Ly

\

>
CICY

Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan, A.C.

Posgrado en Ciencias Biologicas

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTI-NEURAMINIDASA Y ANTICOAGULANTE
DE INFLORESCENCIAS Y SEMILLAS DE CAESALPINNIA YUCATANENSIS

Tesis que presenta
CLAUDIA MEJIAS MARQUEZ
En opcidn al titulo de
MAESTRO EN CIENCIAS

(Ciencias Biolégicas: Opcién Biotecnologia)

Mérida, Yucatan, México

2022



CENTRO DE INVESTIGACION CIENTIFICA DE YUCATAN, A. C.

POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS

RECONOCIMIENTO

Por medio de la presente, hago constar que el trabajo de tesis de CLAUDIA MEJIAS
MARQUE?Z titulado “ACTIVIDAD ANTI-NEURAMINIDASA Y ANTICOAGULANTE DE
INFLORESCENCIAS Y SEMILLAS DE CAESALPINNIA YUCATANENSIS”, fue
realizado en la Unidad De Biotecnologia del Centro de Investigaciéon Cientifica de
Yucatan, A.C. bajo la direccion de la Dra. Rocio de Lourdes Borges Argaez, dentro de
la opcidon de Biotecnologia, perteneciente al Programa de Posgrado en Ciencias

Biologicas de este Centro.

Atentamente.

il

Dra. Cecilia Herndndez Zepeda

Directora de Docencia

Mérida, Yucatan, México, a 17 de enero de 2022






DECLARACION DE PROPIEDAD

Declaro que la informacion contenida en la seccibn de Materiales y Métodos
Experimentales, los Resultados y Discusion de este documento proviene de las
actividades de experimentacion realizadas durante el periodo que se me asigné para
desarrollar mi trabajo de tesis, en las Unidades y Laboratorios del Centro de Investigacion
Cientifica de Yucatan, A.C., y que a razon de lo anterior y en contraprestacion de los
servicios educativos o de apoyo que me fueron brindados, dicha informacion, en términos
de la Ley Federal del Derecho de Autor y la Ley de la Propiedad Industrial, le pertenece
patrimonialmente a dicho Centro de Investigacion. Por otra parte, en virtud de lo ya
manifestado, reconozco que de igual manera los productos intelectuales o desarrollos
tecnoldgicos que deriven o pudieran derivar de lo correspondiente a dicha informacion,
le pertenecen patrimonialmente al Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan, A.C.,y
en el mismo tenor, reconozco que si derivaren de este trabajo productos intelectuales o
desarrollos tecnolégicos, en lo especial, estos se regiran en todo caso por lo dispuesto
por la Ley Federal del Derecho de Autor y la Ley de la Propiedad Industrial, en el tenor

de lo expuesto en la presente Declaracion.

Ui

Claudia Mejias Marquez




Este trabajo se llevé a cabo en la Unidad de Biotecnologia del Centro de Investigacion Cientifica
de Yucatan, y forma parte del proyecto titulado "Aislamiento y evaluacion antiviral de los
componentes presentes en Diospyros anisandra y Caesalpinnia yucatanensis" con clave Al-S-
27652, CONACYT-Ciencia Béasica 2017-2018 en el que participé bajo la direccion de la Dra.

Rocio de Lourdes Borges Argaez.



AGRADECIMIENTOS

A la unidad de Materiales, en especial al Dr. Juan Cauich Rodriguez y la Dra. Nayeli Rodriguez
por permitirnos el uso del lector de placas para la realizacion del ensayo de actividad anti-
neuraminidasa, el cual fue adquirido por el proyecto de Atencidén a problemas Nacionales
248378.

A la técnica Mirbella Caceres Farfan por su asesoria y capacitacion en el uso del equipo HPLC.
Al 1QI Santiago Duarte Aranda, por su apoyo en la realizacién de los espectros de FTIR.

Al Dr. Victor Manuel Aguilar por su apoyo en la realizacion y obtencion de los perfiles de HPLC-

masas.
A la Dra. Blondy Canto Canché por su asesoramiento en el ensayo de actividad enzimatica.
A mi comité tutoral por su apoyo y observaciones para mejorar el presente trabajo

A mi familia



INDICE

LISTADO DE ABREVIATURAS ..ot e e e e e e e e e s 1]

INDICE DE FIGURAS ..ottt ettt ettt ettt e st et et e e teeteete et e s eneere e A%

INDICE DE TABLAS ..ottt ettt ettt ettt ettt et ae et e sae et et eneebe st et e s ensareea s Vi

RESUMEN ..o et r e e e et e e e ee e e e e e e e e e e e e nn s e e e e e e e e nnnnns Vi

= ) I A 0 PR PPTPPTT VIII

CAPITULO | ettt ettt ettt ettt et e be et et et e s eneebe st e st et eneeresre e 1

ANTECEDENTES ... .o 1

1.1. COAGULACION SANGUINEA ......oooieieeteeeeeeeeee et 1

1.2 COAGULACION SANGUINEA ANORMAL Y LAS PATOLOGIAS ASOCIADAS ......... 1

I.3 ENFERMEDADES VIRALES Y COAGULACION .....oooiiiiiiieececeeeeeeeeeee e 2

1.4 VIRUS DE LA INFLUENZA Y COAGULACION ......cooiviiiieeeececeeeeeee e 3

1.5 FARMACOS ANTIVIRALES Y ANTICOAGULANTES.......oov it 4

1.6 LAS PLANTAS COMO FUENTE DE FARMACOS.......cccooiiiiticiesieeieiee et 7

1.7 PLANTAS DEL GENERO CAESALPINNIA ......cooitiitiiiiieeece et 10

1.8 CAESALPINNIA YUCATANENSIS GREENM .....cooiiiiiiiiiiiiee e 13

LO JUSTIFICACION ..ottt ettt ettt ettt ettt et et et e s et veste st et e s eneareanas 14

(072 o I O | PSP 16

OBUJETIVOS ..ottt e e e ettt e et b et e e ettt e e e b e e e e e et e e e e r e e 16

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS ...ttt 16

(072N o I U @ 1 | B PP P PP P PP TPSRRPP 17

MATERIALES Y METODOS ..ottt ettt ettt ettt ettt ae et et eneaaeeans 17

HELLREACTIVOS ..t e et e e e e e n e e e e e 17

.2 MATERIAL Y EQUIPO ... et e e 18

HEL3 MATERIAL VEGETAL ..o 18

1.4 EXTRACCION Y FRACCIONAMIENTO DE LAS SEMILLAS DE CAESALPINNIA
YUCATANENSIS ..t e e e e e e n e e e 18

1.5 EXTRACCION Y FRACCIONAMIENTO DE LAS INFLORESCENCIAS DE CAESALPINNIA
YUCATANENSIS ..t e e e e e e nrn e e e 18

1.6 METODOLOGIA PARA EVALUAR LA ACTIVIDAD ANTI-NEURAMINIDASA.......... 19

1.7 METODOLOGIA PARA EVALUAR LA ACTIVIDAD ANTICOAGULANTE ............... 20

111.8 PURIFICACION DE LA FRACCION CON ACTIVIDAD ANTICOAGULANTE Y ANTI-
NEURAMINIDASA .ttt e e e e et e erebb e e e e eaeeennnes 21




1.9 CARACTERIZACION PRELIMINAR .......cuiiiiiiieiteteeteeteeee ettt 22
111.9.1 DETECCION DE LA PRESENCIA DE FLAVONOIDES .......ccoocoveieeeeeeeeeeeeeienes
111.9.2 DETECCION DE LA PRESENCIA DE SAPONINAS ......covoiieeeieeee e
111.9.3 DETECCION DE LA PRESENCIA DE TRITERPENOS........cccccooviieiiiiecieieiereaie e
111.9.4 DETECCION DE LA PRESENCIA DE CARBOHIDRATOS.......ccocoveveieeieieeeeeeeee
11.9.5 ANALISIS POR HPLC DE LA FRACCION CYF1....oooioiiieeeiecceeeee e

111.10 CARACTERIZACION ESPECTROSCOPICA .....coooviieieiieteetecieciee e 24
111.10.1 ESPECTROSCOPIA FTIR-ATR ...ooiiuiitiiiecieieeee sttt
111.10.2 ESPECTROSCOPIA RMN.....oiiiiiiiiciiiteitecieiet ettt ave s

CAPITULO IV .ottt ettt ettt ettt ettt e et et e b e st ereebe et et et eneereere e

RESULTADOS ...ttt ettt s e e e e e et e ee e r e e e e e et e e eneb e e e e e e e eeennnnnn s

IV.1 EXTRACCION Y FRACCIONAMIENTO DE LAS SEMILLAS DE CAESALPINNIA

YUCATANENSIS ... 26

IV.4 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTICOAGULANTE DE INFLORESCENCIAS Y

SEMILLAS DE CAESALPINNIA YUCATANENSIS ... 31

IV.5 CARACTERIZACION PRELIMINAR DE LA FRACCION CYF1B .....cooovcvviiviierean 33
IV.5.1 IDENTIFICACION DE METABOLITOS SECUNDARIOS .......cccocviiiiiiriierecieveines
IV.5.2 ANALISIS POR HPLC DE LA PARTICION CYFL....cccooiiiiiiicieieiee e

IV.6. CARACTERIZACION ESPECTROSCOPICA .......coooviieeeetieteeteeieeeee e 35
IV.6.1. ANALISIS DE RMN-LH ....cooiiiiiiiiiiiceicieeteeeeeee ettt aae s

CAPITULO V oottt ettt ettt ettt et et et ene et et et et e s ereeae s

CONCLUSIONES ...t e e ettt et s e e e e et e e e et a s e e e e et e nrrbb e e e eeeeas

ANEXO |t e et e e

REFERENCIAS ...t e e e et e e e e e et e e n e e e e e e e nnnrn s




LISTADO DE ABREVIATURAS

ug Microgramo

puL Microlitro

An Acetona

CCD Cromatografia en capa delgada

CCly Tetracloruro de carbono

DTC Diterpenos tipo casano

GC-MS Cromatografia gaseosa con Espectrometria de Masas
Hx Hexano

IS indice de selectividad

ACN Acetonitrilo

MeOH Metanol

NO Mondxido de nitrégeno

OMS Organizacion Mundial de la Salud
T&CM Medicina Tradicional y Complementaria
VLC Cromatografia liquida al vacio

Clso Concentracion inhibitoria media




INDICE DE FIGURAS

Figura 1 Factor tisular en la produccion de dimero D viral mediada por latrombina (factor
L= 1= 3
Figura 2 Anticoagulantes clasicos mas utilizados. A) Warfarina B) Heparina .................... 6
Figura 3 Farmacos aprobados que inhiben el factor FXa y poseen actividad antiviral
Yo T =T o - P 7
Figura 4 Moléculas aisladas de plantas que han sido utilizadas como modelos
estructurales para el desarrollo de farmacos comerciales. A) Cromolina B) Galegina C)

Quinina D) Artemisina E) Vincristina, F) Paclitaxel. ... 9
Figura 5 Moléculas aisladas de plantas con actividad antiviral A) Apigenina B) Quercetina
C) ACIAO GHCIITIZICO 1uviveeeeeee ettt ettt ettt e teeteete s e s ereere e 10
Figura 6 Distribucién de Caesalpinnia yucatanensis en la peninsula de Yucatan............. 14
Figura 7 Estrategia eXperimental ...ttt 17
Figura 8 Diagrama de obtencion de las fracciones CYF1A, CYF1B y CYF1C...........c......... 21
Figura 9 Reaccién propuesta para laidentificacion de flavonoides mediante el ensayo de
S N O, e 22
Figura 10 Mecanismo del ensayo fenol-sulfarico para la identificacion de carbohidratos
................................................................................................................................................. 23
Figura 11 Perfil cromatografico de las fracciones obtenidas a partir de semillas de C.

VAU LoT-1 €= LA T=T 0 1T £ OSSP 27

Figura 12 Analisis por CCD del extracto metandlico CYF y las fracciones CYF1 (B) y
CYF2(C). Fase mOVil: CHClo/MEOH. .......ciiiiiieee et 28
Figura 13 Ensayo enzimético fluorescente utilizando la neuraminidasa de Clostridium
PEITIINMGES .ttt neneee iError! Marcador no definido.
Figura 14 Comportamiento de la fluorescencia durante el ensayo de inhibicion

enzimatica A) Control negativo (buffer + enzima + sustrato) B) Fracciones CYS1, CYS2,

(O3 S TC 3 V2K O 2 o R PSR PRSP PPPPPPPRRRR 29
Figura 15 Comportamiento de la fluorescencia en el ensayo enzimatico con

neuraminidasa A) CYF1A B) CYF1B C) CYFLC......uuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinininennnnnnnnnnnnnnenne 30
Figura 16 Resultados del andlisis colorimétrico de lafraccion CYF1B .........ccccceeeviinnnnnee. 34

Figura 17 Caracterizacion cromatografica de la fraccion CYF1B A) Cromatograma HPLC
B) Cromatofolio de fase reversa, fase movil H2O/MeOH 1:1 .......ooovvvvvvviviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee, 35
Figura 18 Espectro de RMN-!H de la fracciéon CYF1B ............. jError! Marcador no definido.



file:///F:/CICY/CICY/CICY/Claudia_CICY/Maestria_Claudia/SEMESTRE%20IV/correcciones/Tesis_Maestria_Claudia_v2%20REV05112021.docx%23_Toc87466944
file:///F:/CICY/CICY/CICY/Claudia_CICY/Maestria_Claudia/SEMESTRE%20IV/correcciones/Tesis_Maestria_Claudia_v2%20REV05112021.docx%23_Toc87466944
file:///F:/CICY/CICY/CICY/Claudia_CICY/Maestria_Claudia/SEMESTRE%20IV/correcciones/Tesis_Maestria_Claudia_v2%20REV05112021.docx%23_Toc87466945
file:///F:/CICY/CICY/CICY/Claudia_CICY/Maestria_Claudia/SEMESTRE%20IV/correcciones/Tesis_Maestria_Claudia_v2%20REV05112021.docx%23_Toc87466946
file:///F:/CICY/CICY/CICY/Claudia_CICY/Maestria_Claudia/SEMESTRE%20IV/correcciones/Tesis_Maestria_Claudia_v2%20REV05112021.docx%23_Toc87466946
file:///F:/CICY/CICY/CICY/Claudia_CICY/Maestria_Claudia/SEMESTRE%20IV/correcciones/Tesis_Maestria_Claudia_v2%20REV05112021.docx%23_Toc87466947
file:///F:/CICY/CICY/CICY/Claudia_CICY/Maestria_Claudia/SEMESTRE%20IV/correcciones/Tesis_Maestria_Claudia_v2%20REV05112021.docx%23_Toc87466947
file:///F:/CICY/CICY/CICY/Claudia_CICY/Maestria_Claudia/SEMESTRE%20IV/correcciones/Tesis_Maestria_Claudia_v2%20REV05112021.docx%23_Toc87466947
file:///F:/CICY/CICY/CICY/Claudia_CICY/Maestria_Claudia/SEMESTRE%20IV/correcciones/Tesis_Maestria_Claudia_v2%20REV05112021.docx%23_Toc87466948
file:///F:/CICY/CICY/CICY/Claudia_CICY/Maestria_Claudia/SEMESTRE%20IV/correcciones/Tesis_Maestria_Claudia_v2%20REV05112021.docx%23_Toc87466948
file:///F:/CICY/CICY/CICY/Claudia_CICY/Maestria_Claudia/SEMESTRE%20IV/correcciones/Tesis_Maestria_Claudia_v2%20REV05112021.docx%23_Toc87466949
file:///F:/CICY/CICY/CICY/Claudia_CICY/Maestria_Claudia/SEMESTRE%20IV/correcciones/Tesis_Maestria_Claudia_v2%20REV05112021.docx%23_Toc87466950
file:///F:/CICY/CICY/CICY/Claudia_CICY/Maestria_Claudia/SEMESTRE%20IV/correcciones/Tesis_Maestria_Claudia_v2%20REV05112021.docx%23_Toc87466951
file:///F:/CICY/CICY/CICY/Claudia_CICY/Maestria_Claudia/SEMESTRE%20IV/correcciones/Tesis_Maestria_Claudia_v2%20REV05112021.docx%23_Toc87466952
file:///F:/CICY/CICY/CICY/Claudia_CICY/Maestria_Claudia/SEMESTRE%20IV/correcciones/Tesis_Maestria_Claudia_v2%20REV05112021.docx%23_Toc87466952
file:///F:/CICY/CICY/CICY/Claudia_CICY/Maestria_Claudia/SEMESTRE%20IV/correcciones/Tesis_Maestria_Claudia_v2%20REV05112021.docx%23_Toc87466953
file:///F:/CICY/CICY/CICY/Claudia_CICY/Maestria_Claudia/SEMESTRE%20IV/correcciones/Tesis_Maestria_Claudia_v2%20REV05112021.docx%23_Toc87466953
file:///F:/CICY/CICY/CICY/Claudia_CICY/Maestria_Claudia/SEMESTRE%20IV/correcciones/Tesis_Maestria_Claudia_v2%20REV05112021.docx%23_Toc87466954
file:///F:/CICY/CICY/CICY/Claudia_CICY/Maestria_Claudia/SEMESTRE%20IV/correcciones/Tesis_Maestria_Claudia_v2%20REV05112021.docx%23_Toc87466954
file:///F:/CICY/CICY/CICY/Claudia_CICY/Maestria_Claudia/SEMESTRE%20IV/correcciones/Tesis_Maestria_Claudia_v2%20REV05112021.docx%23_Toc87466955
file:///F:/CICY/CICY/CICY/Claudia_CICY/Maestria_Claudia/SEMESTRE%20IV/correcciones/Tesis_Maestria_Claudia_v2%20REV05112021.docx%23_Toc87466955
file:///F:/CICY/CICY/CICY/Claudia_CICY/Maestria_Claudia/SEMESTRE%20IV/correcciones/Tesis_Maestria_Claudia_v2%20REV05112021.docx%23_Toc87466956
file:///F:/CICY/CICY/CICY/Claudia_CICY/Maestria_Claudia/SEMESTRE%20IV/correcciones/Tesis_Maestria_Claudia_v2%20REV05112021.docx%23_Toc87466956
file:///F:/CICY/CICY/CICY/Claudia_CICY/Maestria_Claudia/SEMESTRE%20IV/correcciones/Tesis_Maestria_Claudia_v2%20REV05112021.docx%23_Toc87466957
file:///F:/CICY/CICY/CICY/Claudia_CICY/Maestria_Claudia/SEMESTRE%20IV/correcciones/Tesis_Maestria_Claudia_v2%20REV05112021.docx%23_Toc87466957
file:///F:/CICY/CICY/CICY/Claudia_CICY/Maestria_Claudia/SEMESTRE%20IV/correcciones/Tesis_Maestria_Claudia_v2%20REV05112021.docx%23_Toc87466957
file:///F:/CICY/CICY/CICY/Claudia_CICY/Maestria_Claudia/SEMESTRE%20IV/correcciones/Tesis_Maestria_Claudia_v2%20REV05112021.docx%23_Toc87466958
file:///F:/CICY/CICY/CICY/Claudia_CICY/Maestria_Claudia/SEMESTRE%20IV/correcciones/Tesis_Maestria_Claudia_v2%20REV05112021.docx%23_Toc87466958
file:///F:/CICY/CICY/CICY/Claudia_CICY/Maestria_Claudia/SEMESTRE%20IV/correcciones/Tesis_Maestria_Claudia_v2%20REV05112021.docx%23_Toc87466959
file:///F:/CICY/CICY/CICY/Claudia_CICY/Maestria_Claudia/SEMESTRE%20IV/correcciones/Tesis_Maestria_Claudia_v2%20REV05112021.docx%23_Toc87466960
file:///F:/CICY/CICY/CICY/Claudia_CICY/Maestria_Claudia/SEMESTRE%20IV/correcciones/Tesis_Maestria_Claudia_v2%20REV05112021.docx%23_Toc87466960
file:///F:/CICY/CICY/CICY/Claudia_CICY/Maestria_Claudia/SEMESTRE%20IV/correcciones/Tesis_Maestria_Claudia_v2%20REV05112021.docx%23_Toc87466961




INDICE DE TABLAS

Tabla 1 Partes mas estudiadas de las plantas del género Caesalpinnia.................cccoeee 11
Tabla 2 Valores de Clso para las fracciones CYF1A, CYF1B, CYF1C........ccccciviiieeieeeeeeeens 30
Tabla 3 Valores de tiempos de coagulacion obtenidos a partir de una solucion de 20
mg/ml de extractos de inflorescencias y semillas de Caesalpinnia yucatanensis............. 31
Tabla 4 Valores de tiempos de coagulacion obtenidos a partir de una solucién de 10
mg/ml de extractos de inflorescencias y semillas de Caesalpinnia yucatanensis............. 32

Vi




RESUMEN

La trombosis es una complicacion clinica comdn de la influenza grave. Los pacientes con una
infeccién grave por influenza- a menudo muestran alteraciones tipicas de la coagulacion. La
sobreactivacion de la coagulacién por influenza exacerba el riesgo de enfermedades pulmonares
y cardiacas. La investigacion de nuevas fuentes de moléculas de origen natural que puedan
atender ambas patologias es de especial interés. El género Caesalpinnia ha demostrado
contener compuestos con actividades farmacologicas diversas, entre estas antivirales y
anticoagulantes. En éste trabajo se realizd la evaluacién in vitro de la actividad anti-
neuraminidasa y anticoagulante de extractos obtenidos a partir de las inflorescencias y semillas
de Caesalpinnia yucatanensis, planta nativa de la peninsula de Yucatan. Para la evaluacion de
la actividad anti-neuraminidasa se emple6 el ensayo de inhibiciébn enzimatica con el sustrato 4-
acido 4-metilumbeliferil-a-D-N-acetilneuraminico y la neuraminidasa de Clostridium perfringes.
Como control positivo se empled un producto natural con actividad anti-neuraminidasa
(quercetina). Para la evaluacién de la actividad anticoagulante se emple6 el ensayo de tiempo

de protrombina, utilizando heparina como control positivo.

Los extractos de inflorescencias y semillas fueron particionados y fraccionados de forma
biodirigida. Los resultados indicaron que las particiones y fracciones polares de inflorescencias
de C. yucatanensis presentaron actividad anti-neuraminidasa. La fraccion CYF1B presentd un
valor de Clso de 0.15 mg/mL. Los resultados de la actividad anticoagulante indicaron que las
particiones y fracciones polares de C. yucatanensis mostraron los tiempos de coagulacion
significativamente mas largos respecto al control (p < 0.05 - test de Fischer). La fracciéon CYF1B
retraso el tiempo de coagulacion en un 26%. Las semillas de Caesalpinnia yucatanensis no

presentaron actividad anticoagulante ni actividad anti-neuraminidasa significativa.

La fraccién CYF1B fue caracterizada de manera preliminar mediante ensayos colorimétricos y
espectroscoépicos. Fue posible detectar la presencia de carbohidratos y flavonoides. En la
literatura se reporta la actividad anti-neuraminidasa y anticoagulante este tipo de metabolitos, lo
cual se encuentra en concordancia con los resultados obtenidos y permite concluir que las

inflorescencias de C. yucatanensis tienen un alto potencial farmacoldgico.

Vii




ABSTRACT

Thrombosis is a common clinical complication of severe influenza. Patients with severe influenza
infection often show typical coagulation disorders. Overactivation of coagulation by influenza
exacerbates the risk of pulmonary and cardiac disease. The investigation of new sources of
naturally occurring molecules that can address both pathologies is of particular interest. The
genus Caesalpinnia has been shown to contain compounds with diverse pharmacological
activities, including antiviral and anticoagulant activities. In this work, the in vitro evaluation of the
anti-neuraminidase and anticoagulant activity of extracts obtained from the flowers and seeds of
Caesalpinnia yucatanensis, was carried out. For the evaluation of the anti-neuraminidase activity,
the enzymatic inhibition assay was used with the substrate 4-methylumbelliferyl-a-D-N-
acetylneuraminic acid and Clostridium perfringes neuraminidase. A natural product with anti-
neuraminidase activity (quercetin) was used as a positive control. The prothrombin time assay

was used to evaluate the anticoagulant activity, using heparin as a positive control.

Flowers and seed extracts were partitioned and fractionated in a bioguided manner. The results
indicated that the partitions and polar fractions of C. yucatanensis flowers showed anti-
neuraminidase activity. The CYF1B fraction presented an I1Cso value of 0.15 mg/mL. The results
of the anticoagulant activity indicated that the partitions and polar fractions of C. yucatanensis
showed significantly longer coagulation times with respect to the control (p < 0.05 - Fischer's test).
The CYF1B fraction delayed the clotting time by 26%. Caesalpinnia yucatanensis seeds didn’t

display anticoagulant nor anti-neuraminidase activity.

The CYF1B fraction was preliminarily characterized by colorimetric and spectroscopic assays. It
was possible to detect the presence of carbohydrates and flavonoids. The literature reports the
anti-neuraminidase and anticoagulant activity of these metabolites, which is in agreement with
the results obtained and allows us to conclude that C. yucatanensis flowers have a high

pharmacological potential.
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CAPITULO | ANTECEDENTES

CAPITULO |

ANTECEDENTES

I.1. Coagulacién sanguinea

Se denomina coagulacion al proceso por el cual la sangre pierde su liquidez convirtiéndose en
un gel, para formar un coagulo. Este proceso potencialmente desemboca en la hemostasis, es
decir, en el cese de la pérdida de sangre desde un vaso dafiado, seguida por su reparacion. El
mecanismo de coagulacién involucra la activacion, adhesién y agregacion plaquetaria, junto con
el depoésito y maduracién de la fibrina. Los des6rdenes de la coagulacién son estados de
enfermedad que pueden provocar hemorragias espontaneas, formacion de hematomas o

coagulacién obstructiva (trombosis) (Chee, 2014).

La coagulacion comienza casi instantaneamente después de que una herida dafia el endotelio
de un vaso sanguineo. La exposicién de la sangre al espacio que se encuentra debajo del
endotelio inicia dos procesos: cambios en las plaquetas, y exposicién del factor tisular
subendotelial al factor VII del plasma, lo cual conduce finalmente a la formacién de fibrina (Palta
et al., 2014). Las plaquetas inmediatamente forman un tapon en el sitio de la lesion; este proceso
se denomina hemostasis primaria. La hemostasis secundaria ocurre en simultaneo; los factores
de coagulaciéon proteicos mas alla del factor VII responden en una compleja cascada de

reacciones enzimaticas para formar fibras de fibrina, que fortalecen el tap6n de plaquetas.

I.2 Coagulaciéon sanguinea anormal y las patologias asociadas

Un trastorno de coagulacion, significa que no se tienen suficientes plaquetas o factores
de coagulacién o éstos no funcionan como deberian. Los problemas de coagulacion pueden
ocurrir por otras enfermedades, como enfermedades hepéticas severas (cancer, cirrosis,

hepatitis virica) o falta de vitamina K. También pueden ser un trastorno hereditario.

Entre las patologias asociadas a trastornos en la coagulacion se puede citar el tromboembolismo
venoso como una de las mas recurrentes y mortales (Stone et al., 2017). El término de trombosis
hace referencia al proceso de formacion o la presencia de un coagulo que afecta la circulacion
sanguinea, arterial o venosa. La causa de esta oclusion en muchas ocasiones puede ser

claramente identificada, pero en otras permanece sin identificarse el origen.
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En México existen entre 400 y 500 mil casos de trombosis por afio, lo que la hace una de las
primeras causas de mortalidad del pais (Martinez-Murillo, 2000). Una trombosis venosa
profunda, puede desprenderse y causar un problema serio en los pulmones, conocido

como embolia pulmonar, un infarto agudo al miocardio o un derrame cerebral.

I.3 Enfermedades virales y coagulacion

Durante el dltimo siglo han emergido nuevos virus, incluyendo nuevas cepas del virus de la
influenza A, sindrome respiratorio agudo grave (SARS-CaoV), sindrome respiratorio del Medio
Oriente (MERS-CoV), y recientemente el SARS-CoV-2. Se conoce que los procesos de cambio
y deriva antigénica permiten la formacion de nuevas cepas con resistencia a los antivirales
aprobados por la FDA (Meganck and Baric, 2021). De ahi el interés y la necesidad por el

desarrollo de nuevos farmacos con actividad antiviral.

Adicional a los sintomas particulares de cada virus, estudios cientificos reportan que muchas
infecciones virales comprometen la hemostasia y la coagulacion, introduciendo complicaciones
hemorragicas o trombdéticas (Mackman et al., 2020). Recientemente, una fuerte asociacién entre
la coagulacion sanguinea y las enfermedades virales se ha documentado, afectando a millones
de personas a nivel mundial. Un ejemplo de esto es la infeccion por SARS-CoV-2. Una de las
complicaciones mas preocupantes es la inusual formacién de coagulos sanguineos en muchos
pacientes con COVID-19 (Bautista-Vargas et al., 2020). Estos coagulos pueden llegar a 6rganos
como el pulmén, el corazon o el cerebro, y causar ataques cardiacos o0 accidentes

cerebrovasculares, con consecuencias fatales.

En el caso del SARS-CoV-2, se han reportado tromboembolias pulmonares dentro de la arteria
pulmonar principal, trombos en vasos pequefios y fibrina dentro de los vasos pulmonares asi
como focos de hemorragia (York et al., 2013)-(Li et al., 2020). La mayoria de los casos que han

conducido la muerte han presentado complicaciones coagulatorias

Existen otros virus coagulopaticos en humanos como varicela y sarampién; arbovirus como el
virus del dengue; virus del ébola; y también virus de la influenza, hepatitis, VIH, citomegalovirus

y coronavirus (Pryzdial et al., 2020).

Aunque la patologia manifestada es especifica de cada virus, el factor tisular (TF) parece ser el
principal activador de la cascada de la coagulaciéon durante la infeccion viral (Goeijenbier et al.,
2012). El TF es un receptor transmembranal fundamental en el mecanismo de coagulacion

sanguinea. Este acelera la activacion proteolitica del factor X (FX) en presencia de membranas
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gue contienen fosfolipidos anionicos y calcio. También acelera la activacion del factor IX(FIX) a
FIXa, del factor FVIII a FVllla y la autoactivacion de FVII (Kamikubo et al., 2017) (Figura 1). La

activacion excesiva de estos factores causa una amplificacién de la formacion de coagulos.
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Figura 1 Factor tisular en la produccién de dimero D viral mediada por la
trombina (factor lla [Flla]). Tomado de: (Pryzdial et al., 2020)

I.4 Virus de lainfluenzay coagulacion

La influenza es un problema de salud a nivel mundial. Sus sintomas incluyen fiebre, tos

(generalmente seca), dolor de cabeza, dolor muscular y articular, malestar severo (sensacion de

malestar), dolor de garganta y secrecién nasal. Anualmente se detectan alrededor de un billén

de casos, de los cuales 3 a 5 millones son severos y se producen entre 290,000 y 650,000

muertes por problemas respiratorios asociados a esta enfermedad (Organizacion Mundial de la

Salud, 2019).

En México durante la temporada estacional (semana 40 del 2019 a la 20 del 2020), se estimaron

236,150 casos de influenza y 330 defunciones a nivel nacional acumulados al corte del mes de

abril del 2020. El subtipo viral predominante es A (H1IN1) en un 48% de todos los casos

(Secretaria de Salud, 2020).
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La trombosis es una complicacion clinica comun de la influenza grave. Los pacientes con una
infeccion grave por virus de influenza A (VIA) a menudo muestran alteraciones tipicas de la
coagulacioén, que incluyen hemorragias y trombosis de vasos sanguineos pequefos y capilares
pulmonares (Yang and Tang, 2016). Las anomalias de la coagulacién (coagulopatia) se
caracterizan por un tiempo prolongado de tromboplastina parcial activada, tiempo de protrombina
y tiempo de trombina, y disminucidn del recuento de plaguetas en sangre en pacientes infectados
(Palta et al., 2014)

La sobreactivacion de la coagulacion por influenza exacerba el riesgo de enfermedades
pulmonares y cardiacas (Antoniak and Mackman, 2014) . Las infecciones por VIA también causan
un aumento transitorio del riesgo de trombosis venosa profunda y embolia pulmonar (Smeeth et
al., 2006), sindromes coronarios agudos (Corrales-Medina et al., 2010), cardiacos agudos
(Ludwig et al., 2015), infarto agudo de miocardio (Barnes et al., 2015) y otras enfermedades
cardiovasculares(Clar et al., 2015). La trombosis en una arteria coronaria ya enferma puede
causar un nivel subcritico de estenosis, atribuible al desarrollo de sindromes coronarios agudos.
El uso de oseltamivir (Tamiflu) ha demostrado que una reduccion de la carga viral se asocia con

una disminucion de la incidencia de trastornos cardiacos (Dobson et al., 2015).

I.5 Farmacos antivirales y anticoagulantes

La estrategia mas efectiva para combatir enfermedades virales es la vacunaciéon. Sin embargo,
a pesar de la existencia de vacunas contra el VIA, su efectividad es muy baja, dada la variabilidad
antigénica del mismo (Dou et al., 2018). Por otra parte, los farmacos antivirales constituyen otra

via para el control de esta enfermedad.

Existen tres clases de agentes antivirales aprobados y disponibles para el tratamiento de la
influenza: los bloqueadores del canal i6nico de la proteina M2, los inhibidores de neuraminidasa
y los inhibidores de polimerasas. Actualmente los inhibidores de neuraminidasa son los mas
utilizados. Estos inhibidores son analogos competitivos de acido sialico, o sea, que interfieren en
la actividad enzimatica sialidasa de la proteina viral, que es fundamental para la liberacion de la
progenie de nuevos viriones en la célula infectada. En la actualidad existen cuatro inhibidores de
NA aprobados para el tratamiento de infecciones por influenza A y B: oseltamivir, zanamivir,

peramivir y laninamivir (Lehnert et al., 2016).

Oseltamivir es el mas ampliamente utilizado de los tres; mientras que el zanamivir, administrado
por inhalacién, no se recomienda para nifios pequefios con problemas respiratorios; el peramivir,

por via intravenosa, esta priorizado para pacientes hospitalizados que no pueden recibir el
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tratamiento de forma oral; y el laninamivir de dosis Unica, también es administrado por inhalacion,

para el tratamiento de nifios y adultos (Pizzorno et al., 2019).

Sin embargo, el virus ha desarrollado resistencia ante estos antivirales de NA. Una de las
mutaciones responsables de la resistencia mostrada por la cepa HIN1 frente a oseltamivir y
peramivir, es la sustitucion H275Y. Otras de las mutaciones reportadas son R292K y E119V en
la cepa H3N2, que confieren baja sensibilidad al zanamivir y laninamivir. Incluso cuando la
prevalencia de la resistencia en las cepas circulantes es muy baja (menor del 1 %), se ha
observado en condiciones apropiadas como la resistencia podria diseminarse rapidamente para

alcanzar una prevalencia del 90-100% (Samson et al., 2013).

Un farmaco anticoagulante es una sustancia exégena que interfiere o inhibe la coagulacién de la
sangre, creando un estado antitrombotico o prohemorragico (Alguwaizani et al., 2013). Existen 4
tipos de anticoagulantes: heparinas, inhibidores directos del factor Xa (rivaroxaban, apixaban y
edoxaban), inhibidores de la vitamina K (cumarinas) e inhibidores directos de trombina

(dabigatran).

Las cumarinas warfarina (Figura 2A) y acenocumarol se usaron sin competencia por mas de
medio siglo, tienen buena absorcién y bajo costo. Son farmacos que actian en el hepatocito
inhibiendo la activacion de la vitamina K e impidiendo las carboxilaciones necesarias para activar
los factores vitamina K dependientes (ll, VII, IX, X) y las proteinas C y S, ambas inhibidoras de
la coagulacion. En sobredosis, su efecto puede revertirse utilizando principalmente concentrados
liofilizados de complejos protrombinicos. Sus principales desventajas son las mudltiples
interacciones con farmacos y alimentos que modifican su metabolismo generando variabilidad

en un mismo paciente e inestabilidad dosis-respuesta (Alguwaizani et al., 2013).

La heparina no fraccionada (HNF) y la heparina de bajo peso molecular (HBPM) son los
anticoagulantes de eleccion en la trombosis aguda debido a su rapido inicio de actividad
antitrombatica. Las heparinas (Figura 2B) no tienen actividad fibrinolitica y no lisan los trombos
existentes, sino que contienen una secuencia activa de pentasacaridos que se une a antitrombina
libre. Esta unién produce un cambio conformacional, acelerando la uniéon de AT y la inactivacion
de los factores de coagulaciéon Xlla, IXa, Xla, Xa y trombina. Esto da como resultado la
neutralizacion del factor Xa, que finalmente inhibe la formacion de trombina y el desarrollo de

trombos (Alquwaizani et al., 2013).




CAPITULO | ANTECEDENTES

A B HO. .0
> OH }“L
go JOH 5
o) HN. ..OH
HO.  OH
-0 o

Figura 2 Anticoagulantes clasicos mas utilizados. A) Warfarina B) Heparina.
Tomado de : (Alquwaizani et al., 2013)

Estos anticoagulantes clasicos tienen como desventajas la alta variabilidad de su efecto en cada
sujeto y entre individuos, la influencia del nivel de ingesta de vitamina K, la necesidad de control
periédico del nivel de anticoagulaciébn y su interaccion con multiples drogas. Por estas
limitaciones, se han creado nuevos anticoagulantes orales (NACOSs), siendo progresivamente
aprobados para uso clinico por agencias internacionales. Genéricamente, son de 2 tipos:
inhibidores selectivos de trombina (dabigatran) o de FXa (rivaroxaban, apixaban, edoxaban y
betrixaban). Los NACOs se caracterizan por su dosificacion una o dos veces al dia, rapidez de
accion, vida media corta en la circulacion, predictibilidad de su efecto, dosis preestablecidas, sin
necesidad de control periddico y con escasa o0 nula interaccién con otras drogas. Estas ventajas
no se han traducido en la mayoria de los ensayos en un superior efecto antitrombético o menor
riesgo de sangrado, y en su mayoria (salvo dabigatran) carecen de antidoto especifico

demostrado (Berkovits and Mezzano, 2017).

Ademés de su actividad anticoagulante, estos inhibidores de FXa : rivaroxaban (Mueck et al.,
2008), apixaban (Byon et al., 2019), edoxaban (Bounameaux and Camm, 2014) (Figura 3) han
mostrado efecto protector indirecto ante la entrada de diferentes virus a la célula hospedera
(Visseren et al., 2000):(Kanade et al., 2018).




CAPITULO | ANTECEDENTES

/@@
O o]
(o] o) N
" <C’<N , »\(@O
S N e N o H,N IEI—N
) : Z
Rivaroxaban Apixaban

(2011, Xarelto) (2012, Eliquis) ~ ©OCHs

O, CHs, N

! |
N =
CHs HN
N HNo- H3CO s
\
,QSH S
HaC OHN 0o NH
N
g W W 04\©\W9H3

Edoxaban Betrixaban CHj
(2015, Savaysa) (2017, Bevyxxa) NH

Figura 3 Farmacos aprobados que inhiben el factor FXa y poseen
actividad antiviral indirecta

Aunque no hay una evidencia de que este tipo de farmacos inhiba directamente una etapa del
ciclo viral, si disminuyen la letalidad y mortalidad al contrarrestar los des6rdenes coagulatorios
provocados por virus. Como ejemplo puede citarse el empleo de heparina, un farmaco inhibidor
de trombina, en pacientes con SARS-CoV-2, para reducir la letalidad en aquellos pacientes que

muestren marcadores de estados procoagulatorios (Gozzo et al., 2020).

I.6 Las plantas como fuente de farmacos

Los remedios basados en plantas contindan desempefiando un papel esencial en la atencion
médica, y su uso por diferentes culturas ha sido ampliamente documentado (Palma-Tenango et
al., 2017). La Medicina Tradicional y Complementaria (T&CM) forma parte del programa General
de Trabajo de la OMS, el cual afirma que la T&CM puede hacer una contribucion significativa a
la cobertura universal de salud. A nivel mundial, el panorama de T&CM ha mejorado
constantemente. En 2018, se reporté que 107 Estados Miembros de la OMS tenian una oficina
nacional de MT y 75 Estados Miembros tenian un instituto nacional de investigacién sobre
productos naturales. Un total de 34 Estados Miembros de las seis regiones de la OMS incluyeron
medicamentos a base de plantas en sus listas nacionales de medicamentos esenciales (NEML),
y en muchos Estados Miembros, como Ghana, existia una lista separada de medicamentos

herbarios esenciales (World Health Organization, 2019).

Las plantas producen un amplio rango de metabolitos secundarios a partir de cuatro rutas

biosintéticas principales. Muchos de estos metabolitos han demostrado ser biolégicamente
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activos y han servido como plantilla para el desarrollo de farmacos. Como ejemplos relevantes
se pueden citar el desarrollo de la cromolina (Figura 4A) de Ammi visnaga (en forma de
cromoglicato de sodio) como broncodilatador; la galegina (Figura 4B), de Galega officinalis, que
fue el modelo para la sintesis de metformina y otros farmacos antidiabéticos; y la papaverina de
Papaver somniferum que formo6 la base del verapamilo utilizado en el tratamiento de la
hipertension (Fabricant and Farnsworth, 2001). Esta Gltima planta es mas conocida por ser la
fuente de analgésicos como la morfina y la codeina(Dittbrenner, 2012). Probablemente el mejor
ejemplo del papel de la etnomedicina como guia en el descubrimiento y el desarrollo de farmacos
es el descubrimiento de los antimalaricos quinina (Figura 4C) y artemisinina (Virk et al., 2016)
(Figura 4D).

También las plantas tienen una larga historia de uso en el tratamiento del cancer (Amaral, 2019).
De los medicamentos contra el cancer de origen vegetal de uso clinico, algunos de los mas
conocidos son los llamados alcaloides de la vinca, vinblastina y vincristina (Figura 4E) aislados
de Catharanthus roseus (Almagro et al., 2015), junto con los dos clinicamente activos agentes,
etopdsido y tenipdsido (Gordaliza et al., 2000). También el Paclitaxel (Taxol®) (Figura 4F) que
es el anticancerigeno derivado de plantas mas interesante descubierto en los Ultimos afios en

las hojas de varias especies del género Taxus (Abu Samaan et al., 2019).

Durante los ultimos 60 afios, también se han identificado un gran ndmero de plantas y
compuestos derivados con actividad antiviral (Zakaryan et al., 2017). Las investigaciones sobre
agentes antivirales aislados a partir de plantas comenzaron en la década de 1950, con la
evaluacion de la actividad de 288 plantas contra la influenza A en embriones de pollo (Chantrill
et al., 1952). Se destacan como metabolitos antivirales la apigenina, quercetina y el acido

glicirrizico (Figura 5).

OH
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Figura 4 Moléculas aisladas de plantas que han sido utilizadas como modelos estructurales
para el desarrollo de farmacos comerciales. A) Cromolina B) Galegina C) Quinina D)
Artemisina E) Vincristina, F) Paclitaxel.

La apigenina, abundante en la familia Asteraceae, inhibe los virus del herpes simple (HSV-1)
(Mucsi et al., 1992), hepatitis C (HCV) (Visintini Jaime et al., 2013) y hepatitis B (HBV) in vitro
(Chiang et al., 2005). La quercetina tiene un efecto protector en ratones infectados con
mengovirus (Veckenstedt et al., 1987), asi como un efecto inhibitorio dependiente de la dosis en
el caso de HSV-1 (Lee et al., 2017) y el virus sincitial (RSV) (Lopes et al., 2020). El acido
glicirrizico es un triterpreno glicosilado que se extrae de la planta Glycyrrhiza glabra. Es una
molécula con un gran potencial como antiviral ya que se ha demostrado su capacidad inhibitoria
contra muchos tipos de virus como HSV-1, influenza, citomegalovirus, HBV y hepatitis C (HCV).
También se ha sugerido como una terapia de largo plazo a pacientes infectados con VIH (Ming
and Yin, 2013).
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Figura 5 Moléculas aisladas de plantas con actividad antiviral A) Apigenina B) Quercetina
C) Acido glicirrizico

Recientemente se han reportado conjugados de &cido glicirrizico y L-aminoacidos con indices de
selectividad en el rango de 38-71 en ensayos in vitro contra el virus de la influenza A (Baltina et
al., 2015).

I.7 Plantas del Género Caesalpinnia

Caesalpinnia L. es un género de plantas que pertenece a la subfamilia Caesalpinioideae de la
familia Caesalpinniaceae y consta de mas de 225 especies. En su mayoria son arboles lefiosos

gue se encuentran en zonas tropicales y subtropicales (Gagnon et al., 2019).

Desde 1967, se han investigado intensivamente 15 especies de Caesalpinnia, debido a sus
bioactividades o usos en la medicina tradicional. Se ha reportado la presencia de varios tipos de
metabolitos secundarios en estas plantas, como flavonoides, triterpenos, esteroides, lignanos,

fenilpropanoides y alcaloides (Zanin et al., 2012) (Tabla 1).

A partir de las hojas y partes aéreas de plantas del género Caesalpinnia se han aislado
principalmente flavonoides, flavanonas, chalconas, asi como acido galico y terpenos. Como
ejemplos recientes se pueden citar el estudio realizado por Ogunlana y col., donde aislaron 7
flavonoides del extracto etandlico de las hojas de Caesalpinnia bonduc y demaostraron actividad
citotoxica significativa contra células HeLa (Ogunlana et al., 2015). También el aislamiento de
dos nuevos homoisoflavanos, una nueva coumarina, y 7 compuestos fendélicos conocidos a partir

del extracto etandlico de hojas de Caesalpinnia spinosa (He et al., 2016).
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Tabla 1 Partes mas estudiadas de las plantas del género Caesalpinnia

Especie Parte

C. minax Semillas
Ramas y hojas
Fruto

C. sappan Semillas

C. bonduc Planta entera

C. decapetala

C. pulcherrima

C. mimosoides

C. volkensii

C. crista

. Spinosa
. platyloba

. magnifoliolata

O 0O 00

. echinata

Semillas
Pericarpo
Raices

Corteza de la raiz
Corteza del tallo
Semillas
Raices
Cotiledones
Hojas

Tallo

Raices

Hojas

Frutas

Raices

Corteza de raiz
Corteza de tallo
Semillas

Hojas

Tallo

Raices

Ramas y Hojas
Hojas

Semillas

Tallo

11
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C. benthamiaina Corteza de raiz

C. bonducella Semillas
Raices
Raices

C. major Raices
Semillas

Las raices de las plantas pertenecientes al género Caesalpinnia son una fuente de diterpenos
tipo casano. Este es el caso de las especies Caesalpinnia bonduc, Caesalpinnia pulcherrima,
Caesalpinnia Boducella y Caesalpinnia crista (Jing et al., 2019). En 2016, Quiao y colaboradores
reportaron 18 furanoditerpenos tipo casano aislados a partir de las raices de Caesalpinnia
decapetala, de los cuales 8 eran nuevos. Algunos de estos compuestos mostraron actividad
inhibitoria contra lineas de cancer pancreatico humano (SW1990) con valores de Clsoentre 2.9 a
8.9 uM (Qiao et al., 2016).

Las semillas de las plantas del género Caesalpinnia han sido, junto con las raices, las partes
mas estudiadas. Son la fuente mas abundante de los diterpenos tipo casanos (DTC), de los
cuales se han aislado mas de 450 en este género. Ademas de ser estructuras quimicamente
interesantes debido a su gran variedad estructural, los diterpenos tipo casano presentan actividad
biolégica contra muchas enfermedades (Jing et al., 2019). La investigacion fitoquimica de las
semillas de Caesalpinnia minax, Caesalpinnia sappan y Caesalpinnia crista permitié obtener DTC
con una citotoxicidad moderada contra lineas celulares cancerigenas como DU145, K562,
HepG2, MCF-7, HCT-116, KB, HeLa y HCT-8 (Bao et al., 2016)' (Ma et al., 2012)(Tran et al.,
2015). Respecto a enfermedades inflamatorias, se ha llevado a cabo el aislamiento de algunos
DTC bioactivos a través de un ensayo de inhibicion de monoxido de nitrégeno (NO), el cual esta
directamente relacionado con cascadas de activacion de la respuesta inflamatoria.
Investigadores de Tailandia descubrieron que las tapeninas L y D de Caesalpinnia mimosoides
tienen actividad inhibidora del NO, con valores de Clso de 7,1 uyM y 8,2 uM, respectivamente, en
comparacion con el inhibidor de la NO sintasa L-nitroarginina (Clso = 61,8 uM) (Song et al., 2016).
De 44 DTC que se purificaron y obtuvieron de Caesalpinnia crista, 8 de ellos mostraron una fuerte
actividad antipaltdica contra P. falciparum con valores de Clso de 0.09-0.26 uM, superiores a la

actividad biologica de la cloroquina (Clso = 0,29 yM) (Kalauni et al., 2006).

También se han reportado DTC como inhibidores del virus de la influenza. Tal es el caso de la

espirocaesalmina B, cesalpininas M1, M2, F1 y cesalminas E1-E3. Estas moléculas mostraron
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efectos inhibitorios moderados sobre NA con valores de Clso de 29,0 a 87,4 uM, en comparacion

con los valores de Clso del zanamivir a 6,33 uM (Qin et al., 2018).

Aunque los DTC son los metabolitos mas buscados en las semillas de Caesalpinnia, también se
han reportado modestos esfuerzos en caracterizar metabolitos mas polares. Sdnchez-Carranz y
colaboradores aislaron los compuestos fendlicos del extracto hidroalcohdlico de las semillas de
Caesalpinnia coriaria (acido galico, estigmasterol, etil galato) y evaluaron su actividad

anticancerigena (Sanchez-Carranza et al., 2017).

A pesar de ser una parte de la planta con gran disponibilidad, las flores de Caesalpinnia no se
han estudiado extensivamente. Solamente se reportan estudios en las flores de Caesalpinnia
pulcherrima, cuyos extractos etandlico y acuoso muestran actividades antivirales,
antimicrobianas, antioxidantes, analgésicas, antiinflamatorias y antihelminticas (Chiang, 2003;
Moteriya and Chanda, 2017). El Unico estudio fitoquimico conocido se realizé a partir de las flores
de Caesalpinnia giliesi para aislar compuestos fendlicos y fitoesteroles. En este articulo se
caracterizO un novedoso derivado de &cido octadecenoico y se demostré su efecto

hepatoprotector en modelos de ratén intoxicados con CCls (Osman et al., 2016).

También se han reportado algunas plantas del género Caesalpinnia que han mostrado actividad
anticoagulante. Un ejemplo interesante son las semillas de Caesalpinnia crista, cuyo extracto
acuoso presento un efecto anticoagulante fuerte mediante el ensayo TP y TTPa (Srinivasa et al.,
2019). Se observo actividad anticoagulante en la corteza de Caesalpinnia Sappan y de su
metabolito principal brazilin (Kim and Park, 2019). Recientemente, se realiz6 un estudio de
aislamiento de metabolitos en la corteza de Caesalpinnia ferrea, y se detectd que los
polisacaridos que contenian arabinosa, galactosa, ramnosa y acido urénico poseen actividad

inhibitoria de la via intrinseca de la coagulacién (de Araujo et al., 2021).

|.8 Caesalpinnia yucatanensis Greenm

Caesalpinnia yucatanensis es un arbol de hasta 10 m de altura, el tronco puede llegar a medir
hasta 15 cm de diametro. Se puede encontrar normalmente en la selva mediana subperennifolia,
en la selva baja caducifolia y en la vegetacién secundaria (bordes de camino y campos de

cultivo). Comunmente se ha utilizado como fuente melifera, maderable y para la construccion.

La época de floracion se encuentra entre los meses de enero a marzo y de noviembre a

diciembre, mientas que los frutos se observan entre los meses de enero a abril.
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Esta especie es nativa de la Peninsula de Yucatan, aunque también se encuentra distribuida en
otras regiones de México como Chiapas y Tabasco, asi como Belice, Guatemala y Honduras. Es
conocido comunmente como “sen de Pais” o “palo de gusano” y el nombre maya se registra

como ttaa K'in che’ o k’aan pok’ool k'uum (Figura 6).

Caesalpinnia yucatanensis ha sido poco estudiado en cuanto a su composicién quimica y sus
posibles actividades biologicas. Estudios realizados en el laboratorio de Productos Naturales del

CICY demostraron que las fracciones de hoja y tallo presentaron relevante actividad antiviral

Tizimin

CAMPECHE

ROO

@’57\n! a

oe -(“hLlUmL
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(museos, colectas y proyectos)
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Figura 6 Distribucién de Caesalpinnia yucatanensis en la peninsula de Yucatan

contra el virus de la influenza A-H1N1 (IS 65-369) y baja toxicidad (51-72 uM).

1.9 Justificacion

Cada dia existe mayor evidencia de relacion entre las enfermedades virales y la coagulacion
sanguinea. Si bien, diferentes virus manifiestan diversas enfermedades debido a la singularidad
de las proteinas codificadas por su genoma, numerosos tipos de virus tienen en comudn la
modulaciéon del sistema de coagulacion de la sangre con correlaciones con la patologia
hemostatica. Los sintomas varian ampliamente segun el tipo de virus y son impulsados por
complicados mecanismos virus-huésped, que involucran proteinas (coagulantes,
anticoagulantes y fibrinoliticas), plaquetas, células endoteliales, leucocitos y proteinas del

complemento.
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Existen pocos farmacos que pueden emplearse para el tratamiento de ambas patologias, por lo
qgue la busqueda de nuevos prototipos de farmacos, ya sea con una o varias propiedades
farmacologicas es una necesidad apremiante. El género Caesalpinnia ha mostrado ser una
fuente rica en moléculas con diversas actividades biologicas, como antiviral y anticoagulante.
Caesalpinnia yucatanensis es una especie ampliamente distribuida en la Peninsula de Yucatan,
de facil propagacion y que ha demostrado ser una fuente de compuestos antivirales presentes
en sus hojas y corteza, sin embargo, aldn no se explora en su totalidad el potencial farmacéutico

de semillas e inflorescencias como fuente de metabolitos antivirales y anticoagulantes.
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CAPITULO Il

OBJETIVOS

II.1 Objetivo general

Evaluar la actividad anticoagulante y anti-sialidasa de semillas e inflorescencias de Caesalpinnia

yucatanensis.

[I.2 Objetivos especificos

1) Evaluar la actividad anticoagulante de semillas e inflorescencias de Caesalpinnia
yucatanensis.

2) Evaluar la actividad anti-sialidasa presente en semillas e inflorescencias de Caesalpinnia
yucatanensis.

3) Caracterizar de manera preliminar la(s) fraccién(es) con actividad anticoagulante y/o anti-

sialidasa.
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CAPITULO Il

MATERIALES Y METODOS

En la Figura 7, se describe la metodologia empleada en este trabajo de investigacion. Se inicié
con la extraccibn masiva de los compuestos presentes en las inflorescencias y semillas de
Caesalpinnia yucatanensis. Posteriormente se realiz6 la evaluacion de la actividad anti-
neuraminidasa y anticoagulante de las fracciones obtenidas. La fracciébn con actividad dual
anticoagulante y anti-sialidasa fue fraccionada mediante cromatografia de exclusion por tamafio.
Las fracciones mas activas se caracterizaron por métodos colorimétricos, espectroscépicos y

cromatograéficos.

Inflorescencias de C.

yucatanensis
Maceracion con MeOH Semillas de C
yucatanensis
CYF Extraccion con disolventes
organicos
Particion liquido-liguido con
ACN/MeOH y Hx l l
v
v v CYS1-Hx CYS2-AcOEt CYS3-MeOH
CYF1-
CYF2-Hx ACN/MeOH l l l
l l Ensayo de actividad anti-neuraminidasa
U ) - Ensayo de actividad anticoagulante
Ensayo de actividad anti-neuraminidasa
Ensayo de actividad anticoagulante l
Caracterizacion Caracterizacion

Figura 7 Esquema de la estrategia experimental para el aislamiento de metabolitos de Caesalpinnia
yucatanensis y la evaluacion de su actividad biolégica

IIl.1 Reactivos
Para la extraccion del material vegetal se utilizaron disolventes de grado industrial destilados en
el laboratorio; para el revelado de las placas cromatogréaficas se utilizé acido fosfomolibdico en

acido sulfarico al 5%.
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I1l.2 Material y equipo

Para el andlisis del material vegetal se emplearon cromatofolios de gel de silice y soporte de
aluminio. Para la visualizacion de los componentes se emple6 una cdmara de UV, 245-365 m,
(Chromato-Vue® C-75). Para el fraccionamiento de los extractos se utiliz6 una columna de
cromatografia liquida al vacio, asi como silica gel (malla 60-200). Para el secado de los extractos
y fracciones se empled un rotavapor Buchi 011 acoplado a un recirculador de agua fria y una
bomba de vacio PVK 700.

111.3 Material vegetal

La planta Caesalpinnia yucatanensis se recolectd en enero del 2020 en el municipio Dzitya. Un
ejemplar de la planta fue depositado en el herbario del CICY. Las vainas que contenian las
semillas fueron secadas con luz natural a temperatura ambiente. Posteriormente se extrajeron
las semillas, se limpiaron, pesaron y trituraron en una licuadora. Las flores fueron secadas con
luz natural por un periodo de 2 semanas a temperatura ambiente. Este material se limpié, pesé

y almacend.

lll.4 Extraccién y fraccionamiento de las semillas de Caesalpinnia yucatanensis

Las semillas secas (115 g) se extrajeron a temperatura ambiente durante 24 horas con n-hexano
(Hx), acetato de etilo (AcOEt) y metanol (MeOH), sucesivamente. A cada extraccién se le aplico
sonicacién 3 veces durante 30 minutos, para maximizar la extraccion de metabolitos. Los
extractos obtenidos se separaron por decantacion y se concentraron a presion reducida con un
rotavapor a 40 °C. Las fracciones se analizaron por CCD. Para la fraccion apolar y de polaridad
intermedia se utiliz6 como fase movil Hx/AcOEt (9:1) y para la fraccion polar se emple6 como
fase movil ACOEt/MeOH (6:4).

I11.5 Extraccién y fraccionamiento de las inflorescencias de Caesalpinnia yucatanensis
Las flores (560 g) secas se extrajeron a temperatura ambiente con MeOH durante 24 horas. Se
aplicé sonicacion 3 veces durante 30 minutos para maximizar la extraccion de metabolitos.
Posteriormente se decant6 el disolvente y se concentrd a presion reducida con un rotavapor a
40 °C. El extracto metandlico se particion6 con MeOH/ACN/HXx 6:2:1 para obtener una fraccion
polar (ACN/MeOH) y una apolar (Hx). Las fracciones se analizaron por CCD. Para la fraccion
apolar se utiliz6 como fase movil HxX/AcOEt (9:1) y para la fraccion polar se empleé como fase
movil AcOEt/MeOH 6:4.
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Los cromatofolios para CCD se visualizaron bajo UV a 254 nm y a 360 nm; y se revelaron
utilizando una solucion al 4 % de acido fosfomolibdico con trazas de sulfato cérico en H,SO;, al
5 %.

I11.6 Metodologia para evaluar la actividad anti-neuraminidasa

La actividad inhibidora de neuraminidasa de las fracciones y extractos de C. yucatanensis se
determin6é mediante un ensayo enzimético basado en la emisién de fluorescencia de un sustrato
en presencia de la enzima neuraminidasa (Figura 8). Se utiliz6 como tampdn una solucién de
acetato de sodio a 50 mM, ajustada a pH 5,0 con HCIl. Se prepar6 el sustrato acido 4-
metilumbeliferil-a-D-N-acetilneuraminico (MUNANA), en forma de sal de sodio hidratada, a una
concentracion de 1,25 mM, en la solucion de acetato de sodio. Se prepard la enzima,
neuraminidasa de Clostridium perfringens, a una concentracion de 0,2 U/ml en tampd6n de acetato

de sodio.

Estandarizacion del método

COzNa

0{}(0 OW&%
. OH
wo” L
CH.

MUNANA

CHy

Neuraminidasa 4-metilumbeliferona

Figura 8 Ensayo enzimatico fluorescente utilizando la neuraminidasa de Clostridium perfringes

Se estudié el comportamiento de la fluorescencia en el tiempo utilizando concentraciones
variables de enzima (0.1 y 0.2 Ul/ml) y MUNANA (0.5mM, 0.25mM). Se tuvo en cuenta el rango
lineal de fluorescencia y la pendiente de la recta que describe su comportamiento, siendo los
valores de 0.2 Ul/mly 0.5 mM de MUNANA los mas adecuados para garantizar la reproducibilidad

y repetibilidad del ensayo.
Compuestos de referencia

Para validar las condiciones del ensayo, se seleccioné la quercetina como control positivo de
inhibicion. La quercetina tiene un valor de Clso (concentraciéon del compuesto para inhibir el 50%

de la actividad enzimatica) cercano a 21 uM.
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Evaluacién de fracciones de inflorescencias y semillas de C. yucatanensis

Las soluciones madre de los compuestos evaluados se prepararon disolviéndolas en MeOH, y
posteriormente en la solucién buffer hasta obtener concentraciones entre 0.2-0.012 mg/mL. El
ensayo enzimatico se realiz6 como se indica: se anadieron 110 uL de tampdn de acetato de
sodio, 10 pyL de enzima, 10 pyL del compuesto a evaluar y, por ultimo, 20 uL de sustrato en una
placa inmunologica de 96 pocillos. Como resultado de la reaccién enzimatica, se libera la especie
fluorescente 4-metilumbeliferona (4-MU). La fluorescencia que emite este compuesto se midié
con el lector de microplacas Cytation3 (BioTek). Las longitudes de onda de emisién y excitacion
fueron 450 nm y 365 nm, respectivamente. La quercetina (Sigma-Aldrich) se utilizé6 como control
positivo. También se utilizé6 un control negativo, sin compuesto. A los valores de fluorescencia

del ensayo se les sustrajo la fluorescencia de fondo, producida por los compuestos en estudio.
Analisis estadistico

Todas las mediciones se realizaron por triplicado y se empled el programa OriginPro8 para trazar

los graficos. El calculo del Clsp se realiz6 utilizando un ajuste no lineal con el programa GraphPad.

[11.7 Metodologia para evaluar la actividad anticoagulante

El ensayo de tiempo de protrombina permite evaluar si los compuestos tienen actividad
anticoagulante via extrinseca. El ensayo se realiza incubando la muestra con el plasma
reconstituido y agregando reactivo de protrombina. Posteriormente se mide el tiempo que tarda
en formarse un coagulo utilizando un coagulémetro BIOBAS 10 (SpinReact, S.A, Girona, Espafia)
(Kishore, 2013). El coagulémetro opera de acuerdo al principio de mediciéon opto-mecanico. El
rayo de luz atraviesa la cubeta conteniendo el plasma, el cual es detectado por un fotodetector.
El cambio que se produce en la intensidad de la luz transmitida, ya sea incremento o descenso
de laluz, es convertido en una sefial eléctrica. De este modo, aun el coagulo mas inestable puede
ser detectado. El lapso de tiempo desde la adicién del reactivo inicial hasta la formacién del
coagulo es medido por el instrumento. EI mismo puede ser convertido en la unidad apropiada
(%, INR, mg/dl, g/l).

Los parametros estandares para este ensayo y que se consideran tiempos de coagulacion
normales, se encuentran entre los 12-14 segundos. Sin embargo, siempre se utiliza un control

positivo y negativo para asegurar la veracidad de los resultados (Capoor et al., 2015).
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Para realizar el ensayo se reconstituyen el plasma liofilizado (SpinReact, S.A.) y el reactivo de
protrombina en agua destilada. Para ello se le agregan 1 mL y 2 mL respectivamente y se

mezclan suavemente hasta disolver su contenido evitando la formacion de espuma.

Las muestras a evaluar se disuelven en DMSO al 10% para alcanzar una concentracion de 5
mg/mL. Solo se pueden analizar aquellas con una mediana o alta polaridad, debido a la
naturaleza del ensayo, el cual requiere el empleo de disoluciones polares. En el caso de las
semillas de Caesalpinnia yucatanensis, solamente la fraccion CYS3 fue soluble en DMSO al

10%, y en el caso de las inflorescencias solo fue posible evaluar la fraccién CYF1.

Para dar inicio al test de tiempo de protrombina, se incubaron 50 uL de muestra con 50 uL de
plasma en la cubeta del coagulometro. Posteriormente se agregaron 100 uL de reactivo de
protrombina. Se anoto el tiempo al que el equipo detecto la formacion del coagulo. Se realizé el

mismo procedimiento por triplicado para cada una de las muestras.

También se evalué un control negativo constituido por 50 yL de plasma, 100 pL de reactivo de
protrombinay 50 uL de la disolucién de DMSO al 10%, y como control positivo se utilizé heparina
a 1 Ul/mL (0.2 mg/mL).

Analisis estadistico

Los resultados fueron analizados estadisticamente con el software OriginPro. Los datos
representan la media y la desviacién estandar de la media. Los datos se consideraron como

significativos para p<0.05 utilizando el método ANOVA (test de Fischer).

[11.8 Purificacion de la fraccion con actividad anticoagulante y anti-neuraminidasa

La fraccion CYF1 (550 mg) fue purificada por cromatografia de exclusién molecular utilizando
Sephadex LH20 como fase estacionaria y MeOH al 100 % como eluyente, en una columna de

CYF1

CC Sephadex
Fase mévil : MeOH

l L

CFY1A CYF1B CYF1C

Figura 9 Diagrama de obtencion de las fracciones CYF1A, CYF1By CYF1C
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2.5 cm de diametro y 55 cm de altura. Se eluyeron 50 fracciones de 10 mL, las cuales se

reunieron de acuerdo a sus perfiles cromatogréaficos en 3 fracciones (CYF1A, CYF1B y CYF1C).

I11.9 Caracterizacion preliminar

Para realizar los ensayos colorimétricos, se pesaron 5 mg de la fraccién CYF1 y se disolvieron

en 5 mL de MeOH. Esta disolucién se dividié en alicuotas de 1 mL.

[11.9.1 Deteccidn de la presencia de flavonoides

La prueba de flavonoides se realiz6 por la reaccién de Shinoda (Saptarini et al., 2016). Se
resuspendié la muestra con MeOH en un tubo de ensayo de 15 x 1.85 cm. Posteriormente se
agregaron unas virutas de magnesio y 1 ml de HCI concentrado. Como control positivo se utilizé

1 mg de flavona aislada de flores de Lonchocarpus longistylus (Borges-Argaez et al., 2017).

En el ensayo de Shinoda, el esqueleto de los flavonoides se transforma en un esqueleto de
antocianidina, mediante la reduccién del grupo carbonilo. La conjugacién en el esqueleto

antocianidina provoca que la muestra cambie de coloracion hacia naranja o rojo (Figura 10).

Mg/HCI
L e S

Esqueleto de antocianidina

Esqueleto de flavona (color amarillo) (col . o)
color naranja a rojo

Figura 10 Reaccidn propuesta para la identificacion de flavonoides mediante el ensayo de Shinoda
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[11.9.2 Deteccién de la presencia de saponinas

Para la identificacién de saponinas se realiz6 la prueba de Salkowski. A 1 mL de disolucion de
CYF1 se le agregaron 22 mL de CHClz y 2 mL de H.SO4. Una coloracion anaranjada indica una
reaccion positiva. La prueba de Salkowski se basa en una reaccion de deshidratacién con H,SO4
de las saponinas formando nuevos dobles enlaces. De esta manera se obtienen complejos
biesteroidales con una elevada conjugacién. Como control positivo se utiliz6 una fraccion

enriquecida de saponinas del fruto de Enterolobium cyclocarpum (Borges-Argaez et al., 2017).

111.9.3 Deteccion de la presencia de triterpenos

Se prepar6 una solucion de anhidrido acético: H.SO4:CHCI3 (10:1:25) (Hossain et al., 2013). Se
agrego6 2 mL de la soluciéon a 1 mL de disolucion de CYF1 y se dejo reposar durante 2 minutos.
Un cambio de coloracion rojo, rosa, purpura o azul se considera una prueba positiva. La reaccion
ocurre entre los reactivos utilizados y grupos hidroxilos conjugados a anillos aromaticos en el
esqueleto de los triterpenoides. De esta manera aumenta la conjugacion y la coloracion se

intensifica. Como control positivo se utilizé baicaleina.

111.9.4 Deteccidn de la presencia de carbohidratos

Para la prueba de carbohidratos se utilizé el método fenol-acido sulfarico(Nielsen, 2010). A 1 mL

de disolucién de CYF1 se le afladid 1 mL de fenol y 5 mL de &cido sulftrico. Una coloracion

amarillo dorado indica la presencia de carbohidratos. La reaccion propuesta para este método

implica la deshidratacion de los carbohidratos a derivados de furfural (Figura 11). Estos derivados
0

CH,OH O

0 Deshidratacion HO H
o Y
OH H,SO,
OH /
)
@O_C” \ ) /v\ o

Absorbe a 490 nm

Figura 11 Mecanismo del ensayo fenol-sulfurico para la identificacion de carbohidratos

23




CAPITULO Il MATERIALES Y METODOS

reaccionan con el fenol para formar compuestos con grupos croméforos. Como control positivo

se utilizé glucosa.

111.9.5 Analisis por HPLC de la fraccion CYF1

Para el analisis de la composicion de la fraccibn CYF1 se empleé la técnica cromatografica de
HPLC. Los cromatogramas se obtuvieron empleando un HPLC Flexar (Perkin Elmer, 2012). El
cromatdgrafo esta equipado con un detector de onda variable, con lampara de deuterio. El
eluyente A empleado fue metanol, y el B, agua desionizada. La separacion cromatogréafica se

llevé a cabo en la columna analitica ODS Hypersil, 250 x 4.6 mm, 5 um (USA), de fase reversa.

Los pardmetros establecidos durante el andlisis fueron: velocidad de flujo 0.7 mL/min, volumen
de inyeccion 20 uL, longitud de onda 275 nm, temperatura del horno 40 °C. Todos los disolventes
empleados en el andlisis fueron de grado HPLC. La muestra analizada se filtr6 utilizando filtro
para jeringa de membrana de nylon, de 0.45 um de tamafio de poro. La muestra analizada se
prepar6 a 0,2 mg/mL en MeOH. El método de separacion consistio en un flujo isocratico de 100%
de A durante 15 minutos y posteriormente se realiz6 un lavado por 15 min hasta llegar a 60 % de
B.

[11.10 Caracterizacion espectroscopica

A pesar de no contar con una muestra pura, se procedio a realizar andlisis de espectroscopia IR
y Resonancia Magnética Nuclear para corroborar la informacién obtenida en los ensayos

colorimétricos.

111.10.1 Espectroscopia FTIR-ATR

Las fracciones de interés se analizaron mediante Espectroscopia infrarroja con transformada de
Fourier (FTIR), el equipo empleado fue un espectroscopio marca BRUKER modelo Tensor Il con
un detector ATR de punta de diamante, los datos se colectaron usando un intervalo de medicion
de 400-4000 cm™ con una resolucién de 4 cm™ y 16 barridos en el intervalo de longitud de onda
antes especificado. Para el tratamiento de datos: se realiz6 una compensacién por CO»
atmosférico para cada espectro y también se realiz6 una correccion del angulo del ATR de

diamante empleado (estas correcciones las realiza el equipo).

[11.10.2 Espectroscopia RMN

Para el andlisis por la técnica de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) este se utilizé un equipo
marca VARIAN/AGILENT modelo Premium-COMPACT de 600 MHz con un campo magnético de
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14.1 T, que tiene la capacidad para realizar estudios de RMN multinuclear. Como disolvente se

empleé cloroformo deuterado (CDClIs). Se obtuvo el espectro protonico de la muestra CYF1B.
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CAPITULO IV

RESULTADOS

IV.1 Extraccién y fraccionamiento de las semillas de Caesalpinnia yucatanensis

Las semillas de las plantas del género Caesalpinnia han sido la parte vegetal més estudiada
debido a su alto contenido de DTC. Practicamente todos los metabolitos aislados a partir de
semilla provienen de las fracciones de mediana polaridad de los extractos y son identificados
como DTC (Wu et al., 2011). Aunque los DTC son los metabolitos mas buscados en las semillas
de Caesalpinnia, también se han reportado modestos esfuerzos en caracterizar metabolitos mas
polares. Sanchez-Carranz y colaboradores aislaron los compuestos fendlicos del extracto
hidroalcohélico de las semillas de Caesalpinnia coriaria (acido galico, estigmasterol, etil galato)

y evaluaron su actividad anticancerigena (Sanchez-Carranza et al., 2017).

También se han reportados algunas plantas del género Caesalpinnia que han mostrado actividad
anticoagulante. Un ejemplo interesante son las semillas de Caesalpinnia crista, cuyo extracto
acuoso presento un efecto anticoagulante fuerte mediante el ensayo TP y TTPa (Srinivasa et al.,
2019). Otro ejemplo de presencia de compuestos anticoagulantes es brazilin, aislado de
Caesalpinnia Sappan (Kim and Park, 2019)

A partir de 115 g de semillas de Caesalpinnia yucatanensis fue posible obtener 3 fracciones:
CYS1, CYS2 y CYSS, cuyos rendimientos fueron 4.4%, 5.6% y 1.3%, respectivamente. El perfil
cromatografico de las mismas se observa en la Figura 12. En las fracciones CYS1 y CYS2
precipitaron dos solidos de color amarillo claro, los cuales se separaron y denominaron como las
fracciones CYS1Ay CYS2A.
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Figura 12 Perfil cromatogréafico de las fracciones obtenidas a partir de semillas de
C. yucatanensis. A) Fraccion CYS1y CYS2. Fase movil: AcCOEt/MeOH 8:2 B)
CYS3. Fase movil: MeOH/AcOEt 9:1

IV.2 Extraccion y fraccionamiento de las inflorescencias de Caesalpinnia yucatanensis

Las flores de las plantas del género Caesalpinnia no han sido caracterizadas desde un punto de
vista fitoquimico ni biolégico. A pesar de ser una parte de la planta con gran disponibilidad, las
flores de Caesalpinnia no se han estudiado extensivamente. Solamente se reportan estudios en
las flores de Caesalpinnia pulcherrima, cuyos extractos etandlico y acuoso muestran actividades
antivirales, antimicrobianas, antioxidantes, analgésicas, antiinflamatorias, y antihelminticas
(Chiang, 2003; Moteriya and Chanda, 2017). El Unico estudio fitoquimico conocido se realiz6 a
partir de las flores de Caesalpinnia giliesi para aislar compuestos fendlicos y fitoesteroles. En
este articulo se caracterizé un novedoso derivado de acido octadecenoico y se demostré su

efecto hepatoprotector en modelos de ratén intoxicados con CCl, (Osman et al., 2016).

Por lo anterior, resulta interesante la evaluacion de la actividad biol6gica de los metabolitos de

ésta especie, en particular de sus inflorescencias.
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A partir de 0.56 kg de inflorescencias de Caesalpinnia yucatanensis fue posible obtener 99.23 g
de extracto crudo metandlico para un rendimiento del 17.7 %. El perfil cromatografico se muestra
en la Figura 13. De este extracto se disolvieron 59.32 g en una mezcla MeOH/ACN (2:1, viv) y
posteriormente se fracciond mediante particion liquido-liquido utilizando el doble de volumen de
hexano. Durante la particion, se observé la formacién de un precipitado en la fase polar, que se
separo e identificé como la fraccion CYF3 (m = 3.41 g, 5.74%). Se obtuvieron 34.42 g de CYF1
(54%) y 1.17 g de CYF2 (1.77%).

t
e . ‘

A B C

Figura 13 Andlisis por CCD del extracto metandlico CYF y las fracciones

CYF1 (B) y CYF2(C). Fase movil: CH2Cl./MeOH. o
V.3 Actividad

anti-neuraminidasa de fracciones de inflorescencias y semillas de C. yucatanensis

La neuraminidasa (NA) es una glicoproteina transmembranal tetramérica compuesta de cuatro
subunidades idénticas (Air, 2012). Es la segunda glicoproteina de superficie principal presente
en los virus de la influenza A y B, pero esta ausente en el virus de la influenza C. La funcion de
la neuraminidasa es escindir los residuos terminales de acido sialico presentes en las superficies
celulares y liberara los viriones de la progenie, facilitando la liberacion del virus de las células
infectadas. La proteina NA ha sido un importante y bien establecido objetivo para el tratamiento
de la influenza (Bai et al., 2021).

El desarrollo de ensayos enzimaticos utilizando derivados fluorescentes de &cido sialico como
sustrato, ha permitido evaluar la actividad anti-neuraminidasa de manera sencilla, rapida y sin
emplear medios de cultivo costosos. Entre estos ensayos se destaca, el uso de 4- acido 4-
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metilumbeliferil-a-D-N-acetilneuraminico y la neuraminidasa de Clostridium perfringes para
verificar la actividad inhibitoria de compuestos naturales e incluso fracciones de plantas(Ullah et
al., 2019).

En este trabajo se describe la evaluacion de la actividad anti-neuraminidasa de semillas e

inflorescencias de C. yucatanensis, asi como el establecimiento del ensayo NA en el laboratorio.

Primeramente se evaluaron las fracciones CYS1, CYS2, CYS3 y CYF1 a una concentraciéon de
0.1 mg/mL. Las fracciones que mostraran una disminucion de la velocidad de la reaccion
enzimatica, se seleccionaron como candidatos con posible actividad antineuraminidasa. Como
se observa en la figura 14, la fluorescencia del control (enzima, buffer y sustrato) se incrementa
a lo largo del tiempo, mientras que en el caso del control positivo (quercetina) se aprecia como
apenas se incrementa la fluorescencia. Las fracciones con menor incremento de la fluorescencia
fueron CYF1 y CYSL, por lo que se proponen para continuar su estudio y la determinacion del
C|5o.

La fraccién CYF1 impidié que impidié la reaccion enzimatica de la neuraminidasa de Clostridium

perfringes a una concentracion de 0.1 mg/mL
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Figura 14 Comportamiento de la fluorescencia durante el ensayo de inhibicién enzimatica A)

Control negativo (buffer + enzima + sustrato) B) Fracciones CYS1, CYS2, CYS3y CYF1
Mediante cromatografia de exclusion por tamafio fue posible obtener 3 fracciones derivadas de
CYF1, a las cuales se le evalud la actividad anti-neuraminidasa. En todos los casos, al aumentar
la concentracion de las fracciones evaluadas, disminuye la fluorescencia observada. En la Figura
15 se muestra el comportamiento de la fluorescencia para las fracciones CYF1A, CYF1B y
CYF1C.
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Figura 15 Comportamiento de la fluorescencia en el ensayo enzimatico A) CYF1A B) CYF1B C) CYF1C

A partir de los valores de fluorescencia se realiz6 un ajuste no lineal utilizando el software
Graphpad. De esta manera fue posible obtener valores de Clso para las fracciones derivadas de
CYF1.

Tabla 2 Valores de Clso para las fracciones CYF1A, CYF1B, CYF1C

Fraccion Clso (mg/mL)
CYF1A -
CYF1B 0.15
CYF1C 2.125

La fraccién CYF1B mostré el Clsp mas bajo, por lo que de las tres fracciones derivadas de CYF1

ésta es la que contiene los metabolitos con potencial actividad anti-neuraminidasa. Este valor de
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Clso puede estar relacionado con la compleja composicion de los metabolitos en las
inflorescencias de Caesalpinnia yucatanensis o0 a que las moléculas con actividad biol6gica se
encuentran en bajas concentraciones. Es necesario continuar con el fraccionamiento de CYF1B

para aislar e identificar los metabolitos activos.

El género Caesalpinnia esta constituido por especies de alto potencial farmacolégico. Entre estas
especies, se han reportado presencia de metabolitos con actividad antiviral tal es el caso de los
diterpenos de tipo casano como inhibidores del virus de la influenza, como espirocaesalmina B,
cesalpininas M1, M2, F1 y cesalminas E1-E3. Estas moléculas mostraron efectos inhibitorios
moderados sobre NA del virus de influenza con valores de Clsg de 29,0 a 87,4 uM, en
comparacion con los valores de Clso del zanamivir a 6,33 uM (Qin et al., 2018). En el caso de
Caesalpinnia yucatanensis, no se ha caracterizado la actividad bioldégica de sus semillas e
inflorescencias. De ahi que resulte novedoso la actividad anti-neuraminidasa reportada en este

trabajo.

El ensayo se realiz6 con la neuraminidasa de Clostridium perfringens, esta es una exosialidasa
gue cataliza en orden preferencial enlaces a-2,3 > a-2,6 > a-2,8-glucosidicos (Li and McClane,
2014). De igual forma, la neuraminidasa N1 del virus de influenza A hidroliza mas eficientemente
los enlaces a-2,3 que los a-2,6-glucosidicos (McAuley et al., 2019)(Air, 2012; McAuley et al.,
2019). Dado que ambas enzimas presentan especificidad por la catalisis de enlaces de AS a-
2,3, es posible extrapolar la actividad anti-neuraminidasa de la fracciéon CYF1B hacia la N1 del
virus de Influenza A. Se requieren ensayos especificos con dicha enzima para determinar la Clso

y posteriores ensayos con el virus de influenza A para verificar su potencial como antiviral.

IV.4 Evaluacién de la actividad anticoagulante de inflorescencias y semillas de

Caesalpinnia Yucatanensis

Como se menciond anteriormente, solamente fue posible evaluar los compuestos solubles en
DMSO al 10%. De las fracciones de semilla de Caesalpinnia yucatanensis solo fue posible
evaluar la particion metandlica (CYS3), mientras que de las inflorescencias se evalu6 CYF1. En

la siguiente tabla se muestran los resultados obtenidos en el ensayo de tiempo de protrombina.

Tabla 3 Valores de tiempos de coagulacidén obtenidos a partir de una solucién de 20

mg/ml de extractos de inflorescencias y semillas de Caesalpinnia yucatanensis

Muestra Tiempo de coagulacion (s)
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Control negativo 12.73 + 0.15
Control positivo (heparina) 42.60 + 4.01
CYS3 13.68 + 0.26

CYF1 18.82 + 2.13

Existen diferencias significativas (Anexo 1) para las fracciones CYF1 y el control negativo,
indicando que la actividad anticoagulante de CFY1 no es un falso positivo. La fraccion CYF1
mostré un aumento respecto al control negativo de un 48% en el tiempo de coagulacién, en

cambio la fraccion CYS3 no muestra actividad anticoagulante.

Es importante considerar que al evaluar fracciones, los compuestos que ejercen la actividad
biol6gica se encuentran en menor concentracion, por lo que se espera que, al purificar, se
obtengan mejores valores de actividad anticoagulante. Se recomienda continuar con el
aislamiento y purificacion biodirigida hasta la completa elucidacion estructural del o los

metabolitos responsables del efecto farmacolégico.

A partir de CYF1 se obtuvieron 3 fracciones mediante cromatografia de exclusion (CYF1A,
CYF1B, CYF1CQ), las cuales se evaluaron para determinar cual(es) contenian los componentes

activos.

Tabla 4 Valores de tiempos de coagulacion obtenidos a partir de una solucién de 10

mg/ml de extractos de inflorescencias y semillas de Caesalpinnia yucatanensis

Muestra Tiempo de coagulacion (s)
Control negativo 12.73 +0.15
Control positivo (heparina) 42.60 + 4.01
CYF1A 14.87 + 0.40
CYF1B 17.17 + 0.64
CYF1C 13.23 +0.15

La fraccion CYF1B mostré mayor tiempo de coagulacion, con un incremento respecto al control

negativo del 26%, por lo que se considera la fraccién con mayor actividad anticoagulante.

En la literatura se reporta la actividad anticoagulante de numerosas plantas, tanto de sus
extractos como de metabolitos aislados. Se pueden citar las dicumarinas euforbetina y

dimeresculetina, aisladas de Viola yedoensis, que incrementan el tiempo de protrombina a 30s
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(concentracién 100 pM) (Zhou et al., 2009). También el extracto metandlico de Crassocephalum
crepidioides prolonga de manera significativa el tiempo de protrombina a una concentracion de
10mg/mL (Ayodele et al., 2019).

Por otra parte, los anticoagulantes orales aprobados comercialmente incrementan el tiempo de
protrombina significativamente a concentraciones mucho mas bajas que los extractos de plantas.
Un ejemplo de esto es el apixaban, que duplica el tiempo normal de protrombina a una

concentracion de 3.6 uM (Byon et al., 2019).

De ahi, que en muchas ocasiones, cuando se identifican plantas con potencial actividad

anticoagulante, se procede al aislamiento de los metabolitos que elicitan dicha respuesta.

Una excepcion a este planteamiento lo constituyen los remedios tradicionales chinos Kangen-
karyu y Bak Foong Pill, que son prescritos como anticoagulantes naturales con beneficios
adicionales a la salud (antioxidante, anticancerino, antiinflamatorio) (Samuels, 2005). Kangen-
karyu est4 compuesto por 6 plantas medicinales: raiz de peonia, rizoma de cnidium, cartamo,
rizoma de cyperus, raiz de saussurea y raiz de Salvia miltiorrhiza (Makino et al., 2002). Mientras

gue Bak Foong Pill incluye 26 especies de plantas diferentes (Gou et al., 2003).

Teniendo esto en cuenta, es posible que los metabolitos que componen la fraccion CYF1B
eliciten una respuesta anticoagulante significativa a menor concentracién, por lo que se sugiere
proseguir con la purificacion de la misma. Pero también es importante considerar otros usos de

las inflorescencias de Caesalpinnia yucatanensis como remedio natural.

IV.5 Caracterizacion preliminar de la fracciéon CYF1B

La complejidad de una fraccidon o extracto vegetal es un reto a superar en la investigacion
fitoquimica. En muchas ocasiones, los componentes con actividad bioldgica se encuentran a muy
baja concentracién, mientras que en otras ocasiones, la sinergia de dos 0 mas compuestos, es

la que elicita una respuesta biol6gica (Boik et al., 2009).

La fraccion CYFL1 tiene una naturaleza polar, debido a que se obtuvo a partir de una particion con
ACN/MeOH. Los polisacaridos sulfatados, flavonoides y terpenoides son las principales
entidades quimicas con actividad anticoagulante y anti neuraminidasa (Ciancia et al., 2010; Liu
et al., 2008). Es por ello que la fraccion CYF1 fue sometida a distintas pruebas colorimétricas de
identificacion, las cuales incluyen: deteccion de la presencia de flavonoides, deteccién de la
presencia de saponinas, deteccion de la presencia de triterpenos y deteccion de la presencia de

carbohidratos.
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IV.5.1 Identificacion de metabolitos secundarios

Mediante la evaluacién de ensayos colorimétricos se determind que la fraccion CYF1 contiene
carbohidratos y flavonoides. La planta Caesalpinnia yucatanensis se ha utilizado como fuente
melifera, por lo que la presencia de carbohidratos en sus inflorescencias es un resultado
esperado (Varga et al., 2013). La coloracion de las mismas (amarillo y rojo) es atribuida a la

presencia de flavonoides (Stavenga et al., 2021) (Figura 16).

CYF1 CARBOHIDRATOS FLAVONOIDES SAPONINAS TRITERPENOS

Figura 16 Resultados del analisis colorimétrico de la fraccion CYF1B

IV.5.2 Anélisis por HPLC de la particiéon CYF1

El andlisis por HPLC de la fraccion CYF1, permitié observar la presencia de 3 sefales de gran
intensidad que se superponen con tiempos de retencion de 2.5, 2.8 y 3.2 minutos (Figura 17).
Paralelamente a la fraccién CYF1 se realiz6 un andlisis por cromatografia en capa delgada donde

se pueden observar 3 bandas principales con factores de retencién de 0.4, 0.8y 0.9.

A pesar de que se observan 3 bandas, es posible que numerosos compuestos similares en
estructura quimica se encuentren en esta particion, por lo que se continuara con la exploracién
de diversos métodos cromatogréficos para separar cada uno e identificar el (los) que confieren

la actividad antineuraminidasa y anticoagulante.
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Figura 17 Caracterizacién cromatografica de la fraccion CYF1B A) Cromatograma HPLC B)
Cromatofolio de fase reversa, fase mévil H2O/MeOH 1:1

IV.6. Caracterizacion espectroscopica
IV.6.1. Analisis de RMN-1H

La espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear es una poderosa técnica para determinar
la estructura de moléculas pequefas. Para la fraccion CYF1B no fue posible asignar sefiales a
una estructura debido a la complejidad de la muestra. Sin embargo, los desplazamientos
guimicos de los protones si permiten al menos diferenciar la naturaleza de los mismos. En la

Figura 18 se muestran senales en la zona de protones aromaticos (& = 6.5-7.5 ppm) y protones
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unidos a carbono sp® de los carbohidratos (& = 3-6 ppm). Los protones anoméricos muestran

desplazamientos mas blindados (6 = 4.5-5 ppm)
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Figura 18 Espectro de RMN-1H de la fraccion CYF1B

IV.6.2. Andlisis de FT-IR

La espectroscopia infrarroja (IR) se basa en el hecho de que la mayoria de las moléculas
absorben la luz en la region infrarroja del espectro electromagnético, convirtiéndola en vibracion
molecular. Esta absorcion es caracteristica de la naturaleza de los enlaces quimicos presentes
en una muestra. Mediante el andlisis del espectro IR es posible identificar los grupos funcionales
presentes en una molécula orgénica. El espectro IR de la fraccion CYF1B (Figura 19) muestra
una banda ancha entre 3600 y 3100 cm™ que corresponde a vibraciones de enlace de grupo —

OH libre. Esta es una banda tipica en los espectros IR de carbohidratos o de flavonoides.
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Figura 19 Espectro de RMN-1H de la fraccion CYF1B

Otra sefal caracteristica de esta estructura es la vibracion de enlace C=0 a 1728 cm™Y,
correspondiente a grupo carbonilo de cetona. Aunque no es posible asignar la estructura de los
componentes de la fraccion CYF1B, se observan las bandas del patrén de fenilo a una frecuencia
de 1600, 1501 y 1448 cm™ que corresponde a la vibracién de estrechamiento de doble enlace
C=C de anillos aromaticos. En la zona de la huella de la molécula, se presenta la banda vc.opara
fenoles en 1200 cm™*. También se observan bandas a una frecuencia de 1025 cm, que pudiera

representar la banda vc.o pero para alcoholes primarios.

El analisis del espectro IR ha contribuido a fortalecer las evidencias preliminares de que la

muestra CYF1B tiene en su composicion flavonoides y carbohidratos.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES

e Las inflorescencias de Caesalpinnia yucatanensis, poseen compuestos con actividad
anticoagulante. Hasta el momento solo se han reportado compuestos con actividad
anticoagulante en el tronco de Caesalpinnia sappan y en la corteza Caesalpinnia férrea.
Por lo que este seria el primer registro de dicha actividad en la especie.

e Las inflorescencias y semillas de Caesalpinnia yucatanensis mostraron actividad anti-
neuraminidasa en el ensayo enzimatico con acido 4-metilumbeliferil-a-D-N-
acetilneuraminico a la concentraciéon de 100 pg/mL.

e Se obtuvo un valor de Clsp de 0.15 mg/mL de inhibicibn de la actividad de la
neuraminidasa para la subfraccion CYF1B de las inflorescencias de Caesalpinnia
yucatanensis.

¢ En la subfraccién activa CYF1B se identificaron carbohidratos y flavonoides mediante

pruebas colorimétricas y espectroscopicas.
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ANEXO |

Andlisis estadistico de la evaluacion de la actividad anticoagulante de CYF1B. (Test de
Fisher para p < 0.05). Control negativo (Nivel 1), Control positivo (Nivel 2), CYS3 (Nivel 3),

CYFL1 (Nivel 4). Los grupos con una significacién equivalente a 1 indican que sus medias

tienen diferencias estadisticamente significativas.

Dif. Media Valor de t Probabilidad Significacion
Nivel 2 Nivel 1  29.86 16.06 2.258 E-7 1
Nivel 3 Nivel1 0.95 0.51 0.623 0
Nivel 3 Nivel 2  -28.91 -15.56 2.903 E-7 1
Nivel 4  Nivel1 6.08 3.27 0.011 1
Nivel 4  Nivel 2  -23.78 -12.79 0.0131 E-6 1
Nivel 4  Nivel 3  5.133 2.76 0.024 1
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