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METABOLITOS SECUNDARIOSY EFECTOSANTIVIRALES DE ALGUNAS ESPECIES

DE LA FAMILIA EUPHORBIACEAE

RESUMEN

Extractos de especies de la familia Euphorbiaceae fueron sometidos a
evaluacion de su actividad antiviral frente a virus de la influenza
A/PR/8/34 y rhinovirus humano 14(1059). La fraccién metandlica del 1atex
de Codiaeum variegatum mostré ser altamente activay no citotoxica frente
al primero de ellos; de esta planta se aisl6 un glicoésido cianogénico. De
otro lado Bl l&ex de Euphorbia tirucalli se asl6 un triterpeno, que
presentd actividad frente a rhinovirus. Las estructuras de los compuestos
fueron establecidas por espectroscopia de RMN (HMQC, HMBC y COSY)
y aspectos biogenéticos.

PALABRAS CLAVES: Euphorbiaceae, actividad antiviral, Euphorbia
tirucalli, Codiaeum variegatum

ABSTRACT

Extracts from several species of the Euphorbiaceae family were evaluated
as antiviral against influenza A/PR/8/34 and human rhinovirus 14(1059).
The methanolic extract fom Codiaeum variegatum latex showed to be
highly active and non cytotoxic to the former virus a cyanogenic glycoside
was isolated from this plant. In the other hands fom the Euphorbia
tirucalli latex, a triterpene was isolated; it displayed biological activity
against rhinovirus. Compound structures were established through NMR
spectroscopy (HMQC, HMBC y COSY) and biogenetic considerations.

KEYWORDS: Euphorbiaceae, antivira activity, Euphorbia tirucalli,
Codiaeumvariegatum
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La familia Euphorbiaceae ha sido ampliamente usada en
la medicina tradicional y varios de sus compuestos han
sido reportados por su actividad antiviral reguladora del
ciclo celular y de las funciones celulares [1,2]; una de
estas moléculas, Prostratin tiene efecto sobre formas
latentes del virus HIV [34]. Colombia dentro de su
biodiversidad es rica en especies de estafamilia, por |10
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cua se ha emprendido un proyecto para detectar
extractos con propiedades antivirales, citotoxicas
einmunonoduladoras, como nuevas alternativas
farmacol 6gicas contra infecciones causadas por los virus
humanos, tales como influenza'y rhinovirus. Para ello se
realizd el tamizaje de la actividad biolégica de varias
fracciones de diez especies de esta familia, seleccionadas
por criterios ethoboténicosy biogeogréficos.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Material vegetal

La seleccion y recoleccion del material vegetal se hizo
con la asesoria del Botanico Ramiro Fonnegra z, en las
granjas de la Universidad de Antioquia, ubicadas en los
municipios de San Pedro de los Milagros (Hacienda La
Montafia), Barbosa (Hacienda el Progreso), Porce
(Hacienda la Clara) y Caucasia (Hacienda la Candelaria);
se colectaron entre 500-1000 gr (hojas, tallos, |atex o y/o
raices, dependiendo de la informacion etnoboténica).
Vouchers de estas plantas estan depositadas en el
Herbario delaUniversidad de Antioquia. HUA.

2.2 Extraccién y aislamiento

Codiaeum variegatum. El extracto metandlico del |atex
fue particionado con hexano-CH,Cl,-CH3;0H (2:1:1 v/v),
fraccion 1, y CH3OH, fraccion 2. Posteriormente, la
fraccion 2 fue particionada con hexano, CH,Cl,, EtOAc y
CH3OH, obteniéndose solo dos fracciones, la primera, en
diclorometano 2a, y la segunda en metanol, 2b. Las
fracciones 1, 2, 2a'y 2b fueron evaluadas frente al virus
de la influenza como se describira posteriormente. Todo
el proceso fue monitoreado por CCF, observandose que
las fracciones 2a y 2b presentaron e mismo perfil
cromatografico por lo que se unieron, dando como
resultado la fraccion 3. Estase pasd por un cartucho RP-
18, el cual fue eluido con H,O, H,O-CH30OH (1:1v/v) y
finalmente con CH3;OH. Los lavados con agua fueron
Ilevados a sequedad y el extracto obtenido fue analizado
por RMN.

Euphorbia tirucalli. B extracto en acetona del latex fue
llevado a sequedad, redisuelto en hexano-EtOAcC vy
fraccionado por cromatografia en columna utilizando
silicagel y como fase movil GHy4:EtOAc en polaridad
creciente. Se colectaron 28 fracciones. Las fracciones 4,
5y 6 se unieron y fueron sometidas a fraccionamiento
por cromatografia en columna con silica gel, y hexano-
EtOAc (6:1 v/v) como fase mévil. El triterpeno
encontrado fue posteriormente cristalizado con CH3OH y
analizado por RMN.

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear (RMN
'H y 3C) fueron realizados en D,O y CDCls, utilizando
un equipo Bruker AMX 300 MHz; se reportan los
desplazamientos quimicos en €) en ppm, con base al
solvente de referencia. La determinacion de los tipos de
carbono presentes en las moléculas se realizé através de
los experimentos desacoplados DEPT y JMOD vy las
correlaciones C-H fueron obtenidas por |os experimentos
HMBCy HMQC.

2.3 Actividad biologica

Preparacion de las diluciones a evaluar. Se diluyeron
20 mg de extracto en 500 m de dimetilsulféxido
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(DMSO0), (Sigma, St Louis MO). De esta solucion se
hizo una dilucion 1:80 en medio esencial minimo (MEM,
Sigma, St Louis MO) suplementado a 5% con suero
fetal bovino (SFB, Sigma, St Louis MO), obteniéndose
una concentracién final de 1.000 ng/ml, a partir de la
cual se hicieron diluciones dobles para obtener las
concentraciones a evaluar: 500, 250, 125, 62.5 y 31.25

ng/ml.

Evaluacion de la actividad antiviral . En platos de 96
pozos de fondo plano se sembraron 20.000 células
MDCK o HelLa-H1 por pozo, resuspendidas en 100 i de
MEM suplementado con SFB a 10%; 24 horas después
de incubarse a 37°C en atmoésfera con CO,, se adicioné a
los pozos para actividad antiviral (AAV) y actividad
citotoxica (AC) 100 m de la dilucién de cada extracto en
las concentraciones a evaluar (seis pozos por cada
dilucion). Una hora después del tratamiento con los
extractos, los pozos destinados para AAV (tres pozos por
dilucién) se infectaron con 100 m de 10 DICCsq de
FLUAV y HRV-14 respectivamente; en los pozos en los
gue se evalud la AC se adicioné 100 nl de MEM al 5%
de SFB. Ademés cada plato contenia como controles tres
pozos por cada uno de los siguientes tratamientos: 10, 1,
0.1y 0.01 DICCsq del virus (controles de infeccion viral),
células sin infectar (controles celulares); células + DM SO
(dilucion 1:40 en MEM) (control de citotoxicidad de
DMSO); células + 10 DICGCsq de virus + DMSO (1:40)
(control de actividad antiviral de DM SO).

Después del tratamiento y lainfeccion, los sobrenadantes
fueron removidos de los pozos y se agregaron 28 m de
una solucion de MTT (3-(4, 5-dimetiltiazol-2-il) 2,5-
bromuro difeniltetrazolio) (MP Biomédicas, Francia), a
una concentracion de 2mg/ml en PBS (phosfate buffer
solution). Los platos fueron incubados por 2 h a 37 °C.
Para disolver los cristales de MTT se adicionaron 130 ml
de DMSO/pozo y los platos se agitaron en un agitador
orbital (Heidolph unimax 1010) durante 15 min a 150 rpm
a temperatura ambiente; Por Ultimo se ley6 la densidad
Optica de los pozos a una longitud de onda de 492 nm
(DOyg2) en un espectrofotometro (Dynex Revelation
MRX Version 3.2 Serial # 1CXC1463).

Con las DOyg; se calcularon los porcentajes de proteccion
gue tuvieron las diferentes concentraciones de los
extractos de las plantas contra los virus en estudio
utilizando la siguiente formula:

Porcentaj e de Proteccion= eﬂl}* 100

gc-BHY

Donde A corresponde a la DOyg, de células tratadas
infectadas, B ala DO,g, de células infectadas no tratadas
y C alaDOQyg; de células no tratadas — no infectadas.

Una vez determinados los porcentajes de proteccion de
las diferentes concentraciones de extracto, se hall6 la
concentracion que protegio el 50% de las células
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(Concentracion inhibitoria 50%: 1Csg), ésta se obtuvo a
partir de una curva dosis respuesta, con la que se graficé
una curva de tendencia, aplicando regresién lineal
(concentracion vs porcentajes de proteccion).

Ensayo de citotoxicidad por la técnica MTT. La
concentracion citotdxica del 50% (CCsp) fue obtenida a
partir de las curvas de dosis respuesta correlacionando la
concentracion vs el porcentaje de citotoxicidad y
aplicando regresion lineal; La CCsq se definié como la
concentracion de extracto que g erce un dafio del 50% de
las células tratadas. El porcentaje de citotoxicidad fue
calculado asi:

Porcentaje de Citotoxici dad = 9@@* 100

Donde A es la DOy, de células no tratadas y B
corresponde alaDOyg, de célulastratadas.

2.5 Andlisis estadistico. El andlisis estadistico se realiz6
por medio de regresion lineal con un 95% de
confiabilidad. La CCsp e 1Csp para cada extracto fue
obtenida de la curva concentracion/efecto calculada con
el programa GRAPH PAD PRISM 4.

3.RESULTADOS Y DISCUSION

Triterpeno de Euphorbia tirucalli. El espectro de 3C
RMN (CDClI3) indica la presencia de ocho grupos metilo
en laestructura (d 15.9, 16.0, 18.1, 19.3, 20.5, 24.9, 26.1
y 28.4), ver tabla 1. Igualmente, en el espectro de ‘H
RMN (CDCl3) se observaron las sefiales en ppm H-3 (d
3.29), H-18 d 0.81), H-19 d 1.03), H-21 (d 0.91), H-24
(d 5.15), H-26 (d 1.74), H-27 (d 1.66), H-28 (d 0.86) y H-
30 (d 1.01). Las sefiales observadas indican un triterpeno
cuyas propiedades espectroscopicas son similares a las del
Euphol o Tirucallol, que se diferencian unicamente en la
estereoquimicadel C-20[5].

C d (ppm) c d (ppm) c d (ppm)
1 36.3 11 21.9 21 19.3
2 28.1 12 313 22 36.3
3 79.4 13 445 23 25.1
4 39.3 14 50.5 24 125.6
5 51.3 15 30.2 25 130
6 19.3 16 28.5 26 18.1
7 28.3 17 50.0 27 26.1
8 134.3 18 15.9 28 28.4
9 133.9 19 20.5 29 16.0
10 37.6 20 36.7 30 24.9

Tablal. *C RMN deL triterpeno de E. tirucalli

Actividad antiviral del triterpeno de Euphorbia
tiruacalli. B triterpeno muestra actividad antiviral frente
a rhinovirus a una concentracién a la cual presenta muy
baja citotoxicidad (1C50=20.72 my/ml, CC50=91,17
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ng/ml), (figura 1).Al ensayar concentraciones mas bajas
se observé la disminucion en la citotoxicidad pero
igualmente se observa una proteccion significativa,
obteniéndose un indice de selectividad de 4.39.

59 ]
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Figura 1. Efecto del triterpeno contra rhinovirus. 1Csy =
20.72804 ny/ml. R = 0,8558. 1S = 4.39

Glicosido cianogénico de Codiaeum variegatum.. El
espectro de *C RMN (D,0) indica claramente sefiales
correspondientes a un glicésido: C-1' (d 1029,
anomérico), G2 (d 74.5), C-3 (d 77.2), C-4’ (d 71.1), C-
5 (d 77.5), C-6' (d 62.2); ademas de aprecia un carbono
vinilico exociclico cuaternario (d 120, C-2), un metileno
exociclico (=CH,, d 137,207 C-5), un carbono cuaternario
(d 119543 C-1) para un grupo nitrilo (-CN), cuya
presencia fue confirmada por IR (2210-2260 cml);
finalmente también hay un grupo -CH, (d 70.294, G4).
En el espectro de *H RMN (CD3;OD) se observaron las
siguientes sefiales: d 4.36 (1H, s, H anomérico), d 3.70
(2H, dd,, H-6 glucosidico), d 4.4 (2H, dd), d 6.25 y 6,13
(1H cada uno, s, vinilicos); las sefiales de los demas
hidrégenos glicosidicos se observaron entre d 3.2-3.5.
Estas caracteristicas indican una sustancia del tipo
cardiospermin (figura 2);su elucidacion estructural se
encuentra en proceso.

HO

CN
Figura 2. Estructura de Cardiospermin

Actividad antiviral de Codiaeum variegatum.

La fracciones evauadas ejercieron  alteracion
morfolégica visible a microscopio sobre las células
MDCK a las concentraciones analizadas (500, 250, 125,
625, 31.25 y 15.12 ug/ml). Los valores de DOsgo
obtenidos por la técnica del MTT no presentan
diferencias significativas entre las células tratadas no
infectadas y el control celular. (Datos no nostrados).
Estos resultados indican que la concentracion toxica es
mucho mayor gue 500 ng/ml.
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En la tabla 2 se presentan los resultados de |a actividad
antiviral evaluadaen lasfracciones 1, 2, 2ay 2b.

Especie | Fraccion CCs0 Influenza
MDCK ICso IS
1 230,9838( -1661,123| -0,14
Codiaeum 2 1019,121| 192,3031| 5,30
variegatum 2a *500| 1333501 3.74
2b *500| 1754527| 2.82

Tabla 2 Actividad antiviral de Codiaeum variegatum. CC50,
Concentracion Citotoxica 50; 1C50, concentracion Inhibitoria
50; IS, Indice de sdlectividad. *Concentracion méxima
evaluada.

Lafraccién 1 no present6 actividad, mientras que la 2, 2a
y 2b, mostraron  porcentgjes de proteccion que
alcanzaron el 100% a las concentraciones mas altas,; se
observa un gran correlacion entre la concentracion y la
respuesta contra €l virus de la influenza (figuras 3y 4),
evidenciandose un aumento en la proteccién con €
aumento de la dosis, sin presentar citotoxicidad. Las
IC50 alcanzan valores de 133,3 ng/ml y 175,4 ng/ml en
las fracciones 2a y 2b respectivamente obteniendo 1S de
3.74 y 2.82 que son relativamente bajos, sin embargo,
estos pueden aumentar, teniendo en cuenta que dichas
fracciones podrian ser téxicas a dosispor encima de 1000
ng/ml.
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Figura 3. Efecto de lafraccion 2acontra el virus de lainfluenza
ICso = 133,3 my/ml. R? = 0.8911, 1S=3.74.

4. CONCLUSIONESY RECOMENDACIONES

La estructura del triterpeno involucrado en la actividad
antiviral es susceptible de modificarse en varios puntos
paratratar de establecer una relacion entre la estructura 'y
la actividad y eventuamente optimizarla, bien sea
incrementandola o disminuyendo su toxicidad. Estas
transformaciones se facilitan por la abundancia de esta
sustanciaen latex y su relativafacilidad para purificarla.
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Figura4. Efecto de lafraccion 2a contrael virus de lainfluenza
ICs = 175,4 my/ml. R* = 0,8768. IS= 2.82

De otro lado, los resultados de los extractos del |atexde
Codiaeum variegatumindican un alto potencial antiviral,
gue amerita redlizar estudios bioguiados para aislar el
metabolito activo. Ademas, la alteraciébn morfoldgica
visible al microscopio sobre las células MDCK a las
concentraciones analizadas (500, 250, 125 62.5 31.25
15.12 ug/ml), indica que esta fraccién podria tener una
actividad proliferativa sobre las células, 1o cua es de
bastante interés para posteriores estudios.
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