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Resumen

Croton malambo H. Karst. (Euphorbiaceae) es una planta de amplio uso en la medicina tradicional venezolana,
especialmente en la zona occidental de nuestro pais. En un amplio estudio que se lleva a cabo en nuestros laborato-
rios, hemos confirmado farmacolégicamente muchas de las propiedades medicinales que le son atribuidas, por la
poblacién que la utiliza. La accion de sus extractos acuosos como agente antiinflamatorio, analgésico e hipoglice-
miante ha sido validada en nuestra investigacion; igualmente han sido determinadas las propiedades citotoxicas y
el mecanismo de accién por el cual actiian algunos metabolitos secundarios aislados en el estudio fitoquimico que
paralelamente al farmacoloégico se ha realizado. Una nueva revision fitoquimica de la corteza y hojas de la planta per-
miti6 el aislamiento y caracterizacion de una serie de metabolitos de los cuales tres diterpenos: el neo-clerodano
ent-15,16-dihidroxi-cleroda-3,14-dieno (1), el ent-15,16-kauren-17-ol (2) y 5-hidroxi-cis-dehidrocrotonina (3), mostra-
ron poseer interesantes acciones farmacoloégicas. En este articulo presentamos el aislamiento y elucidacion de las
estructuras de estos compuestos asi como la evaluacién antibacteriana en bacterias Gram (+) y Gram (-) y su citoto-
xicidad sobre células cancerigenas humanas.
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Abstract

Croton malambo H. Karst. (Euphorbiaceae), is a widely used plant in traditional Venezuelan medicine, especially in
the west part of our country. In a comprehensive study realized in our labs, we confirmed pharmacologically some of
the medicinal properties that are attributed by the people who use them. The actions as anti-inflammatory, antinoci-
ceptive and hypoglycemic of the aqueous extracts have been validated in our research, as well the cytotoxic proper-
ties, and mechanism of action of the secondary metabolites isolated from phytochemical and pharmacological stu-
dies. A new phytochemical revision yielded the isolation and characterization of a series of metabolites, between
them three diterpenes: the neo-clerodane 15,16-dihydroxy-ent-cleroda-3,14-diene (1), ent-15,16-kauren-17-ol (2)
and, 5-hidroxy-cis-dehydrocrotonin (3), which showed interesting pharmacological actions. In this paper we demons-
trate the isolation and elucidation of the structure of these compounds together with antibacterial evaluation Gram
(+) and Gram (-) bacteria and the cytotoxic activity on human cancer cells.
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Introduccion

Croton es el género mas grande de la subfamilia
Crotonoideae (Euphorbiaceae) (Webster y col., 1999)
con unas 1.300 especies a nivel mundial (Berry y
col., 2005) y unas 80 especies endémicas en Vene-
zuela (Berry, 1999). Muchas plantas de Croton son
utilizadas en América, Africa y Asia con diferentes
propiedades terapéuticas: antiinflamatoria (Perazzo
y col., 2007), antinociceptiva (Campos y col., 2002;
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Nardi y col., 2006), antineoplasica (Motta y col.,
2011), hipoglicemiante (Okokon y col., 2006) y para
el tratamiento de problemas gastrointestinales (Hiru-
ma-Lima y col., 2000). Sus aceites esenciales son
también de uso comun para tratar trastornos de sa-
lud (Salatino y col., 2007). La quimica y la farmacolo-
gia de especies venezolanas pertenecientes al géne-
ro han sido informadas (Suarez y col., 2003, 20086,
2009), demostrando que muchas de ellas tienen las
propiedades que la poblacion le atribuye: de C. cune-
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atus, una especie utilizada por los indigenas del Ama-
zonas para tratar problemas gastrointestinales e infla-
macion, se comprobaron sus propiedades antiinfla-
matorias (Suarez y col., 2003) y antidiabéticas en ani-
males de experimentacién (Torrico y col., 2007).
Igualmente, la respuesta antiinflamatoria de alcaloi-
des glutarimidicos extraidos de sus hojas ha sido
confirmada en estudios in vitro (Mijares y col., 2012)
De la especie C. micans se aislaron 3,4-seco-ent-kau-
ranos, los cuales mostraron una muy buena citotoxi-
cidad sobre nueve tipos diferentes de células tumora-
les humanas (Suarez y col., 2008; Mateu y col., 2012)
y un extracto acuoso de sus hojas mostré actividad
antihistaminica (Suarez y col., 2012).

La savia de color rojo y consistencia viscosa que
exudan muchas especies de Croton es conocida co-
mo sangre de drago (Dragon’s blood), y es utilizada
ampliamente en la medicina tradicional de Sudamé-
rica para el tratamiento de heridas, inflamacion, infec-
ciones, diarreas y cancer (Gupta y col., 2008). La
savia de la especie C. palanostigma contiene un
alcaloide llamado taspina, responsable de las propie-
dades antiinflamatorias, asi como de sanar heridas y
de su actividad biolégica como agente antitumoral
(Sandoval y col., 2002).

C. gossypiifolius se encuentra dentro de esas
especies conocidas como sangre de drago, debido
al color rojo de su latex. Es utilizada en la medicina
tradicional de Venezuela para curar heridas y como
antiinflamatoria. De especies de esta planta, colec-
tadas en otras latitudes, se han aislado péptidos ci-
clicos (Quintine-Walcott, 2007), alcaloides, lignanos
y flavonoides (Rodriguez, 1946) y de la especie co-
lectada en Venezuela, se ha reportado la composi-
cion de sus aceites esenciales (Suarez y col., 2010)
y la caracterizacién de sus metabolitos mayoritarios
(Suarez y col., 2013). La quimica del género Croton
ha sido bastante explorada; se ha informado del
aislamiento de esteroides, alcaloides, flavonoides,
cumarinas y una gran variedad de diterpenos con es-
queleto de labdano, kaurano, cleistantano, crotofala-
no y clerodano.

Croton malambo H. Karst., es una planta de am-
plio uso en la medicina tradicional venezolana, espe-
cialmente en la zona occidental de nuestro pais. Es
conocida como palomatias, torco y cascara de lom-
brices. Se utiliza para tratar enfermedades tales co-
mo: diabetes, diarrea, reumatismo, tlceras gastricas,
adicionalmente, como antiinflamatorio y analgésico.
Un extracto acuoso de su corteza mostré6 actividad
antinociceptiva en ratas (Suarez y col., 2003). Estu-
dios realizados en nuestros laboratorios, han con-
firmado farmacol6gicamente muchas de las propie-
dades medicinales atribuidas a esta planta por la
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poblacién que la utiliza. La accién de sus extractos
acuosos como agente antiinflamatorio, analgésico e
hipoglicemiante (resultados aun sin publicar) ha sido
validada en esas investigaciones, igualmente han
sido determinadas las propiedades citotoxicas y el
mecanismo de accién por el cual actiian algunos
metabolitos secundarios aislados en el estudio fito-
quimico que se ha realizado paralelamente al farma-
cologico (Morales y col., 2005). Dados los interesan-
tes resultados logrados con los compuestos aislados,
se planted revisar nuevamente la fitoquimica de la
corteza y hojas de la planta y, como parte de esos
resultados se presenta en este articulo el aislamiento
y la caracterizacion de un diterpeno de tipo ent-kau-
rano y dos con esqueleto clerodano, reportados por
primera vez para esta especie.

Materiales y métodos
PROCEDIMIENTO GENERAL

Los puntos de fusion fueron determinados utili-
zando un instrumento Kofler hot-stage y se reportan
sin corregir. Los espectros de IR fueron tomados en
un espectrémetro Perkin-Elmer 1320. Los espectros
de 'Hy !'3C NMR se tomaron en CDCl5 y MeOD en un
equipo JEOL 270 MHz y las resonancias estan refe-
renciadas con respecto a la senal residual del disol-
vente utilizado. Los espectros de masa se tomaron
en un equipo Varian modelo Saturno 2000. Los pro-
cedimientos de aislamiento por cromatografia de co-
lumna se evaluaron empleando cromatografia de
capa fina sobre placas de aluminio cubiertas con
gel de silice (Merck, Kieselgel 60 F,54). En el proce-
so de revelado se utilizé una lampara de UV y como
reactivo revelador una disolucién de p-anisaldehido
en MeOH.

MATERIAL BOTANICO

La cortezay hojas de C. malambo fueron colecta-
das en Santa Barbara del Zulia, Venezuela, y la plan-
ta identificada por el Dr. Stephen Tillett. Un ejemplar
de la muestra, representativo de la coleccién registra-
da con el codigo MYF 17824, ha sido depositado en
el Herbario «Dr. Victor Manuel Ovalles» de la Facultad
de Farmacia, Universidad Central de Venezuela.

EXTRACCION Y AISLAMIENTO DE LOS COMPUESTOS
PRESENTES EN LOS EXTRACTOS ORGANICOS

El material vegetal, secado a temperatura am-
biente, fue sometido a maceracion utilizando me-
tanol por 72 h, el disolvente fue evaporado a presion
reducida y el material resultante re-disuelto en una
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mezcla MeOH/H,0 (50:50) y sometido a particion
sucesivamente con hexano, diclorometano y acetato
de etilo; la mezcla hidro-metandlica fue liofilizada
previa evaporacion del metanol. El extracto y las dife-
rentes fracciones se evaluaron por cromatografia en
capa fina y sus componentes se separaron por cro-
matografia preparativa y de columna en fase normal
o reversa, utilizando las mejores condiciones de
separacion obtenidas por CCF. Utilizando estos pro-
cedimientos se realizé una cromatografia de colum-
na en fase normal a la fraccién de CH,Cl, (600 mg).
Se utilizé gel de silice como soporte y se eluyé con
una mezcla CHCIls/ Hex de polaridad creciente (7:3)
hasta 100% CHCls. De esta columna se colectaron
25 eluatos, los cuales al ser unidos de acuerdo a cri-
terios de Rf que senalaban similar composicion, per-
mitieron obtener diez fracciones. De los compuestos
1, 2 y 3 se obtuvo lo siguiente: 1 (105 mg), 2 (43 mg),
y 3 (52 mg). Otros compuestos previamente aislados
como t-dehidrocrotonina, cajucarinolido, isocajucari-
nolido, 16a, 178-dihidroxi-ent-kaurano se aislaron
igualmente en esta separacion.

La evaporacion de la sub-fraccién 22 de la cro-
matografia realizada a la fraccion de diclorometano,
ofrecié un residuo aceitoso que fue recromatogra-
fiado en columna de gel de silice, usando como elu-
yente acetato de etilo:hexano (7:3), las fracciones
que se visualizaron por CCF con un solo compuesto
fueron unidas y evaporadas para ofrecer un sélido
color miel de punto de fusién 119-121 °C, que
resulto ser el compuesto 1.

La sub-fraccién 8 (70 mg) de la columna previa-
mente mencionada, se someti6é a una nueva cromato-
grafia en columna de gel de silice, usando para su elu-
cion una mezcla cloroformo-hexano (9:1); los eluatos
se analizaron por cromatografia en capa fina y se reu-
nieron de acuerdo a criterios de similitud en Rf. De la
reunion de las fracciones mayoritarias se obtuvo un
solido blanco que posteriormente se recristalizé en
CHCIs/HexX, para ofrecer 43 mg del compuesto 2.

El compuesto 3 se obtuvo de la sub-fraccion 15
(70 mg) como un residuo de color marrén, el cual
mostraba pocas impurezas al ser visualizado por
CCF, se lav6 varias veces con mezclas de diclorome-
tano:hexano (2:8), obteniéndose un sélido amorfo
de color marron claro, que al ser caracterizado resul-
to ser el compuesto 3.

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD CITOTOXICA
LiNEAS CELULARES HUMANAS

Se emplearon las lineas celulares MCF-7 (carci-
noma de mama sin sobre-expresion del gen HER2/
c-erb-2), SKBR3 (carcinoma de mama en el cual el
dgen HER2/c-erb-2 esta sobre-expresado), PC3 (prosta-
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ta), HeLa (cancer cervical) y PANC-1 (pancreas). Las
lineas celulares de cancer de mama se hicieron cre-
cer con medio Dulbecco modificado (DMEM; Gibco)
suplementado con suero fetal bovino inactivado
(FBS; Gibco) 10% (v/v), 2 mM glutamax (Gibco),
100 unidades/ml penicilinay 100 pg/ml estreptomi-
cina. Las lineas de carcinoma de proéstata (PC3), car-
cinoma cervical (HeLa) y carcinoma epitelial de pan-
creas (PANC-1), se hicieron crecer en medio RPMI
1640 suplementado con 10% (v/v) de suero fetal
bovino inactivado (FBS; Gibco), 2 mM glutamax
(Gibco), 100 unids/ml penicilinay 100 pg/ml estrep-
tomicina. Se utilizaron fibroblastos dérmicos huma-
nos como células control, se obtuvieron de un culti-
vo primario y se hicieron crecer en medio DMEM
suplementado con suero fetal bovino 10% (v/v)
(FBS; Gibco), 2 mM glutamax (Gibco), 100 unida-
des/ml penicilina 'y 100 pg/ml estreptomicina. Las
células fueron incubadas con humedad controlada
con 5% CO,, a 37°C hasta alcanzar la fase exponen-
cial de crecimiento. Para los tratamientos, las células
se colectaron, contaron y se re-suspendieron en
medio de cultivo fresco e incubaron en platos esterili-
zados de 96 pozos.

El mantenimiento de las lineas celulares adheren-
tes de carcinoma mamario MCF-7, de prostata PC-3 y
de cultivos primarios (fibroblastos dérmicos), se rea-
liz6 en frascos de cultivo con medio Dulbecco mo-
dificado (DMEM) para garantizar su proliferacion y
crecimiento. El medio fue suplementado con 10%
de suero fetal bovino, 100 pg/mL de penicilina y
50 pg/uL de estreptomicina. Las células fueron incu-
badas con humedad controlada con 5% CO,, a 37°C
hasta alcanzar la fase exponencial de crecimiento.

MEDICION DEL EFECTO DE LOS COMPUESTOS
SOBRE LA PROLIFERACION CELULAR

Para evaluar el efecto de los compuestos sobre la
proliferacion celular, se construyeron curvas de viabi-
lidad que permitieron determinar las Clso, de cada
uno de ellos, tanto en las lineas celulares tumorales
como en la no tumoral (fibroblastos), obteniendo asi
la concentracién de cada compuesto que origina la
muerte de la mitad de la poblacion celular. Posterior-
mente, 5.000 células fueron sembradas en placas de
microtitulacién de 96 pozos (grado cultivo de tejidos)
por 24 horas. Seguidamente, las células se trataron
con diversas concentraciones de 0; 0,001; 0,01; 0,1;
1; 5; 10; 15; 25; 100 pg/ml respectivamente de cada
uno de los diterpenos durante 72 horas, evaluando
posteriormente la viabilidad de las mismas mediante
el método de MTT. En este método se utiliza el bro-
muro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)- 2,5-difenil tetrazolio
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(MTT), el cual es una sal de color amarillo soluble en
agua, cuyo anillo de tetrazolio es clivado principal-
mente por enzimas deshidrogenasas presentes en
mitocondrias activas (de células vivas) produciendo
cristales de formazan de color azul oscuro insolubles
en medio acuoso. Este método permite cuantificar en
forma de densidad 6ptica las células vivas después de
la aplicacion del compuesto, lo que indica que a
mayor cantidad de células vivas mayor densidad opti-
ca y menor citotoxicidad. Para ello, las células fueron
incubadas con MTT (0,2 mg/mL) a 37°C durante 3
horas. Posteriormente se colocaron en cada pozo
100 pL de DMSO para detener la reaccion colorimétri-
cay se realizo la lectura de la absorbancia A = 570 nm
en un lector de placas de ELISA. La Cl5 se definio
como el valor de concentracion de cada compuesto
que produjo una reduccion del 50% de la absorbancia
con respecto a las células control (cada linea celular
sin compuesto). Estos valores permitieron obtener
mediante el programa Origin versiéon 6.0, graficas
dosis-respuesta y el valor de Cl5,de cada compuesto
en cada una de las lineas celulares mencionadas.

ENSAYOS ANTIBACTERIANOS

Los bioensayos se realizaron utilizando el método
de difusion sobre placas de agar (Janssen y col.,
1987). Se prepar6 una suspension de cada compues-
to en la mezcla de solventes CHCls/Acetona/ EtOH/
H,O 15:15:20:50 (C = 1-4 mg/ml, 5 ul). Las referidas
suspensiones fueron colocadas en discos de papel
absorbente (@ = 5 mm). La actividad biologica se
evalué contra los microorganismos Gram-positivos:
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) y Bacillus ce-
reus (ATCC 14579), los microorganismos Gram-ne-
gativos: Escherichia coli (ATCC 35218) y Pseudomo-
nas aeruginosa (ATCC 27853). F. aeruginosa y B.
cereus fueron incubados a 30°C, mientras que E. co-
liy S. aureus fueron incubados a 37°C. Como con-
troles positivos se utilizaron los antibiéticos comer-
ciales: Amikacina, Ampicilina y Ofloxacina, como con-
trol negativo se emple6 la mezcla de solventes utiliza-
da para suspender los derivados preparados. Para la
realizacion de los bioensayos 0,1 ml de los cultivos
microbianos crecidos en placas LB preparado en el
laboratorio (Sambrook y col., 1989), y ajustados en
solucion salina (0,85% v/v) a la concentracion corres-
pondiente al Standard de McFarland N° 1, fueron sem-
brados en superficie en agar Mueller-Hinton (Merck
1.05437). Sobre el césped bacteriano se colocaron los
discos de papel de filtro con las diferentes muestras.

Discusion de resultados

La caracterizacion estructural de los compuestos
puros fue obtenida utilizando técnicas espectroscopi-
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cas como resonancia magnética nuclear (RMN), infra-
rrojo (IR) y espectrometria de masas (EM). Los datos
obtenidos se compararon con los informados previa-
mente en la literatura.

El compuesto 1, fue aislado como un soélido pe-
dgajoso de p.f. 119-121 °C. Su féormula molecular se
estableci6 sobre la base de la informacién de su
espectro de masas, combinado con la data obtenida
por experimentos de RMN de !3C y DEPT 135. El
espectro de IR, mostré bandas de absorcion para
grupos hidroxilo (3305 cm™!) y, para enlaces olefini-
cos (1665 cm™!), como las senales mas importantes
a ser consideradas.

Los espectros de RMN de 'H y !3C mostraron simi-
litudes con diterpenos de tipo neo-clerodano aisla-
dos de algunas especies de Croton (Siems y col.,
1992), resultando de especial utilidad la compa-
racion con la data espectroscopica de t-dehidrocro-
tononina, aislado de C. cajucara (Kuboy col., 1991),
y también por nosotros de la especie en estudio. La
presencia de tres metilos terciarios se detect6 a oy
1,05, 8¢ 15,4 correspondientes a C-20 en el sistema
decalina, 6y 1,05; 8¢ 19,2 (C-19), un metilo vinilico se
visualizé a 8y 1,01; dc 16,9 caracteristico del metilo
C-18 en la estructura de clerodanos. La biisqueda en
la literatura permitié comparar nuestros datos con
portulide aislado de Portulaca grandiflora (Ohasaki
y col., 1984), con kolavenol, aislado de Croton oblon-
gifolius (Youngsa-ad y col., 2007) y de algunas espe-
cies Solidago (Sawabe y col., 2000) y con bincatriol
aislado de Bacharis incarum (San-Martin y col.,
1986). Sin embargo, se encontraron diferencias y
similitudes en la comparacion con cada uno de ellos.
Las senales de la subestructura de decalina encontra-
das en kolavenol fueron idénticas a las del compues-
to analizado, igualmente la z-olefina que posee los
dos hidroxi-metilenos evidenciadas en 1, esta pre-
sente en las estructuras de portulide y de bincatriol.
La combinacion de los datos obtenidos con los expe-
rimentos HMQC y HMBC, claramente nos permitieron
proponer la estructura del clerodano 1. Finalmente
toda la data espectroscopica coincidié con la estruc-
tura del ent-15,16-dihidroxi-cleroda-3,14-dieno (1),
aislado de Cipadessa fruticosa (Rojatkar y Nagasam-
pagi, 1994).

El compuesto 2 fue obtenido como un soélido
blanco amorfo de p.f. 135-137°C. Su espectro de ma-
sas (EI-EM) dio un ion molecular de m/z 288. Este
dato, junto con la informaciéon provista por RMN de
carbono, indicé una férmula molecular de C,,H5,0
contentiva de 5 grados de insaturacion, la senal ca-
racteristica de H-13 a § 2,53, sugirié un diterpeno de
tipo kaurano. El espectro de RMN de !3C (Tabla II)
analizado conjuntamente con un experimento DEPT

11



ALIRICA | SUAREZ, ANTONIETA TADDEI, FELIPE S0JO, FRANCISCO ARVELO

mostroé la presencia de tres grupos metilos terciarios
a0c33,6; 21,6y 17,7. Se evidenciaron senales per-
tenecientes a una olefina trisustituida a 8¢ 146,1 (s)
y 136,2 (d). Igualmente nueve metilenos, incluyen-
do uno oxigenado a dc 61,4; tres metinos y tres car-
bonos cuaternarios no-oxigenados se encontraron
presentes en la estructura de este compuesto.
Todos los protones y carbonos fueron asignados
por combinacién de las técnicas de RMN en 2D,
HMQC, HMBC y COSY. Las correlaciones observa-
das entre el grupo hidroxi-metileno y los carbonos
olefinicos con el C-13, claramente ubicaron la ole-
fina entre C-15 y C-16 y al grupo hidroxilo en el C-17.
Toda la data acumulada coincidié con la reportada
para ent-kKauren-15-en-17-o0l (2) (Bandara y col.,
1988).

El compuesto 3, se aislé6 como un aceite incolo-
ro, su espectro IR mostr6 bandas de absorcién atri-
buidas a grupos hidroxilo a 3400 cm™!, para y-lacto-
na a 1765 cm™!, carbonilo a,B-insaturado a 1668
cm~! y grupos olefinicos a 1645 cm™!. El espectro de
RMN de 'H, mostré senales atribuibles a un grupo
metilo terciario (8 1,95; s), uno secundario a 6 1,21;
d, J =7,2 Hz. Un anillo furanico se evidencioé con las
resonancias de protones a oy 6,45; 7,43y 7,47 todas
como senales de tipo singletes anchos; se distinguio
un protén olefinico a 6y 5,80 (s). El espectro de RMN
de '3C corroboro la cetona o, p-insaturada a 8 198,4,
y lay-lactona a ¢ 176,7. El anillo furanico se corrobo-
r6 por las senales a dc 144,0; 139,9; 124,4; 108,3 y
un carbono cuaternario oxigenado se present6 a 72,5
ppm. Los espectros de RMN de !'3C y DEPT junto con
el espectro de masas, el cual mostré un ion molecular
de 330 m/z, permitieron deducir la estructura de un
diterpeno tetraciclico con una formula molecular de
C,9H,,05, senalando nueve grados de insaturacién en
la molécula. Con la ayuda de los experimentos
HMQC, HMBC, y COSY, todas las senales de carbonos

y protones fueron asignadas. La data acumulada mos-
tro una similitud muy cercana a t-dehidrocrotonina (5)
excepto por la ausencia del grupo metilo C-19. Los
experimentos de RMN en 2D ubicaron al grupo hidro-
xilo sobre el carbono C-5. La identificaciéon del com-
puesto 3 como 5-hidroxi-cis-dehidrocrotonina fue
confirmada por comparaciéon de sus datos fisicos y
espectroscopicos con aquellos informados en la lite-
ratura respecto a C. shiedeanus (Pueblay col., 2005).
Todos los compuestos descritos 1, 2 y 3, se reportan
por primera vez para la especie (Figura 1).

Los diterpenos obtenidos se evaluaron utilizando
el método de MTT (Mossman, 1983), en 5 diferentes
lineas celulares de cancer humano y fibroblastos epi-
dérmicos humanos, obteniéndose valores de IC5,
entre 0,017- 0.20 pM (Tabla I). Los resultados mos-

Tabla |
Datos de RMN de !3C (5 en ppm)
Carbono 1 2 3
1 18,4 42,2 37,7
2 26,6 18.7 198.4
3 120,2 43,8 127,3
4 142,6 33.4 154,3
5 38,1 48,6 72,5
6 37,1 19,3 25,0
7 27,4 39,4 29,7
8 36,9 49,1 33,2
9 38,6 56,1 50,8
10 47,1 39,4 49,0
11 37,5 18,7 45,6
12 28,0 25,8 71,2
13 144,0 41,4 124.,4
14 126,0 40,6 108,3
15 57,6 136,2 144,0
16 60,2 146,1 139,9
17 15,1 61,4 17,2
18 16,9 33,6 18,7
19 19,2 21,6 176,7
20 18,1 17,7 _——
/_15 Q
14 4

Figura 1. Estructuras de los diterpenos caracterizados
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traron que los compuestos obtenidos presentan acti-
vidad sobre las lineas tumorales, siendo uno de los
mas prominentes el compuesto 3, ya que reporta
una citotoxicidad amplia sobre las MCF-7, PC3 y pan-
creas; afectando en menor proporciéon a las células
control, mostrando asi una alta selectividad por las
células tumorales MCF-7 y de pancreas. De igual ma-
nera, el compuesto 2 es activo para las dos lineas
evaluadas con muy baja actividad sobre las células
control. Por otra parte, el compuesto 1 mostré mayor
accion por las células de pancreas con respecto a las
otras lineas tumorales pero con una igual incidencia
sobre las células control, este compuesto fue previa-
mente evaluado sobre cinco lineas de cancer huma-
no, diferentes a las ensayadas en nuestros experi-
mentos, mostrando valores entre 3,56 - 6,58 pg/mL
(Pudhom y Sommit, 2011).

Tabla Il
Datos de RMN de 'H § (mult, J in Hz)
Hidrégeno 1(MeOD) 2(CDCl5) 3(CDCl5)
1 1,58 (m) 2,58(dd, 9,54; 16,8)
1,72 (m) 1,36 (m) 3,34 (dd, 5,6; 16,8)
2 2,02 (sa) 1,55 (m) -
3 5,17 (sa) 1,40 (d, 5.94) 5,88 (s)
2,08 (d, 5,94)
5 - 1,75 (s) -
6 1,17 (m)
1,71 (m) 1,50 (sa) 1,09 (m)
7 1,44 (m) 1,66 (m) 1,54 (m)
1,50 (m)
8 1,19 (m) — —
9 - 1,00 (sa) —
11 1,14(m) 1,57 (m) 2,30 (dd, 9,3; 13,5)
1,24 (m) 2,85 (dd, 7,3; 13,8)
12 1,42 1,36 (m) 5,33 (dd, 7,2)
13 - 2,53 (sa) -
1,75 (d, 2,70)
14 5,46 (t, 6,94) 6,42 (s)
1,01 (d, 2,72)
15 4,13 (d, 6,94) 5,33 (sa) 7,43 (s)
16 4,08 (sa) — 7,47 (s)
17 0,84 (d,4.95) 4,16 (sa) 1,21(d, 7,2)
19 1,01 (s) 0,81 (s) -
20 1,05 (s) 1,07 (s) —_
Tabla Il

Citotoxicidad de los diterpenos
sobre lineas celulares de cancer humano
CI;5, (mM) sobre lineas de células tumorales

Compuestos
1
2
3

Taxol

MCF-7
0,213
0,187
0,017

0,0002

SKBr3
0,182
0,165
0,154

0,0012

PC3 HeLa
0,109 | 0,135
0,074 | 0,131

0,00003 | 0,0005

Pancreas | Fibroblastos
0,058 0,060
— 0,417
0,020 0,151
0,0001 0,0009

Los resultados son expresados como valores de Cls, (mM), promedio de tres deter-

minaciones.
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Tabla IV
indice de selectividad (S)

Compuestos | MCF-7 | SKBr3 PC3 HelLa | Pancreas
0,3 0,3 0,6 0.4 1,0
2 2,2 2,5 — — .
3 8.8 0,9 2,0 1,2 7.5
Tabla V

Actividad antibacteriana de los diterpenos
1, 2y 3, expresada como diametros del halo

e o2

de inhibicion (mm)

Compuestos Controles

Microorganismo 1 | 2 | 3 | AN |AM | o | S
Bacterias Gram (+)

Staphylococcus aureus 13 |18 |13 |25 |18 |25 | —
Bacillus cereus 12 {18 |10 | 25 | 15 | 25 | —
Bacterias Gram (-)

Escherichia coli — |16 | — |20 |15 |25 —
Pseudomonas aeruginosa | 16 | 17 | — | 20 | 28 | 25 | —

Concentracion de los compuestos = 1-2 mg/ml

— = No inhibicién

Controles positivos= AN: amikacina, AM: ampicilina, O: ofloxacina.
Control negativo= S: solvente/mezcla de solventes

Los resultados de la evaluacion antibacteriana
muestran una accion especifica contra los organis-
mos evaluados. El diterpeno de tipo kaurano 2, re-
sult6 ser el mas potente de los tres evaluados, produ-
ciendo halos de inhibicion de dimensiones compa-
rables a los de controles positivos como la ampicili-
na. El compuesto 3 resulto activo contra las bacte-
rias Gram (+), S. aureus y B. cereus. El clerodano 1
present6 una actividad moderada contra las bacte-
rias Gram (+) y contra P. aeruginosa, una bacteria
particularmente resistente a diferentes antibiéticos.

Conclusiones

Los resultados antes expuestos, donde se de-
muestra la actividad sobre células tumorales huma-
nas de los diterpenos 1, 2 y 3 asi como su accién anti-
bacteriana, se suman a los previamente reportados
con esta planta, los cuales demuestran que Croton
malambo puede ser considerada una planta medici-
nal con gran potencial terapéutico, y convierte a estos
diterpenos en estructuras promisorias para continuar
investigando en diferentes blancos farmacologicos.
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