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Abstract

Taraxacum officinale leaves were collected at two and 5 months of growth, for phytochemical studies and antiviral activity against flavivirus, using the 17D
vaccine strain of yellow fever virus as a model. Using spectroscopy technique, a total of twelve (12) compounds were identified in the chloroform (C) and
hexane (H) extracts of two and five months (2M and 5M) of recollection., The antiviral activity against the yellow fever 17D virus was evaluated with the
plaque assay and the concentrations used (50 - 1,5 pg/mL) were no cytotoxic to Vero cells as determined using the MTT(3-(4,5-Dimetiltiazol-2yl)-2,4-
difenilbromuro de tetrazolium) assay. The phytochemical composition of leaves growing for 5 months is different and more complex than leaves growing for
2 months. From the four extracts, only C5M inhibited the viral replication in a dose depend manner, with 100% viral inhibition at 50 pg/mL (p=0,0124) and
the effective doses 50 (EDso: 10,2 + 8,7 pg/mL), meanwhile, EDs, of C2M extract was 93,5 + 23,5 pg/mL, thus, the extract C5M is 8 times more effective
than extract C2M. The identified compounds in extract C5M were: Wtaraxasteryl acetate, cafeic acid, taraxasteryl acetate, taraxerol, taraxerilo acetate and -
taraxasterol. One of these compounds or the combinations of them is responsible for the reported high antiviral activity.
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Resumen

Las hojas de Taraxacum officinale fueron colectadas a dos y cinco meses de crecimiento, para su estudio fitoquimico y determinar actividad antiviral contra
flavivirus, utilizando como modelo el virus de fiebre amarilla cepa vacunal 17D. Se identificaron por métodos espectroscopicos, un total de doce (12)
compuestos provenientes de los extractos de hexano (H) y cloroformo (C) a dos y cinco meses (2M y 5M) de recoleccion La actividad antiviral se determiné
mediante un ensayo de placa y las concentraciones de extractos utilizadas (50-1,5 pg/mL) fueron no citotoxica en células Vero, determinadas por el método
colorimétrico del MTT (3-(4,5-Dimetiltiazol-2yl)-2,4-difeniloromuro de tetrazolio). La composicion fitoquimica de los extractos de 5 meses es distinta y mas
compleja que la de dos meses de crecimiento. De los cuatro extractos sélo el C5M inhibid6 la replicacién del virus en una manera dosis dependiente, con una
inhibicion del 100% a 50 pg/mL (p=0,0124) y una dosis efectiva 50 (DEs) de 10,2 + 8,7 pg/mL, mientras que el DEs, del extracto C2M es de 93,5+ 23,5
ug/mL, lo que hace al extracto cloroférmico de 5 meses aproximadamente 8 veces mas efectivo que el C2M. Los compuestos presentes en el extracto C5M
son ¥ taraxasterilo, acido cafeico, acetato de taraxasterilo, taraxerol, acetato de taraxerilo y W-taraxasterol. Uno o méas de estos compuestos son responsables
de alta actividad antiviral reportada.
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INTRODUCCION

En la basqueda de potenciales agentes medicinales, los
productos naturales derivados de plantas desempefian
un papel importante. Originalmente se utilizaban
pocimas y brebajes para tratar un amplio espectro de
enfermedades, muchas de esas enfermedades ahora
sabemos que son de origen viral (Vanden et al., 1986).
Taraxacum officinale GH Weber ex Wiggers (familia
Asteraceas); conocida cominmente como Diente de
Ledn, tiene un largo historial de uso en la medicina
tradicional, avalada por los estudios in vitro e in vivo
de los extractos de esta planta, los cuales muestran su
relevancia farmacol6gica como anti-inflamatorio (Jeon
et al., 2008), antioxidantes (Lozek et al., 2007, Ung-
Kyn et al., 2010), hipolipidémico (Ung-Kyn et al.,
2010), usado efectivamente contra diabetes (Onal et
al., 2005, Akhtar 1985) y como tratamiento para la
colitis (Chakurski et al., 1980) y el cancer (Kensuke et
al., 1981, Takasaki et al., 1999).

Acidos fenélicos y flavonoides se han extraido
y caracterizado de la raiz y hojas T. officinale (Schitz
et al., 2006), y se conoce que los esteroles presentes en
las hojas de esta planta fluctian dependiendo de la
estacién climatolégica (Westerman and Roddick
1981), sin embargo, no existe informacién sobre la
variacion fitoquimica de las hojas de T. officinale
durante su crecimiento.

Recientemente, se ha reportado que el extracto
acuoso de Diente de Ledn inhibe la replicacion del
virus Influenza (He et al., 2011) y la del Virus de la
inmunodeficiencia de Humanos (VIH), con una
disminucién dosis dependiente de la actividad de la
transcriptasa reversa y de la replicacion viral (Han et
al., 2011). Los viruses pertenecientes al género
flavivirus de la familia Flaviviridae, son responsables
de importantes enfermedades infecciosas en humanos
como el Dengue, el virus de la encefalitis Japonesa, el
virus del occidente del Nilo y el virus de la fiebre
amarilla, estos viruses presentan estrategias de
replicacion muy similares (Perera et al., 2008), lo que
nos permite utilizar la cepa vacunal 17D del virus de
fiebre amarilla como una herramienta eficaz y sencilla,
en el estudio de posibles compuestos con actividad
antiviral contra viruses del género flavivirus (Neyts et
al., 1996).

El presente trabajo estd enmarcado en la
basqueda de nuevas alternativas terapéuticas a las
enfermedades flaviviricas utilizando extractos de hojas
de T. officinale, recolectadas a diferentes tiempos de
crecimiento, sobre la replicacion del virus de la Fiebre
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amarilla cepa vacunal 17D. En el estudio fitoquimico
se identificaron los componentes presentes en los
extractos.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Las semillas de Taraxacum officinale fueron
certificadas por el Dr. Stephen Tillet, curador del
herbario Ovalles de la Facultad de Farmacia
(Universidad Central de Venezuela) fueron plantadas
en el Jardin Boténico de esta Facultad, las hojas fueron
colectadas a los dos y cinco meses después de la
germinacion, y secadas a temperatura ambiente.

Obtencion de los extractos e identificacion de sus
componentes

El material vegetal seco (540 g) hojas de dos y cinco
meses se extrajo con n-hexano (H2M, H5M) en un
Soxhlet durante 48 h y sucesivamente por percolacion
con cloroformo (C2M, C5M), hasta que el solvente no
mostraba coloracién. Para la percolacion se utilizaron
solventes destilados, y para las cromatografias
solventes grado reactivo.

Agente revelador: solucién concentrada de
Sulfato Cérico en Acido Sulfdrico, diluida al 10% en
metanol, una coloracion morada fue indicativa de la
presencia de triterpenos.

Todos los experimentos de RMN fueron
registrados en espectrometros JOEL de 270 MHz.
Como solvente se usé CDCI3, en un equipo CG-MS
marca HP5890 Serie Il, con una columna capilar de
metil siloxano de 25 m de longitud de 0,25 mm de
diametro interno, de espesor de pelicula 0,11 pm.
Helio (He) fue el gas de arrastre utilizado; la
temperatura del detector y el inyector fue de 280 °C; la
programacion de temperatura se realiz6 a partir de 70
°C hasta 300 °C a razén de 8 °C por minuto. Se us6 un
método de inyeccion Split-less mediante una jeringa
Hamilton, y tolueno para la dilucién de las muestras.
El espectrometro de masas funciond con un detector
para trampa de iones a modo de impacto electronico,
con un potencial de 70eV.

Para cromatografia de columna se utilizd
como fase estacionaria silica gel Aldrich 60 A, de 500
m?/g de area superficial y 0,75 cm®/g de volumen; 70-
230 Mesh. Se utilizaron placas analiticas de silica gel
0,25 mm de espesor en placas de aluminio, Merck DC-
60F254. Los extractos de hexano y cloroformo fueron
purificados mediante cromatografia de columna,
usando solventes de polaridad creciente. Las
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fracciones colectadas fueron evaporadas a sequedad al
vacio y analizadas por cromatografia de capa fina. Se
agruparon aquellas con igual Rf y nuevamente fueron
purificadas por cromatografia de columna o por
cromatografia de placas preparativas.

Peso de los extractos: Hexano: H2M: 2,88 ¢
(0,53%) H5M: 12,86 g (2,4%) y los extractos de
Cloroformo: C2M: 1,44 g (0,27%) y C5M: 10,34 ¢
(1,91%). Las técnicas cromatografias empleadas no
permitieron la obtencion de los compuestos con el
grado de pureza necesaria para los ensayos bioldgicos.
Los compuestos identificados en los distintos extractos
fueron los siguientes:

H2M: B-amirina (1) y acetato de p-amirina (2).

H5M: B-sitosterol (3), Taraxasterol (4), Lupeol (5),
acido graso insaturado (6) y acetato de -amirina (2).
C2M: B-amirina(1) y B-sitosterol(3).

C5M: Acetato de P-taraxasterilo (7), Acido cafeico
(8), Acetato de Taraxasterilo (9), Taraxerol (10),
Acetato de Taraxerilo (11), ¥-Taraxasterol (12).

La identificacidn de los compuestos se llevd a
cabo por métodos espectroscopicos ‘H-NMR, **C-
NMR y DEPT vy espectrometria de masa por
comparacion con datos de la literatura (Reynolds et
al., 1985; Dibi and Bitan 2012; Albuquerque et al.,
2006; Deng et al., 2004; Jin et al., 2007, Mahato and
Kundu, 1994).

p-Amirina (1):

EMm/z = 426 [M']; 218; 207; 189. 'H NMR (270
MHz; CDCly): 3,19 (1H, m, H-3w); 5,16 (1H, s, H-12);
1,00 (3H, s, Me); 0,77 (3H, s, Me); 0,94 (3H, s, Me);
0,98 (3H, s, Me); 1,13 (3H, s, Me); 0,83 (3H, s, Me);
0,86 (3H, s, Me); 0,85 (3H, s, Me). *C RMN (67,5
MHz; CDCls): 38,82 (C-1); 27,20 (C-2); 79,09 (C-3);
42,10 (C-4); 55,35 (C-5); 18,36 (C-6); 32,80 (C-7);
42,10 (C- 8); 47,71 (C- 9); 37,00 (C-10); 23,70 (C-11);
118,77 (C-12); 145,29 (C- 13); 41,80 (C-14); 26,05
(C-15); 27,10 (C-16); 32,88 (C-17); 47,27 (C-18);
46,95 (C-19); 30,80 (C-20); 34,93 (C-21); 37,49 (C-
22); 28,05 (C-23); 15,45 (C-24); 15,60 (C-25); 16,97
(C-26); 26,11(C-27); 28,43(C-28); 33,40 (C-29); 23,73
(C-30).

Acetato de g-Amirina (2):

EM m/z =468 [M']; 218; 249; 189. 'H NMR (270
MHz; CDCls): 2,01 (3H, s, OMe); 4,45 (1H, m, H-3a);
5,15 (1H, s, H-12); 0,87 (3H, s, Me); 0,86 (3H, s, Me);
0;95 (3H, s, Me); 0,94 (3H, s, Me); 1,09 (3H, s, Me);
0,82 (3H, s, Me); 0,85 (3H, s, Me); 0,84 (3H, s, Me).
3C RMN (67,5 MHz; CDCls): 37,93 (C-1); 24,06 (C-
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2): 81,72 (C-3); 38,65 (C-4); 54,28 (C-5); 18,97 (C-6);
32,90 (C-7); 38,98 (C-8); 49,32 (C-9); 37,56 (C-10);
23,74 (C-11); 117,88 (C-12); 144,53 (C- 13); 42,09
(C-14); 26,15 (C-15); 26,96 (C-16); 33,18 (C-17);
46,87 (C-18); 47,00 (C-19); 31,70 (C-20); 35,06 (C-
21): 36,79 (C-22); 27,95 (C-23); 15,75 (C-24); 15,80
(C-25); 17,07 (C-26); 26,21(C-27); 28,55(C-28); 32,34
(C-29); 23,82 (C-30); 20,15 (MeCOO); 171,64
(OCOMe).

p-sitosterol (3):

'H RMN (270 MHz, CDCls): 3,50 (1H, m, H-3a); 5,27
(1H, m, H-6); 0,56 (3H, s, Me); 1,02 (3H, s, Me); 0,90
(3H, d, 6,4 Hz, Me); 0,80 (3H, d, 6,5 Hz, Me); 0,88
(3H, d, 6,5 Hz, Me); 0,85 (3H, t, 7,4 Hz, Me). ®°C
RMN (67,5 MHz, CDCly): 37,2 (C-1); 31,2 (C-2);
72,5 (C-3); 41,4 (C-4); 141,2 (C-5); 120,7 (C-6); 32,0
(C-7); 32,1 (C-8); 52,1 (C-9); 36,5 (C-10); 21,0 (C-
11); 38,9 (C-12); 42,3 (C-13); 56,9 (C-14); 24,4 (C-
15); 28,8 (C-16); 56,1 (C-17); 10,5 (C-18); 20,0 (C-
19); 36,7 (C-20); 18,3 (C-21); 33,2 (C-22); 35,9 (C-
23); 46,1 (C-24); 28,9 (C-25); 19,7 (C-26); 19,1 (C-
27); 22,9 (C-28); 12,3 (C-29).

Taraxasterol (4):

EM m/z 426 [M*]; 218; 207; 189."H RMN (270 MHz;
CDCl,): 3,19 (1H, m, H-3a); 4,59 (2H, m, H-30); 0,97
(3H, s, Me); 0,77 (3H, s, Me); 0,83 (3H, s, Me); 1,01
(3H, s, Me); 0,93 (3H, s, Me); 0,85 (3H, s, Me); 1,00
(3H, d, 6,4 Hz, Me)."*C RMN (67,5 MHz; CDCls):
38,89 (C-1); 27,47 (C- 2); 79,04 (C-3); 38,85 (C-4);
55,37 (C-5); 18,39 (C-6); 34,14 (C-7); 40,89 (C-8);
50,52 (C-9); 37,00 (C-10); 21,49 (C-11); 26,22 (C-12);
39,24 (C-13); 42,10 (C-14); 26,70 (C-15); 38,41(C-
16); 34,57 (C-17); 48,71(C-18); 39,42 (C-19); 154,83
(C-20); 25,76 (C-21); 38,89 (C-22); 28,16 (C-23);
15,46 (C-24); 16,91 (C- 25); 15,71 (C-26); 14,81 (C-
27); 19,59 (C-28); 25,56 (C-29); 107,23 (C-30).

Lupeol (5):

'H NMR (270 MHz; CDCl5): 1,66 (3H, s, Me); 3,17
(1H, m, H-3w); 4,54 (1H, m, H-29a); 4,69 (1H, m, H-
29b); 0,95 (3H, s, Me); 0,74 (3H, s, Me); 0,83 (3H, s,
Me); 1,01 (3H, s, Me); 0,92 (3H, s, Me); 0,77 (3H, s,
Me). C RMN (67,5 MHz; CDCIls): 38,51 (C-1);
27,49 (C- 2); 79,04 (C-3); 39,85 (C-4); 55,37 (C-5);
18,35 (C-6); 34,34 (C-7); 40,46 (C-8); 50,43 (C-9);
37,22 (C-10); 20,53 (C-11); 25,24 (C-12); 38,16 (C-
13); 41,67 (C-14); 27,49 (C-15); 34,93 (C- 16); 43,05
(C-17); 48,36 (C-18); 48,01 (C-19); 150,90 (C-20);
29,77 (C-21); 40,15 (C-22); 28,04 (C-23); 14,65 (C-
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24): 16,61(C-25); 16,08 (C-26); 14,20 (C-27); 19,82
(C-28); 110,03 (C-29); 19,82 (C30).

Acido graso insaturado (6):

'H RMN (270 MHz, CDCl,): 11,32 ba; 5,30 m; 0,92 t.
C RMN (67,5 MHz, CDCIl;): 181,15 (-COOH);
129,71y 129,14 (C=C), 12,87 (Me).

Acetato de Y-taraxasterilo (7):

'H RMN (270 MHz, CDCly): 2,13 (3H, s, MeO);
4,21(3H, m, H-3a); 5,52 (1H, m, H-21). *C RMN
(67,5 MHz, CDCls;): 38,76 (C-1); 24,33 (C-2); 80,15
(C-3); 37,52 (C-4); 54,56 (C-5); 19,01(C-6); 34,92 (C-
7); 42,87 (C-8); 50,01 (C-9); 36,21 (C-10); 21,39 (C-
11); 27,15 (C-12);40,12 (C-13); 41,39 (C-14); 26,34
(C-15); 36,01 (C-16); 34,43 (C-17); 48,12 (C-18);
32,18 (C-19); 145,34 (C-20); 122,67 (C-21); 41,69 (C-
22); 14,91 (C-23); 27,92 (C-24); 16,69 (C-25); 16,12
(C-26); 15,57 (C-27); 17,42 (C-28); 22,39 (C-29);
23,97 (C-30); 22,16 (MeCOO0); 171,57 (OCOMe).

Acido cafeico (8):

'H RMN (270 MHz, MeOH-d4): 6,18 (1H, d, H-8,
J=15 Hz), 6,76 (1H, d, H-5, J= 8,1 Hz), 6,94 (1H, dd,
H-6, J=8,1, 2,2 Hz); 7,02 (1H, d, H-2, J=2,2 Hz); 7,40
(1H, d, H-7, J=15 Hz); *C RMN (67,5 MHz, MeOH-
d4): 124,63 (C-1); 113,32 (C-2); 145,61 (C-3); 147,94
(C-4); 115,23 (C-5); 121,17 (C-6); 144,47 (C-7);
115,29 (C-8); 169,11 (C-9).

Acetato de Taraxasterilo (9):

'H RMN (270 MHz; CDCl5): 2,02 (3H, s, OMe); 4,43
(3H, m, H-3a); 4,57 (2H. m, H-30). **C RMN (67,5
MHz; CDCls): 38,50 (C-1); 23,40 (C- 2); 81,12 (C-3);
37,80 (C-4); 55,41 (C-5); 18,28 (C-6); 34,11 (C-7);
40,15 (C-8); 50,35 (C-9); 37,10 (C-10); 21,39 (C-11);
26,20 (C-12); 39,14 (C-13); 42,23 (C-14); 26,65 (C-
15); 38,50 (C-16); 34,49 (C-17); 48,73 (C-18); 39,35
(C-19); 154,70 (C-20); 25,71 (C-21); 38,79 (C-22);
27,96 (C-23); 16,67 (C-24); 16,34 (C-25); 15,71 (C-
26); 14,73 (C-27); 19,45 (C-28); 25,47 (C-29); 107,20
(C-30), 21,77 (MeCQO0); 172,05 (OCOMe).

Taraxerol (10):

EM m/z 426 [M*]; 302; 287; 204. ‘H-NMR: 3,15 (1H,
m, H-3a); 5,55 (1H, s, H-15) 0,81 (3H, s, Me); 0,85
(3H, s, Me); 0,91 (3H, s, Me); 0,94 (3H, s, Me); 0,95
(3H, s, Me); 1,00 (3H, s, Me); 1,05 (3H, s, Me); 1,07
(3H, s, Me). *C RMN (67,5 MHz; CDCl,): 37,97 (C-
1); 27,11 (C-2); 79,02 (C-3); 38,90 (C-8); 48,78 (C-9);
37,88 (C-10); 17,49 (C-11); 35,70 (C-12); 38,77 (C-
13); 158,10 (C-14); 117,72 (C-15); 36,61(C-16); 37,53
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(C-17); 49,25 (C-18); 41:05 (C-19); 29,36 (C-20);
34,01 (C-21); 33,14 (C-22); 27,99 (C-23); 15,55 (C-
24); 15,45 (C-25) ; 30,02 (C-26); 25,89 (C-27); 39,71
(C-28); 33,34 (C-29); 21,33 (C-30).

Acetato de Taraxerilo (11):

'H NMR (270 MHz; CDCls): 2,02 Me-COO; 4,45(3H,
m, H-3a); 5,52 (1H, s, H-15). *C RMN (67,5 MHz;
CDCly): 37,53 (C-1); 23,96 (C-2); 80,83 (C-3); 38,52
(C-4); 55,18 (C-5); 18,87 (C-6); 33,40 (C-7); 38,92
(C-8); 49,47 (C-9); 37,73 (C-10); 17,87 (C-11); 36,45
(C-12); 37,81(C-13); 158,31 (C-14); 116,91 (C-15);
33,88 (C-16); 36,09 (C-17); 48,96 (C-18); 41,57 (C-
19); 29,15 (C-20); 35,41(C-21); 37,62 (C-22); 28,12
(C-23); 16,83 (C-24); 14,97 (C-25); 25,91 (C-26);
30,22 (C-27); 30,64 (C- 28); 33,62 (C-29); 21,43 (C-
30); 20,48 (MeCOO0); 170,34 (OCOMe).

Y-Taraxasterol (12):

'H RMN (270 MHz, CDCls): 3,24 (1H, m, H-3a); 5,50
(1H, m, H-21); 0,74 (3H, s, Me); 0,76 (3H, s, Me);
0,85 (3H, s, Me); 0,95 (3H, s, Me); 0,96 (3H, s, Me);
1,01 (3H, m, Me); 1,05 (3H, s, Me); 1,13 (3H, s, Me).
3C RMN (67,5 MHz, CDCly): 38,35 (C-1); 28,01 (C-
2); 79,75 (C-3); 39,11 (C-4); 55,44 (C-5); 18,99 (C-6);
35,02 (C-7); 42,10 (C-8); 49,94 (C-9); 37,22 (C-10);
21,56 (C-11); 26,99 (C-12); 39,67 (C-13); 42,25 (C-
14); 27,33 (C-15); 35,98 (C-16); 34,33 (C-17); 47,52
(C-18); 31,98 (C-19); 144,14 (C-20); 121,22 (C-21);
41,79 (C-22); 14,40 (C-23); 28,01 (C-24); 16,32 (C-
25); 16,02 (C-26); 15,12 (C-27); 17,65 (C-28); 22,23
(C-29); 23,80 (C-30).

Ensayo antiviral

Los extractos 1mg/mL se disolvieron en 200 pL de Di-
metilsulfoxido (Rodriguez-Ortega et al., 2006); el
ensayo de placa se realiz6 en las concentraciones (50-
1,55 pg/mL) no citotoxicas sobre células Vero,
determinado mediante el ensayo del MTT (bromuro de
tetrazolio-3-(4,5-dimetil tiazol-2-il)-2,5-difenil, Sigma
Chemical Company) (Paredes et al., 2003).

El efecto de los extractos sobre la replicacion
del virus de la Fiebre amarilla se llevd a cabo
utilizando un ensayo de inhibicion de placa (Paredes et
al., 2003). Se sembraron 2,5x10° celulas/pozo de
células Vero en placas de 24 pozos, cuando se formé
la monocapa de células se agregaron 50 pl de virus (40
unidades formadoras de placas PFU/mL) y 50 pL de
los extractos; dos controles fueron utilizados, el
control celular (células con medio) y control viral
(células con virus), ambos en ausencia de extractos.
Después de 2 horas de incubacién a 37 °C, CO, al 5%,
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se agreg6 500 pL/pozo de gel de superposicion (MEM
50% 2X, FBS 1%, glutamina 1%, 40 pg/mi
gentamicina 1%, NaHCO; 7,5%, 3% de
carboxilcelulosa). Después de 4 dias las células se
tifieron por 20 minutos con azul negro de naftol (0,05
gr azul negro de naftol, 0,68 gr acetato de sodio, 3 ml
de éacido acético (99,8%) y 47 ml de agua estéril). Las
placas se lavaron tres veces con agua Yy las placas
liticas se contaron visualmente. Se calculd el
porcentaje de inhibicion de la replicacion viral con la
siguiente férmula:

% Reduccion de placas = (A-B)/A x 100

Donde:

A = Numero de placas promedio del control de
infeccion

B = NUmero de placas promedio de células tratadas.
Se graficd % de reduccion de placas vs concentracion
utilizada

Analisis Estadistico

La DEs, se determing utilizando el programa EDs, plus
v1.0. El andlisis estadistico se realizé por diferencia de
proporciones con un Epitable de Epi Info 6 versién
6.04.

RESULTADOS

La estacion climatic es importante para la recoleccion
de T. officinale en su uso medicinal y varia segun la
parte de la planta que se requiera, las hojas se
recolectan en primavera, las raices a finales de verano
0 comienzo del otofio, esta practica en el uso de la
planta nos sugiere que existe un cambio fitoquimico
asociado al periodo de crecimiento y la estacion
climética (Sterwart-Wade et al., 2002).

En este contexto nos planteamos estudiar el
efecto sobre la replicacion de flavivirus de
extractos de hojas de diente de le6n con diferentes
tiempos de recoleccion (2 y 5 meses). Se
identificaron un total de 12 compuestos de las hojas

Actividad antiviral de hojas de Taraxacum officinale

recolectadas a diferentes tiempos de crecimiento
(Figura N° 1). Sus estructuras fueron determinadas
mediante técnicas espectroscopicas, especialmente
RMN y por comparacion con estos datos con los de la
literatura. Los compuestos identificados en los
extractos de hexano y cloroformo se muestran en la
tabla 1, donde se puede observar que las hojas de 2
meses de crecimiento del extracto cloroformo se
identificaron dos compuestos, mientras que en las
hojas de 5 meses se identificaron seis (6) compuestos,
distintos a los obtenidos en las hojas de 2 meses.
Similares resultados se obtuvieron con el extracto
hexanico, donde el extracto de cinco meses de
crecimiento se identificaron 5 compuestos de los
cuales cuatro son distintos a los identificados en el
extracto de dos meses (Tabla N° 1). Estos resultados
demuestran que la complejidad fitoquimica de las
hojas recolectadas a los 5 meses es mucho mayor que
la de dos meses; las estructuras de los compuestos
identificados en cada extracto se muestran en la Figura
Ne 1.

Para evaluar la actividad antiviral sobre el
virus de la fiebre amarilla cepa vacunal 17D se
utilizaron solo los rangos de concentraciones donde el
extracto era inocuo a las células Vero. En el ensayo de
reduccion de placas, los extractos HSM, H2M y C2M
inhibieron la replicacion del virus de fiebre amarilla
entre un 20 - 30% a la mayor concentracion utilizada y
solo el extracto cloroférmico de hojas de 5 meses
inhibié la replicacion viral de manera dosis
dependiente, alcanzando 100% de inhibicion a la
concentracion mas alta utilizada, con un DEs,: 10,2 +
8,7 pg/mL, mientras que el DEs, de C2M es de 93,5 +
23,5 pug/mL, lo que hace al extracto cloroférmico de 5
meses aproximadamente 8 veces mas efectivo que el
C2M (Figura N° 2). La diferencia entre los extractos es
estadisticamente significativa a las concentraciones
mas altas utilizadas 50 y 25 pg/mL con probabilidades
(p = 0,0124; p = 0,0037) respectivamente, mientras
gue en el rango de concentraciones de 12,5 - 1,5 la
diferencia no es significante (p = 0,15 — p = 0,99).
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Figura N° 1
Estructuras de los compuestos identificados en los extractos de T. officinale
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Los compuestos presentes en el extracto C2M (sin
actividad antiviral) son B-amirina (1) y p-sitosterol (3),
mientras que en el extracto C5M (alta actividad

Actividad antiviral de hojas de Taraxacum officinale

taraxasterilo (7), é&cido cafeico (8), acetato de
taraxasterilo (9), taraxerol (10), acetato de taraxerilo
(11), Y-taraxasterol (12).

antiviral), los compuestos presentes son ‘Y-
Tabla N° 1
Compuestos identificados en los extractos de hojas de T.officinale
Extractos
H2M H5M Cc2Mm C5M
B-Amirina(1) B-Sitosterol (3) B-Amirina (1) Acetato de y- Taraxasterilo (7)
Acetato de B- Taraxasterol (4) B-Sitosterol (3) Acido cafeico (8)
Amirina (2)
Lupeol (5) Acetato de Taraxasterilo (9)
Acido graso Taraxerol (10)

insaturado (6)

Acetato de [3-
Amirina (2)

Acetato de Taraxerilo (11)

Y —Taraxasterol (12)

H2M: extracto hexano hojas de 2 meses de crecimiento, H5M: extracto hexano de hojas 5 meses de
crecimiento, C2M: extracto cloroformo de hojas 2 meses de crecimiento, C5M: extracto cloroformo de 5
meses

DISCUSION

Taraxacum officinale como planta etnomedicinal ha
sido utilizadas para el tratamiento contra un amplio
espectro de enfermedades (Schiitz et al., 2006), sin
embargo el nimero de reportes de actividad antiviral
de esta planta son muy escasos (Han et al., 2011, He et
al., 2011), siendo éste el primer reporte de la
inhibicion de la replicacion de un virus perteneciente
al género flavivirus de la familia Flaviviridae.

Los resultados obtenidos con el ensayo de
placa muestran que el C5M es el Unico extracto que
inhibio la replicacion del virus de fiebre amarilla 17D.
Al determinar la naturaleza quimica de los compuestos
presente en los distintos extractos, observamos que
éstos estan ampliamente distribuidos en el reino
vegetal y algunos presentan actividad biolégica
conocida; como la B-amirina (1) que esta presente sélo
en las hojas de 2 meses de crecimiento, cuyos
extractos (H2M, C2M) no mostraron actividad
antiviral, sin embargo se ha reportado la actividad

antimicotica de B-amirina (1) aislada de las hojas
Melia azedarach (Jabeen et al., 2011) asi como de
derivados sintéticos de este triterpeno pentaciclico
(Johann et al., 2007). Estos reportes junto con nuestros
resultados evidencian la importancia del tiempo de
recoleccion de la planta asociado a su actividad
bioldgica, asi para el uso de la planta como
antimicdtico deberian utilizarse hojas con dos meses
de crecimiento. El saber el tiempo de crecimiento de la
planta podria potenciar su actividad biolégica.

De los compuestos presentes en el extracto
con actividad antiviral; el &cido cafeico (8), es el Gnico
con actividad antiviral reportada, inhibe la replicacion
del virus del virus herpes simples-1 in vitro (lkeda et
al., 2011) vy el ester feniletil del &cido cafeico, bloquea
la integracion del ADN viral a la célula infectada con
HIV (Fesen et al., 1993). El 4cido cafeico (8) también
inhibe la replicacion del ADN del virus de la Hepatitis
B, y la produccién de su antigeno, tanto in vitro, como
en el modelo animal utilizado (Wang et al., 2009).
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Figura N° 2
Porcentaje de reduccién de places
Monocapa de células Vero fueron infectadas con virus de la fiebre amarilla cepa 17D después de una hora de
infeccion se agregaron los extractos cloroformo de ¢ 2 meses y m 5 meses. A los 5 dias incubacién se contaron
las placas y se determiné el % de inhibicion como esta descrito en materiales y métodos. Estos datos son el
resultado de tres experimentos independientes.

Taraxasterol (10) es uno de los compuestos mas
estudiados, presente en arnica, chicori y diente de
le6n, inhibe la peroxidacion de fosfatidilcolina
(Gallova et al., 2005), ademas presenta actividad
hipolipidémica (Ung-Kyn et al., 2010), estas
actividades reportadas para este compuesto pueden ser
importante para explicar la inhibicion de la replicacion
viral obtenida, ya que los virus pertenecientes al
género flavivirus dependen del metabolismo de lipidos
para su replicacion (Zaitseva et al., 2010, Syed et al.,
2010); como es el caso de la naringenina que es
hipolipidemico e inhibe la replicacién del virus de la
hepatitis C (Nahmias et al., 2008). Estos resultados
incentivan a la realizacion de estudios no so6lo para
determinar cual de los compuestos identificados es el
responsable de la actividad antiviral, sino que estimula
las investigaciones que conduzcan a determinar a qué
paso de la replicacion viral ocurre esta inhibicion.

CONCLUSION

En conclusién el extracto cloroférmico de hojas de 5
meses muestra una alta inhibicion de la replicacién del
virus de la fiebre amarilla, cepa vacunal 17D sobre
células Vero. Basado en los bibliogréaficos de los seis

compuestos identificados en este extracto, taraxasterol
y acido cafeico podrian ser los responsable de esta
actividad, sin descartar los otros componentes del
extracto. En la continuidad de esta investigaciéon es
necesario determinar si es un compuesto el
responsable de la actividad inhibitoria in vitro, o si
esta es debida a un sinergismo de dos 0 mas
compuestos presentes.
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