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ABSTRACT

From among ten species of the Euphorbia genus (family Euphorbiaceae), E. cotinifolia
showed the highest antitumour activity in vitro and was thus chosen for activity-moni-
tored fractionations and identification of its active principles. Isolation was carried out
using bioassays that evaluated important cell functions related to the antitumour activity.
These were a drop of the mitochondrial transmembrane potential AW, ; production of reac-
tive oxygen species (ROS); and the induction of apoptosis. A compound which showed an
apoptotic effect was isolated from the plant. The compound was found to induced first the
drop of A¥,,; then, as a second step, ROS were generated.'H- and *C-NMR spectral data,
aided by heteronuclear 2D correlations (HMQC,HMBC) indicated that the compound was
a diester of the tetracyclic diterpene ingenol. The very small amount isolated did not
permit an unequivocal structure assignment but the compound is most likely 3-O-tigloyl-
20-O-propionylingenol.

Key Words: Euphorbia cotinifolia; Euphorbiaceae; diterpenes; ingenol esters; antitumour
activity; apoptosis; medicinal plants.

RESUMEN

La especie Euphorbia cotinifolia, de la familia Euphorbiaceae, fue elegida de entre diez
plantasdel género Euphorbia para hacer un aislamiento bioguiado de sus principios activos,
al ser la que mostré mayor actividad antitumoral in viiro. Este aislamiento se realizé
utilizando bioensayos que evaluaron determinadas funciones celulares importantes,
relacionadas con la actividad antitumoral. Dichas funciones fueron la caida del potencial
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mitocondrial AW, la produccién de especies reactivas de oxigeno intracelular (ROS) y la
induccién de apoptosis. Fue posible aislar de la planta un compuesto puro que mostré un
efecto apoptético, en el que primero se afect la mitocondria con una fuerte caida del A
y luego se generaron ROS de forma secundaria. Del examen cuidadoso del éspectro de H-
y *C RMN, con ayuda adicional de correlaciones bidimensionales heteronucleares HMQC/
HMBC), se pudo establecer que el compuesto era un diéster del alcohol diterpénico tetraciclico
ingenol. Aunque la pequefia cantidad aislada no permitié una asignacién estructural
inequivoca, el compuesto es muy probablemente el 3-O-tigloil-20-O-propionilingenol.

INTRODUCCION

En las tltimas décadas se han intensificado
las investigaciones sobre la actividad
biolégica y los mecanismos bioquimicos
subyacentes a la misma de diterpenos con
esqueleto de tigliano, dafnano e ingenano
aislados de especies de la familia Euphor-
biaceae. Dichos compuestos son con fre-
cuencia promotores de tumores (Evans &
Taylor, 1983; Sorg, et al., 1987) pero exhiben
también en muchos casos, actividad anti-
tumoral (Evans & Taylor, 1983; Itokawa, et
al., 1989). Las moléculas receptoras o
dianas celulares identificadas hasta ahora
para este tipo de estructuras quimicas son
principalmente enzimas de la familia
proteina cinasa C (PKC) (Szallasi, et al.,
1994, Slosberg, et al., 1999) y enzimas invo-
lucradas en la generacién de especies
reactivas de oxigeno (ROS) tales como
guanidil ciclasa y calmodulina cinasa II
(Orie, et al., 1999), ademas de la NADH-
oxidasa del sistema de transporte de
electrones a nivel mitocondrial (Noack, et
al., 1980). Se ha comprobado que la acti-
vacién de la PKC genera una desregulacién
proteolitica particularmente en algunas
1soenzimas de PKC, enzimas que son
degradadas también en los procesos de
induccién de apoptosis a través de la
caspasa3 (Basu, ef al., 2001).

La apoptosis es definida como una
“muerte celular programada”, y la mayoria
de las alteraciones bioquimicas y morfo-
légicas mostradas por las células que entran

en apoptosis estan reguladas por la
mitocondria (Green & Red, 1998). Se cree
que estas alteraciones en la mitocondria
implican tres mecanismos relacionados en-
tre si: 1) caida del potencial transmembrana
mitocondrial (A¥,), con la consiguiente
alteracién de la cadena de transporte
electrénico y, por lo tanto, de la fosforilacién
oxidativa. 2) liberaci6én de proteinas
activadoras de las caspasas celulares, entre
ellas la caspasa3, clave en todos los procesos
degenerativos (Green & Red; 1998;
Hengartner, 2000). 3) alteracién del poten-
cial de oxidoreduccién celular, como conse-
cuencia del bloqueo de la cadena respira-
toria mitocondrial (Green & Red, 1998).
En los dltimos afios los mecanismos de
acciéon de algunos agentes antitumorales
estan siendo asociados con la capacidad de
estos compuestos de inducir apoptosis, pero
hasta el momento no se ha estudiado esta
capacidad en principios activos aislados de
especies de la familia FEuphorbiaceae. Ello
motiva a profundizar en el aislamiento
bioguiado de metabolitos secundarios con
dichas caracteristicas en especies cuya
informacién etnobotédnica apunten hacia una
posible actividad antitumoral. Es asi como
un estudio previo en la ciudad de Medellin-
Colombia, comprendié la recoleccién y
evaluacion de la actividad antitumoral in
vitro de varias especies de Euphorbiaceae,
de la mayoria de las cuales se ha descrito
en medicina popular alguna propiedad
farmacolébgica (cicatrizante, ciustico, anti-
tumoral, irritante, antiviral) relacionada con
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eventos de regulacién de la proliferacién
celular. En ese estudio se evidencié la
actividad citotéxica de la especie Euphor-
bia cotinifolia en lineas tumorales (Betancur-
Galvis, et al., 2002). A la vista de este hecho,
se emprendid un estudio quimico bioguiado
de E. ceoitinifolia que, a partir de la
evaluacion de la induccién de apoptosis en
células jurkat, ha conducido al aislamiento
del diterpeno ingenol 3-O-tigloil-20-
propionilingenol.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la fase inicial del presente estudio sobre
E. cotinifolia, se obtuvieron mediante
separaciones cromatograficas diversas
fracciones ricas en compuestos diterpenoi-
des. Se evalud a continuacién la capacidad
de aquéllas para inducir apoptosis en la
linea celular jurkat analizando el porcentaje
de células subdiploides mediante citometria
de flujo (CF) (ver materiales y métodos). En
el primer fraccionamiento cromatogréfico se
obtuvieron ocho fracciones, siendo las més
activas para inducir apoptosis las fracciones
F8, F3 y F2 (ver tabla 1). También se
estudiaron simultdneamente mediante CF
algunos estados bioquimicos que anteceden
a la induccién de la apoptosis tales como la
caida del potencial mitocondrial AY,) y la
induccién de especies de oxigeno reactivo
(TROS) (ver tabla 1). La fraccién F8 provocd
en las primeras 6 h de tratamiento una VAW
en el 54.3% de las células y una TROS en el
10.8%. Después de 24 h de tratamiento se
observo un 9.1% de células apoptdticas
determinadas por el grado de cromatinolisis
presente en éstas. Segun los resultados, el
tratamiento con la fracciéon F8 produjo
inicialmente una vAY¥_ y luego la generacién
de TROS. ruta de senalizacién de apoptosis
conocida como ruta clasica (Castedo, et al.,
1996) que es caracteristica de la mayoria de
estimulos apoptéticos. En contraste, la
fraccién F3 genero en el 31.3% de las células
TROS y en el 16.3% YA¥,, y un 13.4% de

apoptosis; lo que significa que inicialmente
hubo un TROS y luego JAY_ . Esta ruta de
induccion de apoptosis es caracteristica de
ciertos compuestos con estructura vani-
lloide (Macho, et al., 1998). La fraccién F2
fue directamente fraccionada a través de una
cromatografia liquida de alta resolucién
(HPLC), obteniéndose fracciones activas que
indujeron apoptosis tanto por la ruta clasica
(F,F,) como por la ruta vanilloide (F,F;)
como se puede ver en la tabla 1. Las frac-
ciones F,Fy y F.,F; indujeron una apoptosis
muy potente y rapida que no permitid el
analisis de la ruta de induccién.

Las fracciones aisladas de E. cotinifolia
generaron principalmente dos rutas diferen-
tes de senalizacién de muerte celular
inducida. La figura 1 muestra los histogra-
mas de citometria de flujo de las fracciones
con actividad mas relevante correspon-
diente a los resultados listados en 1la tabla
1. En la columna izquierda (figura 1), se
muestra el grado de citotoxicidad generado
tras 6 h de tratamiento con las fracciones,
evaluado a través de la técnica del yoduro
de propidio (PI) sin permeabilizar las
células. La columna central corresponde a
los histogramas bidimensionales para la
determinacién simultanea de {A¥,_ y TROS
tras un tratamiento de 6h. Los estados
bioquimicos que anteceden a la induccién de
la apoptosis pueden clasificarse en cuatro
cuadrantes para cada histograma. El
cuadrante inferior derecho (cuadrante 4)
muestra las células con parametros bio-
quimicos estables TA¥, y ¥ ROS, como se
observa en el control celular, en el que el
89.9 % de las células se encuentra en dicho
estado. El cuadrante inferior izquierdo
(cuadrante 3) muestra células con VAWV, y
{ROS. El cuadrante superior derecho
(cuadrante 2) corresponde a células con
TA¥,y TROS. Finalmente, el cuadrante su-
perior izquierdo (cuadrante 1) muestra las
células que poseen VA¥,y TROS, que son
células preapoptéticas ya que éstas
evolucionaran irreversiblemente hacia la
siguiente fase, la fragmentacién del ADN



Ingenoles aislados de la especie Euphorbia cotinifolia Rev. Latinoamer. Quim. 30/2 (2002) 71

Tabla 1. Determinacién de los cambios en A¥, y ROS, Apoptosis y Citotoxicidad en Células Jurkat inducidos por
las fracciones obtenidas de la especie vegetal Euphorbia cotinifolia

Fraccién® Células muertas® Células vivas® % Apoptosis®
% AY,, %TROS
Control” 3.6 513 2.5 5.7
F2F1 8.3 8.6 5.0 _—
F2F2 16.6 10.4 12.8 =
F2F3 41.1 3651 52.4 21.0
F2F4 23.5 90.9 56.3 12.5
F2F5 76.7 51.5 54.8 51.0
F2F6 63.0 3L 29.6 43.5
F3 11136 16.3 31.3 13
F8 9:3 54.3 10.8 9al;

2 Concentracién de las fracciones: 100pg/ml; ® Evaluacion realizada a las 6 h; ©Evaluacién realizada a las 24 h;
*: control solvente utilizado para disolver las fracciones; —datos no determinados
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Figura 1. Apoptosis y citotoxicidad causada por las diferentes fracciones aisladas de Euphorbia cotinifolia. Co-
lumna izquierda (evaluacién de la citotoxicidad): 1a regién B muestra el porcentaje de células muertas del tratamiento
por 6 h a 100 pg/ml, evaluadas a través de la incorporacién del PI en el DNA de las células permeables para este
colorante vital (muertas). Columna central,tratamiento por 6 h a 100 mg/ml (histograma biparamétrico con dos
sondas fluorescentes): cuadrante 1 superior izquierdo +A¥_y TROS; cuadrante 2 superior derecho TA¥, y TROS;
cuadrante 3 inferior izquierdo VAY, y YROS; cuadrante 4 inferior derecho TA¥, y {ROS (células normales). Co-
lumna derecha (determinacién de la apoptosis por el analisis del ciclo celular): la regién D indica el porcentaje de
cromatinolisis del ADN después de 24h de tratamiento.
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(Zanzami et al., 1998), rasgo caracteristico
de la apoptosis. Por ultimo, la columna dere-
cha muestra el porcentaje de células que son
apoptdticas después de 24 h de tratamiento;
en la regién D se observa el ADN fragmen-
tado.

El anélisis de la figura 1 permite pre-
decir los eventos bioquimicos que suceden
en el tiempo durante el proceso de la
induccién de la apoptosis. La fraccion F,F,
de mediana citotoxicidad (41.1%) presentd
un 24% de células con $A¥_y | ROS
(cuadrante 3), que predominé sobre el 9.3%
que presentaron TAY_y TROS (cuadrante
2). Estos datos obtenidos del estudio
bidimensional llevan a pensar que el 42.5%
de células preapoptéticas de la fraccion FoF,
(cuadrante 1) han pasado primero por un
estado de potencial mitocondrial bajo,
dandose lugar como consecuencia a la
disrupciéon de la cadena de transporte de
electrones y a la alteracién del potencial de
oxido-reduccién. Esto causa que haya a las
24 h un 21% de células apoptéticas (aunque
una fraccién minima de células hayan
podido seguir la ruta vanilloide, debido a la
mezcla compleja de compuestos que
presenta el extracto, presentando posible-
mente mecanismos distintos de induccién de
la apoptosis). La ruta de induccién clasica
es mucho més clara en la fraccién F,F, (el
flujo de puntos del correspondiente
histograma van del cuadrante 3 al 1), donde
el 55.2% de las células en estado preapop-
tético han sufrido inicialmente VA¥,. La
fraccion F8 al igual que la fracciéon F,F,
indujo la apoptosis por la via clasica. La
perdida del potencial mitocondrial causado
por las fracciones F.F,, F.,F, y F; podria ser
la consecuencia de la activacién y desregu-
lacién de algunas isoformas de PKC. Esto
ha sido demostrado por Denning y colabora-
dores para la activacion de PKCdelta por
luz ultravioleta, que induce apoptosis a
través de la caida del potencial mitocondrial
(Denning et al., 2002).

La fracciéon F.F; mostr6 el porcentaje
mas alto de citotoxicidad debido principal-

mente a necrosis (datos no mostrados). La
induccién de la apoptosis via vanilloide fue
mostrada parcialmente por la fraccién F,,
aunque presenté un porcentaje similar de
células en los estados:VA¥, / JROS y TAW, /
TROS; la distribucién de los puntos en el
histograma mostr6 una tendencia hacia la
generacion inicial de ROS. Uno de los posi-
bles mecanismos que explica la generacién
de ROS por la fraccién F; y su consecuente
induccién de la apoptosis, podria ser el plan-
teada por multiples autores para la resini-
feratoxina aislada de la especie Euphorbia
resinifera (Morré et al., 1995; Macho et al.,
1999). Macho y colaboradores proponen que
la generaciéon de ROS puede darse por la
inhibicién del sistema NADH oxidasa del
transporte de electrones de la membrana
plasmatica (PMOR), interferencia que
podria causar una redireccién del flujo nor-
mal de electrones en el complejo, generando
como consecuencia un exceso de ROS. El
ambiente pro-oxidativo generado por la
inhibicién del sistema PMOR puede inducir
oxidaciéon de los grupos tioles en los poros
de transiciéon de permeabilidad de la
mitocondria, permitiéndose asi la apertura
y, como consecuencia, la libre distribucién
de los solutos a ambos lados de la membrana
mitocondrial interna. Con el objetivo de
relacionar estos diferentes mecanismos de
induccién de la apoptosis con un tipo
especifico de metabolito secundario de la E.
cotintfolia, se procedié al aislamiento de los
principios activos guiado por los bioensayos
de {¥A, yTROS de las fracciones F,F, y F,,
de las cuales se contaba con suficiente
cantidad.

El nuevo fraccionamiento cromatogra-
fico por HPLC de F,F; (ver materiales y
métodos) dio varias fracciones, las cuales
(segtin el analisis de los espectros de
resonancia magnética nuclear de protdn)
contenian en su mayoria mezclas de diterpe-
nos de tipo ingenano (datos no mostrados).
Las fracciones mas activas (ver tabla 2)
presentaron las siguientes caracteristicas:
quimicas: la fraccion F,F;F;presentaba una
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mezcla de dos ingenoles uno de ellos
presente en la fraccion F,F,F;; la fraccién
F,F,;F; contenia un compuesto puro al que
denominamos compuesto I; la fraccién
F,F F,, presentaba una mezcla de dos
ésteres de ingenol y trazas de un tercero.
Finalmente, la fraccién F,F,F,F,F,, obtenida
de la fraccién F; a través de cuatro
separaciones cromatograficas por HPLC,
proporcion6 el compuesto I con trazas de
un segundo ingenol.

Tabla 2. Determinacién de los Cambios en A¥Y,, y ROS
en Células Jurkat inducidos por la Mezcla de Ingenoles
Obtenidas de la Especie Vegetal Euphorbia cotinifolia

Fraccién Células Vivas®
[ng/ml] %VA¥Y,  %TROS

Control (DMSO)" 5 0.9 551

F2F3F6 15 T 5.9
25 38.2 11.5

62.5 43.8 4.8

F2F3F7 2b 9.1 2.6
62.5 73.0 392

F2F3F10 5 10.7 8.4
25 28.7 21.0

F3F4F7F2F2 25 6.9 3.8
62.5 28.0 90.8

? Evaluacién realizada a las 6 h; *: control solvente

utilizado para disolver las fracciones.

En la tabla 2 se muestra los cambios en
AY .y ROS de las células jurkat cuando fue-
ron tratadas durante 6 h con las diferentes
fracciones o mezclas de ingenoles obtenidos
por HPLC. Para cada fraccién se evaluaron
varias concentraciones, con el fin de obser-
var si se presentaba algtin efecto dependien-
te de concentracién. En la mezcla de
ingenoles F,F.F; se observd claramente la
capacidad de estos compuestos para inducir
una caida de potencial mitocondrial
dependiente de la concentracién; el
porcentaje de células con TROS fue constan-
te para esta fraccion, lo que nos indica que
la VA¥, no generé inmediatamente TROS.
En contraste, el compuesto puro correspon-
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diente a la fracciéon F,F,F. generé un alto
porcentaje de células con JAY, (73%) a la
concentraciéon de 62.5 pg/ml, generiandose
inmediatamente especies de oxigeno reac-
tivo, lo que indica que hubo una alteracién
fuerte de la cadena de transporte de electro-
nes. La fracciéon F;F,F,F,F,, constituida
principalmente por el compuesto I y alguna
impureza de un segundo ingenol, presentd
un mecanismo de accién distinto a la frac-
cion F.F.F; ya que inducia abruptamente un
aumento de ROS en el 90.8% de las células
a una concentracién de 62.5 pug/ml. Con el
objeto de correlacionar estos cambios
bioquimicos con las vias de induccién de la
apoptosis, se procedié a evaluar dichos inge-
noles a las 24y 48 horas y a estudiar ademas
el ciclo celular.

Como se observa en la tabla 3, la fraccién
F2F3F6 indujo apoptosis a las 24 h, pero el
efecto fue mas pronunciado a las 48 h, tiempo
en el cual se observé un efecto dosis depen-
diente a bajas concentraciones. La fraccién
gener6 también una parada en la fase G/G,
cuando el tratamiento fue por 48h a una
concentraciéon de 5 pg/ml; este efecto fue
igualmente observado cuando se redujo el
tiempo de exposicién y se aumenté la con-
centracién. El compuesto puro F2F3F7
también indujo apoptosis de una manera
dosis dependiente como se puede ver en la
tabla 3; el efecto fue tan agudo que no se
pudo observar una detencién del ciclo celu-
lar. La fraccién F3F4F7F2F2 indujo una
potente apoptosis a las 24 h, este efecto no
permitié observar una detencién del ciclo
en las concentraciones evaluadas. En gene-
ral los ingenoles aislados de la especie E.
conitinifolia mostraron detencién del ciclo
celular en la fase G¢/G,; aunque para algunos
compuestos no fue posible evidenciar este
fenémeno ya que la apoptosis se indujo an-
tes de las 24 h.

Para aclarar las vias de induccién de la
apoptosis de los compuestos de las frac-
ciones I, FqF, y F.F F.F,F,, se analizaron los
correspondientes histogramas bidimensio-
nales de citometria de flujo. Como se obser-
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Tabla 3. Determinacién de la apoptosis por el analisis del ciclo celular en Células Jurkat inducidos por la mezcla
de ingenoles obtenidos de la especie vegetal Euphorbia cotinifolia

Fraccién [ug/ml] Tiempo % apoptosis %Gy/G, % S %G,/M
Horas 3
Control 4.0 59.4 25.6 9.9
w2F3F6 5 48 32.2 57.8 5.0 4.9
Dty 48 78.1 1:2:9 8.3 1.0
62.5 24 26.5 58.7 9.6 5.6
F2F3F7 25 24 35.1 39.7 16.2 9l
62.5 24 60.2 24.9 12.2 3.0
F2F3F10 5 48 26.3 61.6 6.7 5.4
25 48 64.1 24.2 9.4 2.5
F3F4FTF2F2 25 24 54.4 34.6 83 352
62.5 24 76.6 14.3 7.3 1.9

va en la figura 2, los dos compuestos mostra-
ron diferentes rutas de induccién de la
apoptosis. La fracciéon F,F,;F., que contenia
el compuesto puro I, mostr6 una dinamica
de los acontecimientos que preceden a la
apoptosis a través, principalmente, de dos
estados bioquimicos relevantes: el 61.4% de
las células tenian VA¥,_y JROS y el 25.9%
estaban en estado preapoptdtico, lo que in-
dica que la via para la induccién de la
apoptosis fue la ruta clasica en la que
inicialmente se produce una caida del
potencial mitocondrial y luego la generacion
de ROS. La fraccién F;F F.F,F, que conte-
nia principalmente el compuesto I y trazas
de un segundo ingenol no identificado,
presentd una dindmica completamente
diferente, en la que los dos estados bioqui-
micos relevantes para el estudio de la
cinética de los eventos preapoptdticos
indicaron que el 61.2% de las células
preapoptoticas provenian de un estado bio-
quimico en el que se presentaba inicialmen-
te una alta proporcién de especies de oxi-
geno reactivo. Esta aseveracion puede ser
evidenciada a través del estudio de la
distribucion de puntos del histograma de la
figura 2, en el que éstos se concentraron
principalmente en los cuadrantes 2 y 1. Ello
nos lleva a concluir que la dinamica del
evento apoptotico se inicié con un estado
bioquimico representado en el cuadrante 2,
seguido del paso hacia el estado 1. Este fe-

némeno se da de una manera abrupta ya que,
como se puede ver en la figura 2 (parte dere-
cha), el porcentaje de la apoptosis es mucho
mayor para la mezcla de ingenoles presentes
en la fracciéon F;F,F.F,F, que para el com-
puesto IF,F;F,. Los cambios bioquimicos
inducidos por la fraccién F,;F ,F.F.F, son mu-
cho mas rapidos en inducir la apoptosis.

Control Cél.
HE ~2> Eth

1005 1

F2F3F7
HE -2 Eth

F3F4FTR2F2
HE ~> Eth

-1 10 400 800
DIOC6(3) Cantidad de ADN

Figura 2. Apoptosis causada por las diferentes fracciones
aisladas de Euphorbia cotinifolia. Columna izquierda,
tratamiento por 6 h a 62.5 pg/ml (histograma
biparamétrico con dos sondas fluorescentes). Columna
derecha (determinacién de la apoptosis por el analisis
del ciclo celular): la regién D indica el porcentaje de
cromatinolisis del ADN después de 24 h de tratamiento
a una concentracion de 25mg/ml.
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Tabla 4. Datos espectroscopicos de "H-RMN y "*C-RMN para el compuesto I (CDCl,, TMS como referencia interna)?

SH 5C
1 6.02 br d(1.4)® i 132.0
3 5.52 s 2 136.0
4-OH 3.45 3 83.0
5 3.87s 4 84.9
5-OH 3.65 br s 5 74.9
7 6.10 d(4.4) 6 136.0
8 4.08 dd(11.5; 4.4) 7 129.3
11 2.48 m 8 43.7
120 1.80 m* 9 §
12p 2.24 ddd(16:7; 2.7) 10 72.0
13 0.69 ddd 11 38.7
14 0.96 m* 12 31.3
16 1.04 s 13 23.5
17 1.08 s 14 23.2
18 0.98 d(7) 15 24.1
19 1.78 d(1) 16 28.7
20 4.76 d(12.5) 18 17.5
OProp 1.12 t (7.5) §/27.7/9.3

2.32 q (7.5)
OTigl 6.90 qq (7; 1.5) 168.8/138.7/128.2/14.7/12.4

1.86 d (1.5), 1.84 dq (7; 1.5)

"Los desplazamientos quimicos fueron determinados a 400 (*H) y 100 (**C) MHz * Sefiales sobrepuestas. § Senal
muy débil, no distinguible del ruido de fondo. *§ en ppm., J (en paréntesis), én Hz.

Elucidaciéon Estructural

El compuesto I, aislado de Euphorbia
cotinifolia, fue identificado como el diéster
diterpénico tetraciclico 3-O-tigloil-20-0-
propionilingenol (figura 3) a partir de los
espectros de '"H-RMN y *C RMN (tabla 4) y
del estudio de las correlaciones bidimen-
sionales heteronucleares (HMQC/HMBC).

En la tabla 4 se puede observar las
siguientes caracteristicas estructurales del
3-0-tigloil-20-O-propionilingenol: a) una
senal doble a 8 = 6.10 (J = 4.4 Hz.) asignada
al protén vinilico H-7 b) sefial doble a § =
6.02 (J = 1.4 Hz) para el protén vinilico H-1
¢) senal simple a § = 5.52 para el protén H-
3, base del tiglato d) sefial doble de doble
ancha a § = 4.08 (J = 11.5 y 4.4 Hz.) para el
proton H-8 e) sefiales multiples a § = 2.48, §
=2.24y 8 = 1.80 para los protones H-11 y H-
12 f) una senal doble a § = 1.78 (J= 1.0 Hz)
para los protones H-19 g) dos sefales

multiples a campo alto acopladas entre si a
8=0.69y &= 0.96 asignadas a los protones
H-13 y H-14, en un anillo de ciclopropano.
h) dos senales simples a & = 1.08 yo =104
correspondientes a decs metilos geminales
en el anillo de ciclopropano. La ausencia de
una senal simple para el metilo C-20 y la
aparicién en su lugar, de dos dobletes
acoplados a8=4.76y 5 = 4.50 (J = 12.5 EHz)
indican que el carbono C-20 esta oxigenado
con un grupo éster. Dos sefiales simples en
0 =3.45y 8= 3.65 las cuales desaparecen al
adicionar D,0, corresponden a los protones
de los grupos hidroxilo en C-4 y C-5. El
espectro de 'H-RMN muestra la presencia
de dos grupos éster que fueron identificados
como un propionato y un tiglato. La
presencia del primero se dedujo de las
seniales caracteristicas a 8= 2.32 (2H, q, J=
7.5 Hz) y 5 1.12 (8H, t, J= 7.5 Hz). La del
segundo, por las sefiales a § = 6.90 (1H, qq, J
=70y15Hz),8=186(3H,d,J=15Hz)y
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=184 3H dq J =7.0y 1.5 Hz). Todas las
asignaciones anteriores fueron confirmadas
por experimentos de desacoplamiento de
spin. Las correlaciones bidimensionales
HMQC a un enlace confirmaron las asigna-
ciones para H-1, H-7, H-8, H-13, H-14 y los
metilos 16, 17, 18 y 19. La posicién relativa
de los ésteres propionato y tiglato se hizo
en base a las correlaciones bidimensionales
HMBC a dos y tres enlaces. La existencia
de una correlacién entre la senal a § = 5.52
(H-3) y la del carbonilo del tiglato a & = 168.8
establecid la posicién del tiglato en el
carbono 3. Por consiguiente, el propionato
se encuentra unido al carbono 20.

MATERIALES Y METODOS

Generales

Los espectros de resonancia magnética
nuclear de 'H-RMN y de *C-RMN fueron
obtenidos utilizando CDCI3 como disolvente
vy TMS como referencia interna en un espec-
trometro Varian Unity 400. Para la cromato-
grafia en columna se utilizé silica gel 60
(Merk 0.06-0.200 mm). Las separaciones por
HPLC se llevaron a cabo en un equipo Konik
KNK-500-1B, utilizando columnas de fase
reversa RP-18 (Merck LiChroCART 250-10
de dimensiones 250x8mm).

Material Vegetal

La especie E. cotinifolia fue recolectada en

el mes de Octubre de 1998 en el municipio,

de Girardota del departamento de Antio-
quia-Colombia a una altitud 360 m. El
espécimen fue depositado en el Herbario de
la Umiversidad de Antioquia con el nimero
HUA 115472.

Extraccion y aislamiento

A partir de 2 kilos del material fresco de las
partes aéreas de la especie, se procedié a
la primera extraceion con una mezcla 9:1 de
metanol/agua. Se eliminé la mayor parte del
metanol por evaporacion a presién reducida

y luego se llevé a cabo una particién por
extraccion de la fase acuosa con acetato de
etilo. En la fase orgénica se concentraron
todos los compuestos de interés. Finalmen-
te, se llevo a sequedad la fase organica por
rotaevaporaciéon a presién reducida. Las
ceras se eliminaron disolviendo el material
seco en metanol caliente y dejando luego
enfriar, primero a temperatura ambiente y
a continuacién doce horas a una tempera-
tura de 3°C. Tras este periodo de sedimen-
tacion, se filtré la disolucién para separar
el disolvente del precipitado blanco,
compuesto fundamentalmente por ceras. El
liquido resultante se concentré en vacio,
obteniéndose un peso de 15.24 g.

Para el fraccionamiento inicial, se em-
ple6é una columna de dimensiones 70 x 90
mm; y como eluyentes mezclas hexano-
acetato de etilo en gradientes que fueron
desde una proporcién 3:1 hasta 1:1. Las
fracciones obtenidas (desde F, a Fy), pasaron
a una segunda separacion por cromatografia
liquida de alta resolucién (HPLC). El elu-
yente empleado inicialmente fue una mezcla
metanol: agua en gradientes desde 95:5 hasta
7:3. Las fracciones fueron purificadas a
través de separaciones sucesivas por HPLC
utilizando finalmente columnas analiticas
en fase reversa RP-18 con mezclas
acetonitrilo: agua en gradientes desde 9:1
hasta 65:35. El avance de las separaciones
se sigui6 por analisis de las fracciones
intermedias mediante RMN.

Determinacion de la Apoptosis y Detencion del
Ciclo Celular

Para esta determinacién se utilizaron platos
de cultivos de 24 pozos, con una concen-
tracién celular de 5x10° de células jurkat/
ml y evaluando maximo tres concentra-
ciones por fracciéon cromatogréfica. El grado
de la induccién de apoptosis y el anélisis del
ciclo celular se determind a las 24 6 48 h,
analizando el porcentaje de células
subdiploides (que han sufrido cromatino-
lisis) mediante citometria de flujo. Para ello,
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las células fueron permeabilizadas con
etanol al 70% durante 24 h a 4°C, lavadas
tres veces con PBS al 0.4% de glucosa e incu-
badas a temperatura ambiente con 20 mg/
ml de yoduro de propidio (PI) y 50 U/ml de
RNAasa en PBS durante un minimo de una
hora en ligera agitacién (Nicolletti et al.,
1991). La citotoxicidad (necrosis + apoptosis)
fue evaluada a las 6 h de incubacién con las
fracciones y determinada también por
citometria de flujo con PI como se describié
anteriormente, exceptuando la etapa de
permeabilizacion.

Estudio del Potencial Transmenbrana de la
Mitocondria y de la Generacién de Especies
Reactivas del Oxigeno

Se utilizaron platos de cultivos de 24 pozos,
con una concentracién celular de 5x10° de
células Jurkat/ml y evaluando maximo tres
concentraciones por fraccién cromatografica
a un tiempo de incubacién de 6 h. El poten-
cial de membrana mitocondrial (A¥,) fue
medido mediante una sonda fluorescente
catiénica (DiOCy(3)), que se acumula en la
mitocondria en funcién de su A¥,,. Simulta-
neamente se midié la generacién de especies
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reactivas del oxigeno (ROS) mediante el uso
de otro fluorocromo, el dihidroetidio (HE),
que, tras ser oxidado por ROS, se transforma
en el compuesto fluorescente rojo Etidio,
analizable por citometria. Para realizar
estas mediciones, se incubaron las células a
estudiar (10° cel/ml) durante 20 min en PBS
conteniendo 20 nM DiOC¢3) y 2 uM HE a
37°C. Inmediatamente tras la incubacion, se
analizaron estos parametros por citometria
de flujo. El estudio de las células en
preapoptosis (antes de la fragmentacién del
ADN) se realiz6 mediante los mismos
métodos determinando las células que
presentaron a la vez A¥,, bajo y ROS alto
(Zamzami et al., 1995).

Todas las medidas citofluorimétricas se
realizaron en un EPICS XL de Coulter,
equipado con tres fotomultiplicadores.
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INGENOLES AISLADOS DE LA ESPECIE Euphorbia
Cotinifolia INDUCEN APOPTOSIS EN CELULAS JURKAT

LiLIANA BETANCUR-GALvIS!, JAVIER ROLDAN?, GLADIS MORALES®, JELVER SIERRAL, MAGDALENA BLANCO-MOLINA®, H 7
ANTONIO MACHO?, J. ALBERTO MARCO® 12— 13 7 16
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E. cotinifolia showed antitumour activity in vitro and was thus chosen

for activity-monitored fractionations and identification of its active principles.
Isolation was carried out using bioassays that evaluated the mitochondrial
transmembrane potential A¥_; production of reactive oxygen species (ROS);
and the induction of apoptosis. A compound which showed an apoptotic effect
was isolated and was found to induce first the drop of AY ; and then, generated
ROS. Spectral data, including 2D correlations, indicated that the compound was
a diester of ingenol which is most likely 3-0O-tigloyl-20-O-propionylingenol.
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