planta medicinal utilizada por los nativos del Amazo-
nas para tratar problemas gastrointestinales, y la infla-
macion (Webster y col., 1999); un extracto acuoso de
las partes aéreas de dicha planta mostré propiedades
antiinflamatorias en animales de experimentacion
(Suarez y col., 20086); tres alcaloides con estructura
glutarimidica, aislados de hojas y tallos de esa planta,
han demostrado ser los responsables de la accién an -
tiinflamatoria y antioxidante (Mijares y col., 2012).
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Dentro de las actividades farmacologicas experimen-
talmente comprobadas para el género Croton se en -
cuentra su potencial como agente antidiabético (Torri-
coy col., 2007; Okokon y col., 2006).

Croton micans Sw., es un arbusto que crece en la
zona norte-costera de Venezuela, y hasta el presente
no ha sido documentado nombre comun ni usos tera-
péuticos para esta especie en nuestro pais (Berry y
col., 2005). Sin embargo, en Brasil, a la especie Cro-
ton micans Miull. Arg., conocida como alecrim-de-va-
quero se le atribuyen propiedades medicinales tales
como: tratamiento para problemas cardiacos, influen-
za 'y como sedante (Agray col., 2008). Por ello, y debi-
do a la variada actividad y riqueza estructural de los
compuestos de especies del género Croton y el esca -
so conocimiento de la actividad biolégica y composi-
ciéon quimica de la especie C. micans Sw., en la pre-
sente revision se presentan resultados tanto desde el
punto de vista quimico como farmacoldgico que nos
permiten senalar que la especie C. micans Sw., puede
ser considerada como otra de las especies del género
con propiedades medicinales y que presenta nuevos
compuestos con actividad terapéutica en analgesia,
efectos cardiovasculares, antihistaminicos, anticoli-
nérgicos y citotoxicos.

Quimica

El aislamiento y purificacion de los compuestos
aislados de los diferentes extractos de las flores, ho-

jas y ramas de C. micans fue realizada por diferentes

técnicas cromatograficas y su caracterizaciéon e identi-
ficacion por medio de técnicas espectroscopicas: Re-
sonancia Magnética Nuclear de protones y carbono
(RMN 'H y RMN '3C), DEPT 135, HMBC, HMQC, NOESY,
IR y por espectrometria de masas (EM).

En el estudio fitoquimico de las flores, los diterpe-
nos de tipo 3,4-seco-ent-kaurenos caracasina (1) y el
acido de caracasina (2), fueron los compuestos mayo-
ritarios; los mismos se reportaron como estructuras
nuevas en la literatura de productos naturales (Suarez
y col., 2009). Adicionalmente, se aisl6 e identifico los
sesquiterpenos: 6xido de cariofileno (3) y espatulenol
(4), el monoterpeno 3,7-dimethyl-1,5-octadien-3,7-
diol (5), los esteroles estigmasterol (6) y f3-sitosterol
(7), el flavonoide tilirosido (8) y el acido palmitico
(Chavez, 2007).

De los extractos organicos obtenidos por extrac-
cion de las hojas se aislaron los seco-ent-kaurenos 1
y 2 conjuntamente con los ya conocidos diterpenos
160, 17-3-diol-ent-kaureno (9), kaurenal (10) y Kaure-
nol (11). En los extractos de las hojas igualmente se
caracterizé los esteroles B-sitosterol (6) y el estigmas-
ten-4-ene-2-ona (12) (Mateu, 2011). El estudio de los
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extractos organicos obtenidos de las ramas permitio
el aislamiento e identificacion de cinco nuevas estruc-
turas diterpénicas diméricas: acido micansinoico
(13), acido isomicansinoico (14) y los dimetil (15),
monoetil (16) y monometil (18) ésteres del acido mi-
cansinoico (Mateu y col., 2012) (Figura 1). Los extrac-
tos acuosos polares de hojas y tallos mostraron ser ri-
Cos en taninos.

ACEITES ESENCIALES Y SUS CONSTITUYENTES

La evaluacion fitoquimica de la especie C. micans,
incluy6 el aislamiento por hidro-destilacion y la carac-
terizacion por analisis de Cromatografia CG-FID y cro-
matografia gases-masas CG-EM, de los aceites esen-
ciales obtenidos de flores y hojas. Los analisis revela-
ron 67 compuestos en la composiciéon del aceite de
las flores, cuyos principales componentes fueron: ace-

Caracasina (1)

R1 = H, R, = ET, Monoetil-éster de micansinéico (17)

R1 =R, = H, Acido micansinéico (13) Acido isomicansinéico (14)
R1 =R, = CH,, Dimetil éster (15) R1 = H, R, = CH,, Monometil éster (16)

Acido de caracasina (2)

Figura 1. Estructuras de los compuestos aislados de C. micans
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tato de fenchilo (41,6%), a-cariofileno (12,6%), p-cu -
bebeno (5,0%), p-cariofileno (5,5%), a-cubebeno

Tabla I (continuacién)

Area de pico (%

(5,3%), p-elemeno (4,7%) y valenceno (4,6%). En el C. micans
aceite de las hojas se identifico al acetato de fenchilo Compuesto RI Hojas | Flores | Identificacion
(25,3%), o-cariofileno (20,7%), a-selineno (12,8%) y ArCUICUTeno l482 d d s
al p-bourbeno (9,3%) como los componentes mayori- Valonceno T 79 15 RIS
tarios (Tabla I) (Compagnone y col., 2010). .
o-Selineno 1501 12.8 nd RI, MS
Tabla I Mefilisoeugenol 1509 tr tr RI, MS
Composicion de los aceites esenciales ﬁ:blsaboleno 1509 02 i RI, MS
de Croton micans Bisaboleno 1520 nd 0.3 RI, MS
d-Cadineno 1526 0.2 tr RI, MS
Area de pico (% Calameneno 1532 tr tr RI, MS
C. micans Elemol 1540 | 02 0.2 RI, MS
Compuesto RI Hojas | Flores | Identificacién Ledol 1545 0.2 tr Rl MS
orthujeno 925 0.1 0.2 RL.MS Desconocido 1548 1.0 0.1 .
a-pineno 936 0.5 0.1 RI, MS Elemicina 1550 | 1.6 1.1 RI, MS
a-fencheno 945 06 1.5 RI )- Eudesmol 1560 tr 0.2 RI, MS
Sabineno 962 0.1 0.3 RI, MS Espathulenol 1565 | 0.9 0.1 RI, MS
Verbeneno 965 0.3 0.1 RI, MS Globulol 1580 05 tr RI, MS
$-myrceno 972 0.2 1.3 RI, MS Oxido de
$-pineno 986 0.9 0.2 RI, MS caryophillene 1587 0.2 1.1 RI, MS
0-3-careno 1010 0.2 0.1 RI, MS Humulene epoxido 1593 nd tr RI, MS
Limoneno 1018 2.9 1.3 RI 3,4,5-Trimetoxiben-
p-Cymeno 1030 0.7 1.1 RL, MS zaldehido 1623 0.1 nd RI, MS
d-terpineno 1063 nd 01 RLMS Desconocido 1595 0.1 0.1 RI, MS
Fenchona 1068 | 0.3 0.4 RI, MS Cedrol 1658 | 0.1 tr M8
Linalool 1091 | 22 15 RI, MS Carotol 1649 | 0.1 nd RI, MS
o-fenchol 1104 2.0 0.1 RIL, MS (-bisabolol 1653 0.1 0.3 RI, MS
B-fenchol 1110 0.6 0.2 RL MS Isoelimicine 1656 0.2 tr RI, MS
Terpinen-4-ol 1158 | 1.1 1.2 RI, MS Agarospirol 1664 | tr tr RI, MS
Norborneol 1167 nd tr RL, MS o-bisabolol 1667 nd 0.1 RI, MS
a-Terpineol 1190 | 05 tr RI, MS Cubenol 1669 | 0.l nd RI, MS
Myrtenal 1198 | 0.3 0.1 RI, MS a-Cadinol 1672 | tr 21 RI, MS
Trans-carveol 1212 nd 0.2 RI, MS wCadinol 1675 nd 0.1 RI, MS
a-Acetato de fenchilo | 1223 | 253 | 41.6 RI, MS b Cadinol 1684 | 0.1 tr RI, MS
Geraniol 1242 nd 0.1 RL, MS o-11-Eudesmeno 1688 nd 0.2 ———
Pulegona 1234 0.2 0.2 RI Desconocido 1690 0.2 0.3 RI, MS
Thymol 1291 nd tr RL, MS Selina-4-11-diene 1692 nd 0.2 RI, MS
Carvacrol 1293 | 0.1 nd RI Ledenol 1761 | 0.2 tr RI, MS
Eugenol 1347 | 1.1 tr RI, MS a-Cyperona 1785 | 0.l 0.3
a-cubebeno 1380 | 1.8 5.3 RI, MS Total 973 | 989
p-bourbeno 1382 9.3 nd MS nd=no detectado; tr= area de pico < 0,05
p-cubebeno 1386 2.7 5.0 RI, MS
p-elemeno 1392 0.5 4.7 RI, MS R
Metileugenol 1400 | nd 0.1 RI, MS ACTIVIDAD TOXICOLOGICA
p-caryophylleno 1422 0.7 5.5 RI, MS Y FARMACOLOGICA
a-humuleno 1442 nd 1.1 RI, MS TOXICIDAD AGUDA
a-caryophylleno 1448 | 207 126 RI, M5 La administracion del extracto acuoso de las hojas
Desconocido 1459 nd nd — de C. micans causoé varios efectos toxicos en ratones
Germacreno-D 1467 nd Il RI, MS tratados intraperitonealmente con dosis crecientes (4,
Alloaromadendreno | 1474 | 01 nd RI MS 8, 16, 32y 64 mg/Kg, i.p.) de dicho extracto. En efec-
Veratral 1480 | 04 02 RI, MS to, destaca la presencia de diarrea e irritacion visceral
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evidenciada por la contorsién del abdomen, efecto
conocido como «sindrome de contorsion», asociado
con toxicidad intraperitoneal. Este efecto aparecio
en los primeros 60 minutos post-inyeccion y mostrd
un perfil dependiente de la dosis. La dosis téxica 50
(DT,,) para este efecto (Litchfield y Wilcoxon, 1949),
fue de 16 mg/kg, con limites de confianza al 95% en -
tre 7,19 mg/kg y 35,60 mg/Kg. Asimismo, las curvas
tiempo-efecto para las distintas dosis evaluadas del
extracto, mostraron un tiempo de efecto pico (TEP) de
30 minutos (Figura 2).

._';: —h—4 mgKg
§ 4 —a—8mgkg
= ~—- 16 mgKg
E’? —o—32mgKg
; 2 ——64 mgkKa
=

0 A i

60 90

S
w
o

Tiempo (min)

Figura 2. Curva tiempo-efecto del efecto téxico (sindrome de
contorsion) del extracto acuoso de hojas de Croton micans
administrado en dosis crecientes.

Aun mas, se observaron tres aspectos interesan-
tes en el estudio de la toxicidad aguda del extracto
acuoso de esta planta: la intermitencia del fenédmeno
evaluado, la desaparicion del mismo a los 90 minutos
y la inexistencia de efectos letales a las dosis eva-
luadas, lo cual no permitié obtener la dosis letal 50
(DL,,). Estas caracteristicas senalan una baja toxici-
dad aguda del extracto. Estos hallazgos son similares
a los reportados previamente en los estudios de la to-
xicidad aguda del extracto acuoso de hojas de C. cu-
neatus (Suarez y col., 20086), en el cual se reporta la
aparicion del sindrome de contorsion como el efecto
toxico mas resaltante, con una DT, = 103 mg/Kg, el
cual resulté ser mucho mayor que la obtenida para C.
micans, mientras que es coincidente con el TEP de
30 minutos. Adicionalmente, se ha descrito la toxici-
dad aguda de un extracto de corteza de C. malambo
reportandose conducta estereotipada como el efecto
toxico mas notorio, con una DT,,de 12,3 mg/Kg y un
TEP de 10 minutos (Suarez y col., 2003).

ACTIVIDAD SOBRE LA MUSCULATURA LISA DEL [LEON
DE COBAYO

La presencia de diarrea como efecto toxico, des-
pués de la administracion en el animal entero del ex -
tracto acuoso de la hojas de C. micans, sugirié una po-
sible actividad estimulante del extracto sobre la mus-
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culatura lisa intestinal. Por ello, se evaluoé la actividad
sobre la musculatura lisa del ileon aislado de cobayo,
una preparacion que carece de vias aferentes (Perry,
1968). Nuestros hallazgos muestran que el extracto
acuoso de hojas de C. micans en el ileon aislado de
cobayo, no fue capaz de activar la musculatura lisa in-
testinal (Figura 3). Esto sugiere que los efectos toxicos
intestinales observados in vivo (diarrea) y el sindrome
de contorsién no se relacionan con la activacién direc-
ta de los receptores de la musculatura lisa, sino con la
actividad refleja mediada por el sistema nervioso para-
simpatico en respuesta a la irritacion peritoneo-visce-
ral que produce el extracto. Estos resultados son simi-
lares a los obtenidos en estudios previos, donde se
evaluo la actividad de los extractos de C. malambo y
C. cuneatus sobre el ileon aislado de cobayo (Suarez y
col., 2003, 2006), o del aceite de Croton administra-
do intraperitonealmente que produjeron sindrome de
contorsion en ratones debido a una intensa irritacion
del mesenterio abdominal (Pol y col., 1994).

100+
754

50+

HH

" +Cm-1 +Cm-1 +Cm-3 +Cm-1 +Cm-2 +Cm-3

Respuesta (%) Contraccion Isometrica

[ Carbacol [ Nicotina Histamina

Figura 3. Efecto del extracto acuoso de Croton micans sobre
la contraccién isométrica inducida por agonistas en el ileon
aislado de cobayo. Cm: Croton micans a dosis crecientes
(100 pg/ml, 1 y 100 mg/ml). Carbacol: 0,01 pg/ml; Nicotina:
2,0 pg/ml e histamina: 0,2 pg/ml.

Ademas del efecto directo del extracto sobre la
musculatura lisa del ileon aislado de cobayo, se estu-
di6 el posible efecto del extracto acuoso de C. micans
sobre la accion estimulante (contraccion isométrica)
de agonistas como el carbacol, la nicotina y la histami-
na. Asi, el extracto caus6 una disminucion significati-
va, dependiente de la dosis, de la contraccion isomé-
trica inducida por nicotina sobre el ileon aislado de
cobayo (Figura 3), lo que sugiere un posible efecto blo-
queante ganglionar del extracto. Por otra parte, se ob-
servo un efecto inhibidor sobre la contraccion induci-
da por carbacol en el ileon aislado de cobayo. En este
caso la inhibicion fue menos marcada y no se observo
dependencia de la dosis administrada. El carbacol es
un agonista colinérgico, resistente a la hidrélisis por la
colinesterasa, con predominio de acciones muscarini-
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cas, aunque posee considerable actividad nicotinica,
particularmente sobre los ganglios del sistema nervio-
so autébnomo (Brown y Taylor, 2001). Es probable que
el efecto inhibidor observado, se deba al bloqueo del
componente nicotinico ganglionar de la contracciéon
muscular inducida por carbacol, y no al bloqueo de
los receptores muscarinicos presentes en la muscula-
tura lisa del ileon de cobayo. El extracto no alteré6 la
respuesta del ileon a la histamina.

EFECTO SOBRE LA ACTIVIDAD LOCOMOTRIZ ESPONTANEA
Y LA CONDUCTA ESTEREOTIPADA EN RATAS

Con el fin de evaluar un posible efecto del extracto
acuoso de C. micans sobre el sistema nervioso cen -
tral, se estudio su accion sobre la actividad locomotriz
espontanea y la conducta estereotipada, en una caja
de actividad (Letica, Modelo LE 881 1) utilizando la es-
cala de Fuenmayor y Diaz (1984). Nuestros hallazgos
mostraron que el extracto acuoso de hojas de C. mi-
cans fue incapaz de afectar la actividad locomotriz es-
pontanea y la conducta estereotipada en ratas a las
dosis evaluadas (2; 4 y 5,3 mg/Kg, i.p.), lo que indica
que el extracto no ejerce efectos centrales in vivo.

EFECTO SOBRE EL METABOLISMO HEPATICO

Con el fin de establecer un posible efecto sobre el
metabolismo hepatico del extracto acuoso de hojas
de C. micans sobre el metabolismo hepatico, se eva-
lud su efecto en animales de experimentacioén trata-
dos con una dosis correspondiente a la mitad de su
DT,, (16 mg/Kg), dos veces al dia (BID, 9:00 am y
4:00 pm) durante cuatro dias consecutivos, por via
intraperitoneal (i.p.). Al final del tratamiento, se pro-
cedi6 a la extraccién y determinacién del peso de los
higados, y a la preparacion del homogeneizado de hi-
gado segun el procedimiento descrito por Marshall y
McLean (1969). Posteriormente, 1 ml del homogenei-
zado fue diluido en 9 ml de buffer fosfato pH 7,4, te-
niendo ahora una dilucién al 1%, la cual se utiliz6 pa-
ra la determinacion de las proteinas totales por el Mé -
todo de Lowry (1951).

Los resultados mostraron que el extracto acuoso
de C. micans no presenta actividad sobre el metabo-
lismo hepatico microsomal en ratas tratadas durante
4 dias con dosis de 8 mg/Kg, BID i.p., ya que el peso
del higado y la concentracion de proteinas totales fue-
ron similares a los del control (Figura 4). Estos resulta-
dos contrastan con los obtenidos con el fenobarbital,
agente inductor del metabolismo hepatico el cual
increment6 significativamente tanto el peso del higa-
do como la concentracién de proteinas hepaticas y los
obtenidos con la cimetidina, un inhibidor del metabo-
lismo, el cual redujo el peso hepatico (Figura 4).

Revista Facultad de Farmacia o Vol. 75 ¢ N°2 « 2012

8
. A
?_
= [
S
g° _—T—
- L
S s- L8 :
o
=
[ -
S
r
o 3
=
g 2-
o.
1
o}
Control Fenobarbital Cimetidina C micans
=) =
S 200- T B
@
-—
a
=]
= 150+
E =
—_ _l_
8 !
:-3 1004
(=N
a
b= =
w
(3]
‘% 50+
-—
=4
o
(o]
Control Fenobarbital Cimetidina C micans

Figura 4. Efecto de diferentes tratamientos sobre el peso del
higado de la rata (Panel A) y sobre el contenido de proteinas
hepaticas totales (Panel B). (N=24, 6 por grupo). Tratamien-
tos: Control: solucién fisiolégica (NaCl 0,9%): Fenobarbital
sédico (40 mg/Kg): Cimetidina (100 mg/Kg): Extracto acuo-
so de hojas de Croton micans (16 mg/Kg). *p<0,05.

ACTIVIDAD ANALGESICA DEL EXTRACTO ACUOSO
DE CROTON MICANS

Para determinar el posible efecto analgésico del
extracto acuoso de C. micans se empleo la prueba de
la retirada de la cola en ratones (Davies y col., 1946).
Los animales de experimentacion fueron selecciona-
dos de acuerdo al tiempo de respuesta (retirada de la
cola) al estimulo de calor radiante, descartandose
aquellos animales que tenian un tiempo de respuesta
mayor que seis (6) segundos. El estimulo nociceptivo
de tipo térmico fue aplicado en la cola de los ratones
utilizando un analgesimetro (LETICA, Scientific Instru-
ments, LE 7106, Espana), para determinar el tiempo
que tarda el animal en retirarla (periodo de latencia).
El acido acetilsalicilico (ASA), un analgésico y antiin-
flamatorio no esteroideo (AINE) y la morfina (MOR),
un opioide, se utilizaron como analgésicos de refe-
rencia. El periodo de latencia fue medido a los 15,
30, 60, y 90 minutos después de la administracion de
los tratamientos. El tiempo maximo de exposicion al
estimulo térmico fue de 15 segundos.
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Los resultados muestran que el extracto acuoso
de C. micans es efectivo como analgésico, ya que el
tiempo de latencia de retirada de la cola, en los ani-
males tratados con el extracto de C. micans, fue sig-
nificativamente mayor en todos los tiempos evalua-
dos, con respecto al control y comparables con los
obtenidos en los grupos tratados con el acido acetil-
salicilico (ASA) y menor que aquellos obtenidos con
la morfina (Figura 5).
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Figura 5. Efecto del extracto acuoso de hojas de C. micans
sobre el tiempo de latencia de retirada de la cola en ratones
(Método térmico). La nocicepcion térmica fue determinada
por el ensayo de retirada de la cola. Los animales selecciona-
dos se dividieron en cuatro grupos (N=7 c/u) y recibieron los
siguientes tratamientos: Control (NaCl 0,9%, i.p.): Extracto
acuoso de C. micans (1/2DT,, (16 mg/kg, i.p.)): Acido acetil-
salicilico (ASA) (200 mg/kg. p.o.) y Morfina (MOR) (3 mg/kg.
i.p.). *p<0,05; **p<0,01 comparado con el grupo control.

Estos hallazgos son similares a los reportados pa-
ra la especie C. malambo, la cual mostré un efecto
analgésico superior al de la aspirina y menor que él
de la morfina en ratones tratados por via intraperito-
neal con el extracto acuoso de la corteza, a la dosis
de 6 mg/Kg, ya que prolongé el tiempo de retirada de
la cola ante el estimulo térmico (TEP: 90 min.) (Sua-
rez, 2000). Esto indica que ambas especies, C. ma-
lambo y C. micans, comparten propiedades analgési-
cas junto con otras especies como C. celtidifolius,
planta que abunda en el sur de Brasil, la cual mostro
un efecto analgésico dependiente de la dosis (10-300
mg/Kg, p.o.) en el ensayo de dolor inducido por la for-
malina en ratones, reduciendo significativamente la
respuesta nociceptiva de lamido en la pata posterior
derecha (Nardi y col., 2006). De la misma manera, los
extractos hexanico, cloroférmico y metandlico de las
hojas de C. cajucara, de la amazonia brasilera, ejer-
cieron un efecto antinociceptivo en ratones tratados
por via oral, a las dosis de 100 y 200 mg/Kg (Campos
y col., 2002). De igual forma, el aceite esencial de C.
nepetaefolius, especie oriunda del noreste de Brasil,
administrado oralmente en ratones, produjo un incre-
mento significativo en el periodo de latencia, obser-
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vado en la prueba de la plancha caliente, a las dosis
de 30 y 300 mg/Kg (Abdon y col., 2002). Alin mas, se
encontré una notable accion antinociceptiva del acei-
te esencial de C. zehntneri (300 mg/Kg, p.o.) en rato-
nes, mediante la prueba de dolor inducido por la for-
malina y la prueba de la plancha caliente (Oliveira y
col., 2002). Toda esta evidencia indica, sin lugar a du-
das, que las diferentes especies de Croton evaluadas
presentan uno o varios compuestos de alto valor far-
macolégico, desde el punto de vista analgésico. Se
hace necesario entonces estudios adicionales a fin de
obtener y caracterizar los compuestos responsables
de esta actividad.

ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA

El efecto antiinflamatorio del extracto acuoso de
las hojas de C. micans se evaluo utilizando el método
del edema inducido por carragenina en la pata de la
rata, descrito por Bhatt y col. (1977), a la dosis de 16
mg/Kg i.p. La inyeccion intraplantar de la carragenina
provoco un edema significativo en la pata de la rata
del grupo control. Sin embargo, no se observo activi-
dad antiinflamatoria significativa inducida por el ex-
tracto acuoso de C. micans, obteniéndose solamente
un 14% de inhibicion del edema inducido por la carra-
genina en la pata trasera de rata, a los tiempos evalua-
dos: 1, 3y 5 horas post administracion de la A—carra-
genina (Figura 6).
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Figura 6. Efecto del tratamiento y del extracto acuoso de
hojas, sobre el edema inducido por la A-carragenina en la pata
trasera de rata. Grupos de tratamiento: control (vehiculo), fe-
nilbutazona (FBZ) y C. micans, ala 1, 3 y 5 horas post-carra-
genina. Los resultados se expresan como la media + EEM.
*p<0,01, comparado con el grupo control.

ACTIVIDAD SOBRE LA RESPUESTA CARDIOVASCULAR
FRENTE AL ESTIMULO ELECTRICO PLANTAR EN LA RATA

Para evaluar la actividad del extracto de C. micans
sobre el sistema cardiovascular, se utilizé el modelo
de estrés agudo inducido por el estimulo eléctrico
plantar (EEP) en la rata, un método que consiste en so-
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meter a los animales en experimentacién a estrés me- ACTIVIDAD ANESTESICA LOCAL
diante descargas eléctricas en la zona plantar. El esti-
mulo (EEP) provoca un incremento significativo de los
niveles plasmaticos de norepinefrina y epinefrina
(Kvetnansky y Mikulaj, 1970), es decir, es un modelo
experimental de estrés agudo que estimula la activi-
dad del sistema simpatico-adrenal y que se refleja en
incrementos de la frecuencia cardiaca (FC) y la presion
arterial media (PAM) (Cierco e Israel, 1994).

Tal y como se muestra en la figura 7, el estimulo

eléctrico plantar (1Hz) increment6 significativamente la ACTIVIDAD ANTIHISTAMINICA

presion arterial mediay la frecuencia cardiaca. El incre- La actividad antihistaminica, del extracto acuoso
mento sobre el valor basal de la presion arterial media e hojas de C. micans, fue evaluada mediante el mé -
inducido por el estimulo eléctrico plantar fue de 35+ 3 {odo de induccion de broncoespasmo en cobayos
mmllg. La administracion intragastrica del extracto  nediante un aerosol de histamina (Armitage y col.,
acuoso de las hojas de C. micans no altero significa-  1961; Stone y col., 1961). Los resultados mostraron
tivamente la presion ni la frecuencia cardiaca basales.  que a la dosis de 8 mg/Kg, el extracto acuoso de ho-
Sin embargo, el extracto acuoso de las hojas de C. mi - jas de C. micans aumento significativamente el «tiem-
cans redujo significativamente la respuesta presora al g de respuesta» al comparar este efecto con el grupo
estrés eléctrico plantar (p<0,01) sin alterar la respues-  control (p<0,001). Por otra parte, no se evidenciaron
ta de la frecuencia cardiaca. Es interesante que los  djferencias estadisticamente significativas entre el
efectos observados fueron similares a los observados  efecto del extracto vegetal en estudio y la difenhidra-
por el antagonista del receptor AT, de la angiotensina,  jna, antihistaminico de referencia (p=0,102). En
el valsartan, un agente antihipertensivo de referencia  t¢rminos de porcentaje de proteccion ((1 -TI/T2) x
(Figura 7). Estos hallazgos abren la posibilidad del em-  100) y 1a potencia antihistaminica, el extracto acuoso
pleo de compuestos derivados de Croton micans co - e las hojas de la planta exhibi6 una potencia de
mo potenciales agentes antihipertensivos y anti-estrés.  gg 50, respecto a la difenhidramina que protegio a
los cobayos del broncoespasmo inducido por la hista-
mina en un 100% (Figura 8).

Se evalu6 la actividad anestésica local del extrac-
to acuoso de C. micans en cobayos, mediante el mé-
todo descrito por Bulbring y Wajda (1945) y modifica-
do por Luduena y Hoppe (1958), encontrandose que
el extracto acuoso de C. micans no mostr6 efecto
anestésico local a las concentraciones usadas (0,25;
0,50; 0,75y 1 % p/v).
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Figura 7. Efecto del extracto acuoso de Croton micans sobre
el cambio en la presion arterial media (arriba) y sobre la fre- Figura 8. Efecto del tratamiento sobre el tiempo requerido
cuencia cardiaca (abajo); basal (post-tratamiento) y en res-  para inducir el broncoespasmo en cobayos sometidos a una
puesta al estimulo eléctrico plantar (1 Hz) (post-EEP) en  atmésfera de histamina 0,5% p/v. **p<0,01 comparado con el
ratas. *p<0,05 comparado con el control. control.
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Es importante destacar que por primera vez se
reporta la existencia de actividad antihistaminica en
un extracto de una planta del género Croton. De ma -
nera interesante, se observé que cuando se evalu6 el
efecto del extracto sobre la musculatura lisa del ileon
aislado de cobayo, no se evidencié antagonismo fren-
te a la histamina, lo cual pudo deberse a que la con-
centracién ensayada en el bano para 6rgano aislado
(100 pg/mL) no fue suficiente para bloquear el efecto
contractil de la histamina. Por otra parte, se sabe que
el musculo liso bronquial de los cobayos es exquisita-
mente sensible a la histamina; por ende, en el mode-
lo de estimulacion directa de las vias respiratorias uti-
lizado, se espera que se pueda observar mas clara-
mente el posible efecto antihistaminico de un deter-
minado agente. Experimentos in vitro han demostra-
do que existen diferencias entre los tipos de interac-
cién de los antagonistas H, con los receptores de his-
tamina localizados tanto en el ileon como en la tra-
quea del cobayo (Skidgel y Erdds, 2007). Asi, en térmi-
nos del antagonismo competitivo ejercido por la di-
fenhidramina, en el ileon aislado de cobayo, se repor-
té un pA2 = 7,8, mientras que en tiras de traquea de
cobayo, se observé un valor diferente, pA2 = 7,0, in -
dicando una ligera variacion en la afinidad del antago-
nista por su sitio de unién quizas dependiendo de la
localizacion anatémica de los receptores, pero se ha
demostrado que en ambos tejidos los receptores de
histamina son del tipo H,, y que quizas estén intervi-
niendo diferentes mecanismos para este antagonis-
mo (Labrid y col., 1977).

Durante la caracterizacion fitoquimica de la C. mi-
cans, en la composicion de los extractos organicos se
encontro la presencia de sustancias terpenoides en
abundancia (Mateu, 2012; Chavez, 2007). Se ha re-
portado previamente que la combinacién de un anti-
histaminico con un terpenoide, administrada por via
oral en humanos, favorece sinergisticamente la pre-
vencion y el tratamiento de la rinitis alérgica, asma y
urticaria (Ogunlesi y col., 2009). Por otra parte, dos
terpenos: 19-nor-clerodano trans-dehidrocrotonina y
acido acetil aleuritdlico, aislados de la corteza de C.
cajucara en Brasil, presentaron actividad antihistami-
nica en el modelo del edema de la pata de la rata in-
ducido por histamina, donde ambos compuestos inhi -
bieron la formacién de edema en mas de 40%, efecto
comparable al de la ciproheptadina utilizada como
antihistaminico de referencia en el citado estudio
(Perazzo y col., 2007). Estos antecedentes conducen
a proponer la posibilidad de que el efecto antihistami-
nico observado en el extracto acuoso de hojas de C.
micans, podria atribuirse, al menos en parte, a la pre-
sencia de los compuestos de tipo terpénico aislados
y caracterizados durante su estudio fitoquimico.
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EVALUACION DE LA CITOTOXICIDAD DE ALGUNOS
DE LOS COMPUESTOS AISLADOS DE C. MICANS

Para evaluar la citotoxicidad inducida por algunos
compuestos aislados de C. micans en lineas celulares
humanas de diferente origen, se realizé el ensayo de
supervivencia celular in vitro desarrollado por Mos-
man (1983), el cual consiste en la formaciéon de pur-
pura de formazan a partir de una sal de tetrazolio, el
MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetil tiazol-2-il)-2,5-difenil
tetrazolio), en donde esta sal es reducida por la ac-
cion de la enzima succinato deshidrogenasa mitocon-
drial (complejo II). Nuestros resultados realizados en
nueve lineas celulares de cancer humano de diferen-
tes origenes y uno en cultivo primario mostraron que
los compuestos caracasina, acido de caracasinay aci-
do micansinoico tienen una marcada actividad cito -
toxica sobre las lineas celulares evaluadas. Los valo-
res de Cl,, se muestran en la Tabla II. Resulta intere-
sante que en fibroblastos normales y en las lineas
celulares HeLa, MCF-7, PC-3, LoVo, Jurkat E6.1 y Jur-
kat JCaM1.6, los valores de Cl,, del acido de caracasi-
na fueron significativamente mas bajos que los obte -
nidos con la caracasina. No se observaron diferencias
de las CI,, entre ambos compuestos en las lineas celu-
lares leucémicas U937 y K562 (Suarez y col., 2009)
(Tabla II). Esto indica que la porcion acida presente
en la estructura incrementa el efecto citotoxico de la
caracasina por algin mecanismo que no parece acti-
vo en las células leucémicas evaluadas. En relacion al
acido micansinoico, el mismo exhibio6 la mayor poten-
cia, siendo de 2 a 10 veces mas activo que la caraca-
sina y el acido de caracasina en las lineas evaluadas,
excepto para MCF-7. Estas observaciones sugieren
que la presencia en la molécula de dos unidades
monoméricas activas, duplica el poder citotéxico del
dimero en cuestion. Los valores de Cl,, se muestran
en la Tabla II.

Los hallazgos ratifican los efectos citotoxicos y
pro-apoptéticos del género Croton. En efecto, en el
estudio realizado con el compuesto ent-16p-17a-dihi-
droxikaurano 9, aislado de la Croton malambo, en el
que se evaluo su efecto citotdxico sobre la linea celu-
lar de cancer mamario humano MCF-7 y sobre un cul-
tivo primario de fibroblastos dérmicos, se determino
que el compuesto evaluado posee un efecto citotoxi-
co 2,6 veces mayor para las células MCF-7 que para
los fibroblastos, encontrandose una potencia citoté-
xica excelente a las 48 horas de tratamiento con una
IC,, = 12,5 pg/ml (Morales y col., 2005). Aun mas, al
estudiar el efecto del diterpeno 9 sobre la regulacién
de la apoptosis, o muerte celular programada, se de-
mostré que el mismo es capaz de activar la apoptosis
en las células tumorales MCF-7 (Morales y col., 2011).
El mecanismo de accion molecular del diterpeno 9
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Actividad antiproliferativa de los compuestos caracasina, acido de caracasina

y acido micansinoico sobre lineas tumorales humanas.

Linea celular Caracasina Acido de Caracasina Acido micansinoico
MCF-7 15.7+1.02 6.00+1.00* 12.00+1.84
PC3 12.1£1.05 3.30+2.57* 1.33+1.10%~*
Hela 24.3+1.08 3.70+1.11* 0.32+1.08%**
X-17 18.3+1.00 3.30+1.59* 0.30+1.08%**
LoVo 17.8+1.04 3.40+1.20* 1.99+1.09%**
U937 2.70+0.68 4.00+1.95 -
K562 9.60+3.01 10.90+1.34 -
Jurkat E6.1 10.8+5.91 1.70+0.82* -
JurkatCAM1.6 10.10+5.29 1.80+1.38* -
Fibroblastos 13.60+1.00 3.40+4.11* 12.14+0.34
Los valores representan el IC,, (uM) + intervalo de confianza 95%

*p<0,01 comparado con caracasina.
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