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RESUMEN

Erythrostemon yucatanensis (Greenm.) Gagnon & GP Lewis, taa k'in che (nombre maya),
es un arbol ampliamente distribuido en la Peninsula de Yucatan, donde es utilizado como
lefia y sus flores para la produccion de miel. En la medicina tradicional maya la infusién de
sus ramas se utiliza para el tratamiento de enfermedades de filiacion cultural (mal aire).
En este trabajo se realizé el fraccionamiento del extracto de corteza de tallo de manera
biodirigida con el ensayo de inhibicibn de hemaglutinacién (IHA) de las cepas de virus de
influenza H1N1: A/Yucatan/2370/09 y A/México/INDRE797/10 para aislar los metabolitos
bioactivos. Mediante andlisis cromatograficos y espectroscopicos se identific6 una mezcla
de fitoesteroles (B-Sitosterol, Estigmasterol y Campesterol) en una de las fracciones (TO2)
como los principales componentes con actividad IHA, estos fueron modificados
guimicamente mediante una reaccion de acetilacion para determinar el efecto en su
actividad. Los ensayos biolégicos demostraron que la mezcla de esteroles y sus
derivados tenian un efecto en las etapas tempranas del ciclo de replicacién viral. En el
ensayo de reduccion de efecto citopéatico a nivel de co-tratamiento la mezcla TO2 mostré
Cls0=3,125 pg/mL (1S=62.84), mientras que los derivados acetilados de TO2 (Ac-TO2)
Clso=50 pg/mL (1S=2.94). A su vez en el ensayo de inhibicion de formacién de placas
(PFU), TO2 mostr6 una inhibicion del 94 % de PFU en los primeros 10 min de co-
tratamiento, en cambio, Ac-TO2 mostré inhibicién del 94% de PFU hasta los 60 min de co-
tratamiento. Adicionalmente, se determind la proporciéon de los esteroles en la mezcla,
mediante el método de cuantificacién por estandar interno, obteniéndose que la mezcla
activa esta conformada por 71.37% de B-Sitosterol, 17.55% de Estigmasterol y 11.07% de
Campesterol. De acuerdo con los resultados, el mecanismo de accion de la mezcla se
esteroles podria deberse al bloqueo de la hemaglutinina, lo que impide la union de las
particulas virales a la célula y a su vez la replicacion viral del virus. Estos resultados
representan un nuevo aporte acerca de la actividad antiviral de mezclas de fitoesteroles.
Ademas, la presencia de estos tres esteroles como mezcla, en la industria de los

alimentos, cosmética y farmacéutica, hacen viable su uso potencial como fitofarmaco




ABSTRACT

Erythrostemon yucatanensis (Greenm.) Gagnon & GP Lewis, taa k'in che (Mayan name),
is a tree widely distributed in the Yucatan Peninsula, where it is used as firewood and its
flowers for honey production. In traditional Mayan medicine, the infusion of its branches is
used for the treatment of diseases of cultural affiliation (mal aire). In this work, the
fractionation of the stem bark extract was performed following a biodirected procedure,
based on the hemagglutination inhibition assay (HI) of the HIN1 influenza virus strains:
AlYucatan/2370/09 and A/Mexico/INDRE797/10 to isolate the bioactive metabolites.
Chromatographic and spectroscopic analyses identified a mixture of phytosterols (-
Sitosterol, Stigmasterol and Campesterol) in one of the fractions (TO2) as the main
components with IHA activity, these were chemically modified by an acetylation reaction to
determine the effect on their activity. Biological assays showed that the mixture of sterols
and their derivatives had affect the early stages of the viral replication cycle. In the
cytopathic effect reduction assay at the co-treatment level, the TO2 mixture showed an
1C50=3,125 pug/mL (SI1=62.84) and the Ac-TO2 acetylated derivatives of TO2 1Cs,=50 pg/mL
(1S=2.94). In the plaque formation inhibition (PFU) assay, TO2 showed 94% inhibition of
PFU in the first 10 min of co-treatment, Ac-TO2 showed 94% inhibition of PFU up to 60
min of co-treatment. Additionally, the proportion of sterols in the mixture was determined
by the internal standard quantification method, obtaining that the active mixture is
composed of 71.37% of B-Sitosterol, 17.55% of Stigmasterol and 11.07% of Campesterol.
According to results, the mechanism of action of the sterol mixture could be due to the
blockage of hemagglutinin, which prevents the binding of viral particles to the cell and in
turn the viral replication of the virus. These results represent a new contribution about the
antiviral activity of phytosterol mixtures. In addition, the presence of these three sterols as
a mixture in the food, cosmetic and pharmaceutical industries makes their potential use as

phytopharmaceuticals viable.




INTRODUCCION

La influenza, comunmente conocida como gripe, es una enfermedad infecciosa causada
por los virus de influenza. Sus sintomas comunes incluyen fiebre alta, secrecion nasal,
dolor de garganta, dolores musculares, dolor de cabeza, tos, estornudos y cansancio
(Kiani and Saeidi 2019). Los virus de la influenza estacional y pandémica pueden causar
brotes importantes de enfermedades que conducen a una morbilidad de diversa
gravedad. Es debido a esto, que las hospitalizaciones y las defunciones son mas
frecuentes en grupos de alto riesgo y se calcula que las epidemias anuales causan 3 a 5
millones de casos graves y 290 000 a 650 000 muertes (OMS, 2022). La transmisién de
persona a persona se ve facilitada por varios factores, que incluyen titulos altos de virus
infecciosos en el tracto respiratorio inmediatamente antes y al inicio de la enfermedad, un
periodo de incubacion corto y el potencial de propagacién a través de multiples rutas (por
ejemplo, gotitas respiratorias, aerosoles y contaminacién de las manos, autoinoculacion) y

en diversos entornos de transmision (Kalil and Thomas, 2019).

Actualmente las estrategias de mitigacibn no farmacéuticas (distanciamiento social,
restricciones de viaje y movimiento, medidas de higiene) han reducido la circulacion de la
influenza; sin embargo, este tipo de estrategias se ven limitadas por su deficiente
cumplimiento y por aplicarlas de manera tardia (Hayden et al., 2022). Ademas de que la
falta de circulacién global de influenza a lo largo de 2020 y principios de 2021 aumento el
namero de personas con inmunidad reducida por la falta de exposicion, lo que se tradujo
en un aumento de susceptibilidad de la poblacion a las infecciones por influenza (Laurie
and Rockman, 2021). Por ejemplo, en México durante temporada de influenza estacional
2020-2021 unicamente se reportaron dos casos positivos de influenza, mientras que en la
temporada 2021-2022 se reportaron 930 casos positivos de influenza y 20 defunciones.
En otras palabras, a medida que han disminuido las infecciones por SARS-CoV-2 los

casos de influenza han ido aumentando.

Los antivirales contra la influenza junto con las vacunas son la primera linea de defensa
contra las infecciones por virus de influenza. Se ha demostrado que los antivirales
actuales aprobados por la FDA son efectivos contra diferentes subtipos de virus. A pesar
de ello, existe una preocupacion mundial sobre las mutaciones adquiridas por los virus,

gue los vuelven resistentes a los diferentes antivirales (Caceres et al., 2022). La medicina




tradicional proporciona una amplia diversidad de plantas que se pueden utilizar como una
poderosa herramienta para la prevencién de enfermedades, ya que las plantas
medicinales tienen una amplia gama de compuestos capacidades protectoras que ayudan
a combatir infecciones virales en diferentes etapas del ciclo de replicacién (Akram et al.,
2018). Sus compuestos bioactivos representan una alternativa para la generacién de
nuevos medicamentos seguros que pueden ser clave para encontrar tratamientos con
menos efectos secundarios y a su vez mejorar las modalidades terapéuticas disponibles
(Nadaf et al., 2019).

Aproximadamente el 30% del mercado farmacéutico y el 11% de los medicamentos
esenciales se basan en plantas, por lo que las propiedades antivirales de las plantas
medicinales requieren una exploracion adicional para ser utilizadas como medios el
tratamiento de enfermedades virales (Khuntia et al., 2022). El presente proyecto tiene
como objetivo determinar el potencial antiviral de Erythrostemon yucatanensis contra el
virus de influenza, para lo cual se establecio realizar el fraccionamiento biodirigido del
extracto de corteza de tallo de esta planta y asi poder identificar los componentes que le

confieren su actividad antiviral.
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1 CAPITULO

PLANTEAMIENTO DEL TRABAJO

ANTECEDENTES
1.1 Los virus deinfluenza

Los virus de influenza son una amenaza global para la salud humana debido a que
causan epidemias anuales en todo el mundo. Sin embargo, la mayor amenaza para los
humanos son los virus de influenza A (VIA), puesto que han sido los responsables de
cuatro pandemias entre 1918 y 2009 (Harrington et al. 2021). Siendo la pandemia de 1918
la mas devastadora con un registro de entre 20 y 40 millones de muertes en todo el
mundo (Ayora, 1999). Los cuadros clinicos de influenza pueden variar, desde infecciones
asintomaticas o una infeccién leve de las vias respiratorias, hasta una enfermedad grave
con fiebre alta, escalofrios, dolor muscular, neumonia e incluso la muerte (Auladell et al.,
2022). De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la tasa global anual
de brotes de influenza oscila entre el 20 % y el 30 % de la poblacion infantil y hasta el 10
% de la poblacién adulta; el nimero de muertes por influenza es de aproximadamente 290
000 a 650 000 anualmente (WHO, 2022).

Los VIA estan conformados por ocho segmentos de ARN los cuales pueden sustituirse
mediante reordenamiento genético cuando dos o mas virus infectan la misma célula para
finalmente producir una nueva variante (Girard et al., 2010). La diversidad de huéspedes y
la variabilidad genética fueron responsables de la pandemia de 2009 (H1N1), en la que
una serie de eventos de reordenamiento entre los virus HIN1 aviar, H3N2 humano y
porcino, produjo una nueva cepa de influenza que a través de los cerdos se transmitié al
humano y entre humanos de manera sostenida (Suarez, 2016). Aunque la pandemia de
influenza de 2009 fue comparativamente leve en la mayoria de los grupos de edad, los
eventos que llevaron a su aparicion demuestran lo impredecible de las pandemias de

influenza (Neumann and Kawaoka, 2022).
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Los VIA (Figura 1.1) pertenecen a la familia Orthomyxoviridae; de manera general poseen
una morfologia esférica debido a su envoltura viral. La envoltura viral esta formada por la
membrana plasmética de la célula huésped y contiene proteinas en la superficie, las
cuales controlan su capacidad de infeccién. Entre estas, la hemaglutinina (HA) facilita la
unién a la célula huésped y la neuraminidasa (NA) libera las nuevas particulas virales de
la célula huésped; al mismo tiempo estas dos proteinas son los antigenos que permiten la
identificacion de los virus de influenza en subtipos (Cauldwell, Long, Moncorgé, & Barclay,
2014). La HA y NA son particularmente variables, puesto que se han descrito 18 subtipos
de HA'y 11 de NA para la influenza tipo A (Zarubaev et al., 2015a).

Hemaglutinina

Neuraminidasa

M1
Membrana lipidica

M2
NS,

NS,

ARN viral
ARN polimerasa
(PA, PB1, PB2)

Nucleocapside

NP

Figura 1.1 El virién de Influenza, esta constituido por diez proteinas estructurales
diferentes: la Hemaglutinina (HA), la Neuraminidasa (NA), la nucleoproteina (NP),
la nucleocapside que contiene a la ribonucleoproteinas (VRNP) (reunién de la NP
con el ARN viral), las tres proteinas PB2, PB1 y PA, que forman el complejo ARN
polimerasa, la proteina matriz (M1) y el canal i6nico (M2). Creado con
Biorender.com y Power point.
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La otra proteina superficial es la M2, que forma el canal i6nico. Debajo de la envoltura de
glicoproteinas del virus hay una matriz formada por la proteina M1 que encierra el nucleo
(Krammer y Palese, 2015). Dentro de la proteina matriz se encuentra el genoma viral
compuesto por 8 segmentos de ARN monocatenario de sentido negativo y las proteinas
de exportacion nuclear no estructurales (NS1 y NS2) (Hutchinson, 2018). EI ARN viral
monocatenario (VARN) esta recubierto con nucleoproteinas (NP) formando un complejo
con la ARN polimerasa. EI complejo ARN polimerasa consta de tres subunidades (PB1,
PB2 y PA) y es necesaria para la transcripcion del material genético viral durante la
replicacion del virus de la influenza (Kosik y Yewdell, 2019).

1.2 Ciclo de replicacién viral

Los VIA al llegar a las células del epitelio respiratorio inician su proceso de infeccion
utilizando las proteinas en la envoltura viral. El sitio de union al receptor HA une el virus a
los glicoconjugados de superficie que contienen residuos de &cido sialico (AS) terminales
(Figura 1.2). Este proceso es asistido por la actividad sialidasa de la NA, que permite
suprimir células no productivas y escanear la superficie celular para la uniéon productiva
con receptores sialilados (Krammer y Palese, 2015). A pesar de la falta de informacién
precisa sobre el receptor, se sabe que la HA de los VIA humanos tienen preferencia hacia
los enlaces a-2,6 (Figura 1.2 paso 1), mientras que los VIA aviares hacia los a-2,3. Sin
embargo, las preferencias de unién de la HA con los enlaces de AS en un huésped en
particular, no son esenciales para la infeccién, pero es mas critico para la transmision.
Esto implica que el "receptor" de los VIA muestra un tropismo celular significativo en las
vias respiratorias o que los VIA pueden usar potencialmente mas de un receptor (Heida et
al., 2021).

La union al receptor mediada por la HA desencadena la endocitosis del virion (Figura 1.2
paso 1). Una vez dentro de la célula el virus se traslada al endosoma, donde el pH mas
bajo facilita un cambio conformacional en la HA, exponiendo el péptido de fusién (ubicado
en la regiébn HA2) para su insercion en la membrana endosomal (Figura 1.2 paso 2). La
conformacion de la HA comienza a colapsar, lo que promueve la fusion de la envoltura
viral con la membrana endosomal. Luego, el canal i6nico (M2) se abre para liberar las

ribonucleoproteinas virales (VRNP) de la proteina matriz (M1) al acidificar el interior viral




CAPITULO |

(pH~5) (Figura 1.2 paso 3) (Skehel & Waterfield, 1975). La HA colapsa aun mas
conformando un trimero de horquillas para promover la formacién del poro de fusién
(Figura 1.2 paso 4). En consecuencia, se liberan las vVRNP en el citosol (Figura 1.2 paso
5); las sefales de localizacion nuclear expuestas (NLS) en las VRNP son reconocidas por
la proteina adaptadora importina-a, lo que lleva al reclutamiento de importina-3 (Figura 1.2
paso 6) que dirige a las VRNP al complejo del poro nuclear, donde se transportan al
nucleoplasma. (Figura 1.2 paso 7) (Wohlbold y Krammer, 2014). Si bien los procesos de
entrada y fusion de los VIA ocurren bastante rpido (~10 min), la importacién nuclear
puede requerir aproximadamente 1 hora, demostrando que los factores de importacion
nuclear de la célula hospedera capturan y transportan de manera eficiente a las
ribonucleoproteinas virales (VRNP) (Suarez, 2016).

VRNP (x8
RanGDP —. (PAPB1,PB2)

Importina B Importina &

Figura 1.2 Entrada celular mediada por la hemaglutinina viral. Creado con
Biorender.com y Power point.

Dentro del nucleo, la transcripcién y replicacion del ARN viral se lleva a cabo a través de
las actividades enzimaticas del complejo de ARN polimerasa unido a las VRNP. Este
proceso consta de dos pasos: la transcripcion del ARN complementario (ARNc), seguido
de la transcripcion de nuevas copias de ARNv utilizando los ARNc como moldes. La
transcripcion del ARNm viral ocurre por la asociacion de la ARN polimerasa viral
(subunidad PA) con el dominio C-terminal de la ARN polimerasa celular (Cap-ARNm).

(Figura 1.3 paso 5). Al final de la replicacién, las ribonucleoproteinas virales (VRNP) se
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exportan desde el nucleo y se transportan a las regiones de gemacion en la membrana
plasmética (1.3 paso 6). La sintesis de proteinas IAV depende completamente de la
magquinaria de traduccion de la célula huésped. Después de la exportacion nuclear, la
traduccion de los ARNm virales se divide entre los ribosomas citosoélicos (para PB1, PB2,
PA, NP, NS1, NS2 y M1) y los ribosomas asociados al reticulo endoplasmico (ER) para
las proteinas de membrana HA, NA, y M2 (York and Fodor, 2013) (Figura 1.3 paso 7).
Después de la sintesis, las proteinas se oligomerizan y son transportadas a través del
aparato de Golgi hacia la membrana plasmatica (Figura 1.3 paso 8) donde la HA y la NA
se han co-localizado, con la proteina M2 en el limite de brotacion para dar paso al
ensamblaje final (Figura 1.3 paso 9) (Shimizu et al., 2011) (Ferhadian et al., 2018). Por
altimo, la NA asiste la liberaciéon de los nuevos viriones llevando a cabo la hidrdlisis de los
enlaces glucosidicos (Rossman & Lamb, 2011) (Figura 1.3 paso 10).
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Figura 1.3 Ciclo de replicacion del virus de influenza A. Creado con
Biorender.com y Power point.
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1.3 Variabilidad genética del virus de influenza A (VIA)

Un desafio importante en la lucha contra los VIA es la evolucion constante de sus
antigenos de la superficie (HA y NA) en respuesta a la presion del sistema inmunitario del
huésped (Liu et al., 2019). La naturaleza del genoma segmentado de los VIA permite el
intercambio de informacion genética durante el proceso de infeccion de una célula, con
diferentes virus que pueden provenir de especies animales o humanas. Estas variaciones

antigénicas se conocen como deriva antigénica y cambio antigénico (Garten et al., 2009).

La deriva antigénica se refiere a los cambios en los epitopes de las glucoproteinas HA y
NA, que surgen por la seleccion de mutantes con alta frecuencia (Wang et al, 2019). En
otras palabras, durante la replicacion de los VIA ocurren alteraciones que provocan
mutaciones en sus genes. Estas mutaciones virales se producen porque la ARN
polimerasa encargada de replicar el genoma viral carece de capacidad de correccion de
errores (Figura 1.4) (Erbelding et al., 2018).

MUTACION 1 MUTACION 2

Expresion
Gen normal Gen mutado en H

Gen mutado

Figura 1.4 Deriva antigénica del virus de influenza A. Creado con Biorender.com
y Power point.
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La segunda variacién antigénica es el cambio antigénico, que da origen a la aparicién de
nuevas cepas, con antigenos de superficie diferentes a los ya existentes (Klingen et al.,
2018). Este se produce cuando ocurre el reordenamiento genético de dos o mas subtipos
de VIA que infectan simultdneamente a la misma célula (Wang et al., 2019). Por ejemplo,
una célula de cerdo es infectada simultdneamente por dos VIA, uno de origen humano
(H1N1) y otro de un ave acuatica (H3N2). Una vez que todos los genes estan dentro de la
célula, ocurre un reordenamiento que genera un cruce de los segmentos de ARN viral;
dando como resultado una combinacion de virus de influenza de los subtipos H3N2,
H1IN1, HIN2 y H3N1 (Figura 1.5). Estos cambios se producen de manera impredecible y
es por ello que surgen importantes epidemias y pandemias en el mundo (Dou et al.,
2018).

Nueva progenie viral

Virus de Influenza animal

Figura 1.5 Cambios antigénicos del virus de influenza A. Creado con
Biorender.com y Power point.
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1.4 Tratamientos terapéuticos contra influenza

En la lucha contra los virus de influenza continuamente se realizan investigaciones para
desarrollar nuevos agentes antivirales, y vacunas cuyas compaosiciones se reconfiguran
cada afio debido a la constante evolucion del virus (Kiani et al., 2019). Es asi que la
utilidad de los antivirales se vuelve mas clara cuando se antepone el enorme impacto
social y econdmico de la actual pandemia de COVID-19, a la falta de opciones de
vacunas en una poblacion humana altamente susceptible a nuevas enfermedades
(Auladell et al., 2022). Por otra parte, la aparicion de cepas resistentes vuelve ineficaces a
los antivirales disponibles. Por lo que, las nuevas lineas de investigacion proponen la
identificacion de nuevas dianas terapéuticas (proteinas, acidos nucleicos, lipidos o
carbohidratos) con un papel clave durante la infeccién viral (Zarubaev et al., 2015b).

Los antivirales actuales se pueden clasificar de acuerdo con la etapa del ciclo viral en la
gue actuan, bloqueando alguna proteina objetivo (Figura 1.6). Primeramente, se hablara
de los bloqueadores del canal i6nico amantadina y rimantadina, cuya funcion es bloquear
la liberacién del ARN viral desde el endosoma hacia el citoplasma. Algunos de los virus
que actualmente se encuentran en circulacién son resistentes a estos antivirales, por lo
que actualmente no se recomienda su uso clinico. Ambos antivirales estan aprobados
mundialmente, aunque la amantadina no esta aprobada en la union europea (Duwe et al.,
2021).

En el caso de los bloqueadores de la Neuraminidasa (INA) éstos actian bloqueando la
liberacion de los nuevos viriones de las células infectadas y asi detienen la propagacion
viral. Existen 4 medicamentos utilizados clinicamente: oseltamivir, zanamivir, peramivir y
laninamivir; los primeros tres estan aprobados para su uso en todo el mundo, incluido
EUA y la UE, mientras que Laninamivir Gnicamente esta aprobado en Japén. Los analisis
globales de susceptibilidad reducida a los INA revelaron una baja de prevalencia en las
Ultimas diez temporadas. Las dependencias internacionales como la Organizacion
mundial de la Salud (WHO), el Centro para el control de enfermedades (CDC), y la
Organizacién panamericana de la salud (PAHO), recomiendan el uso de los INA para

tratar personas hospitalizadas con riesgo de complicaciones (Hayden et al., 2022).
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Los inhibidores de la polimerasa dependiente del ARN (VRNP) de los VIA comprenden
tres subunidades, la endonucleasa PA, polimerasa PB1, y la subunidad PB2 que
participan en la union con el CAP. Debido a las funciones de este complejo de Polimerasa
estas tres subunidades representan objetivos prometedores para desarrollar nuevos
antivirales. Solo los inhibidores de PA y PB1 estan aprobados para la prevencion y
tratamiento de la influenza. Baloxavir marboxil inhibe la actividad cap-shatching de la
subunidad PA de la polimerasa viral, lo que impide la sintesis del ARNm viral. Ensayos
clinicos realizados en pacientes infectados por cepas con modificaciones en la subunidad
PA, han mostrado una baja barrera de resistencia al baloxavir marboxil. Este profarmaco
esta aprobado en todo el mundo. El Favipiravir actia como sustrato alternativo de PB1
incorporandose en el ARN viral lo que genera viriones no viables a través de mutagénesis
letal. Sin embargo, a pesar de ser un antiviral de amplio espectro actualmente solo esta
disponible en Japdn (Ison et al., 2021).

Finalmente, los inhibidores de HA no se han desarrollado ni utilizado clinicamente en el
mismo grado que otros antivirales. El modo de accidn de estos inhibidores es interferir con
la union de la HA al receptor o la fusiébn mediada por la HA; por lo que, van dirigidos al
dominio de unién al receptor o al tallo que contiene al péptido de fusion. El primer farmaco
utilizado clinicamente como inhibidor de la fusion de la envoltura viral con la membrana
endosomal inducida por la HA fue el Arbidol. Este farmaco de amplio espectro
actualmente se encuentra en ensayos clinicos de fase lll y IV en EUA, y en los cuales no

se ha reportado resistencia antiviral (Ginex et al., 2021).

Recientemente, varios compuestos han mostrado una actividad in vitro prometedora como
inhibidores de la fusiéon. La ter-butilhidroquinona (TBHQ) es una molécula pequefa que,
como el Arbidol, interfiere con la fusién viral. El tallo de HA, al estar mas conservado que
el dominio de la cabeza, se ha estudiado como un objetivo para anticuerpos ampliamente
neutralizantes. Sobre la base de las interacciones moleculares de estos anticuerpos con
los epitopos del tallo, se identific6 una molécula pequefia, JNJ4796, que imita las
interacciones de los anticuerpos del tallo ampliamente neutralizantes. Los inhibidores de
la funcién peptidica como el Flufirvitide-3 que inhibe los subtipos H1, H3, H5 y los virus de
influenza B in vitro y en hurones, se esta evaluando en un ensayo clinico de fase Il en
EUA.
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Los inhibidores del sitio de unién al receptor de la HA, son moléculas que imitan el efecto
de los residuos de acido sidlico en los receptores de la célula huésped bloqueando la
unién de la HA al receptor celular. Estos incluyen sialilglucopolimeros, sialdsidos

dendriticos y liposomas que contienen 4cido sialico (Bai et al., 2021).
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Figura 1.6 Mecanismo de accion de los antivirales actualmente disponibles en el
mercado durante el ciclo de replicacién del virus de influenza. Creado con
Biorender.com y Power point.

14



CAPITULO |

1.5 Plantas medicinales como fuente de nuevos antivirales

La rapida evolucién de los VIA conduce a una reduccion en la eficacia de las vacunas, y la
aparicion de cepas resistentes vuelve a los medicamentos actuales ineficientes para
lograr un efecto terapéutico 6ptimo. Esto ha impulsado la continua investigacién para la
busqueda de nuevos medicamentos antivirales (Flerlage et al.,, 2021). Varios enfoques
han sido utilizados con este objetivo, incluido el uso de productos naturales para el

desarrollo de nuevos antivirales (Nielsch et al., 2016).

Se han descubierto farmacos para el tratamiento de una gran variedad de enfermedades
mediante el cribado de compuestos naturales de animales, microorganismos, organismos
marinos y plantas. (Yin et al., 2021). Sin embargo, el uso de plantas con fines curativos se
remonta al principio de la historia de la humanidad, cuando el hombre recurria a la
naturaleza en busca de su alimento y remedios para mejorar su salud (Akram et al.,
2018).

Los productos naturales con potencial actividad antiviral para el tratamiento de
enfermedades respiratorias causadas por virus (Influenza, COVID-19), representan una
de las alternativas de preparacion para el control y la prevencion de futuras pandemias.
El Acido shikimico un producto natural que fue aislado e identificado a partir del fruto de la
planta japonesa lllicium religiosum, sirvi6 como material de partida para la sintesis del
farmaco Tamiflu (inhibidor de la neuraminidasa), que se utiliza en el tratamiento y la
profilaxis de los virus de la influenza A y B (Rawat et al., 2013). En la actualidad, el 25%
de los medicamentos prescritos son de origen vegetal; asi, varios medicamentos contra el
cancer y antiinfecciosos se han obtenido a partir de productos vegetales. Cabe mencionar
que, en muchas partes del mundo, la gente sigue utilizandolas plantas tradicionales y sus
productos para su salud, su modo de vida y su atencion sanitaria primaria; se han
registrado aproximadamente 2.500 especies de plantas medicinales en todo el mundo

para tratar una gran variedad de dolencias y enfermedades (Kapoor et al, 2017).

Las plantas tienen una variedad de metabolitos secundarios como flavonoides, terpenos,
lignanos, cumarinas y alcaloides que tienen diversas actividades antiinfecciosas, asi como
actividades antioxidantes (Akram et al., 2018). Se han reportado varios estudios de estos
fitoquimicos que exhiben propiedades antivirales con diferentes virus como dengue, zika,

chikungunya, hepatitis, rotavirus, herpes, influenza, VIH y VPH (Oliveira et al., 2017).
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Los flavonoides constituyen compuestos polifendlicos secundarios en las plantas que
poseen actividad antioxidante, antibacterial y antiviral. Estan ampliamente presentes en
muchas frutas, semillas y vegetales como resultado del estrés abidtico (Zakaryan et al.,
2017). Las investigaciones mas recientes sobre flavonoides se han centrado en los
aspectos de su consumo en la salud humana. Especialmente, se han investigado
diferentes flavonoides naturales que exhiben propiedades antivirales (Wang et al., 2020).
Se ha informado que la quercetina, un flavonol ampliamente distribuido en las
angiospermas, presenta varios mecanismos de accién contra diferentes virus, como
inhibicion de la replicacién del virus del dengue (Zandi et al., 2011), inhibicion de la fusion
del VIA (HIN1, H3N2 y H5N1), mediante bloqueo de la unién de la HA (Wu et al., 2015).

La Baicaleina un metabolito bioactivo proveniente de Scutellaria baicalensis, posee
actividad anti-neuraminidasa contra las cepas A/FM1/1/47(H1N1) y A/Tailandia/K(H3N2)
(Gao, Zu, Wu, Liu, & Du, 2011; Xu, Dou, Zhang, Guo, & Zhou, 2010). Las catequinas
EGC y EGCG provenientes del té verde mostraron efectos inhibitorios sobre la
acidificacion de endosomas y lisosomas contra los virus de influenza Ay B (Roomi et al.,
2008; Yang et al., 2014). Otro flavonoide que ha sido reportado con actividad antiviral
contra influenza es la luteolina, un cristal amarillo, abundante en varias hierbas
medicinales, frutas y verduras, que presenté inhibicion de la neuraminidasa en la cepa
A/Jinan/15/90 (H3N2) (Liu et al., 2016); también se reporté que inhibe la fusion celular,
interfiriendo en las primeras etapas del ciclo viral de las cepas A/Jiangxi/312/2006 (H3N2)
y A/Fort Monmouth/1/1947 (H1N1) (Yan et al., 2019).

OH OH O

Galato de epigalocatequina Quercetina Baicaleina Luteloina

Figura 1.7 Estructuras de flavonoides reportados con actividad antiviral. Creado
con ChemDraw y Power point.
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Los alcaloides son metabolitos secundarios nitrogenados, que son sintetizados por las
plantas a partir de aminoacidos. Los alcaloides generalmente estan presentes en las
plantas superiores y poseen varias actividades biolégicas como anticancerigenas,
antibacterianas, antivirales y antiasmaticas (Qiu et al., 2014). En un estudio, se informé
que la homonojirimicina (HNJ), un alcaloide extraido de Commelina communis, exhibe
una fuerte actividad inhibitoria contra la infeccion por influenza en estudios in vivo, en los
que los ratones infectados con la cepa A/PR/8/34 virus (HLN1) mostraron una buena tasa

de supervivencia (Zhang et al., 2013).

La dendrobina, un alcaloide de la planta Dendrobium nobile, tiene la capacidad de unirse
a la nucleoproteina (NP), restringiendo la exportacién nuclear, evitando asi la replicacion
ARN viral en cepas del VIA, incluidas A/FM-1/1/47 (H1N1), A/Puerto Rico/8/34 H274Y
(HIN1) y A/Aichi/2/68 (H3N2). Ademas, se demostré que los efectos sinérgicos de la
dendrobina y el zanamivir inhiben significativamente la replicacion del virus de la influenza
A (Li et al., 2017). La hirsutina, un alcaloide aislado de Mitragyna hirsuta fue reportado con
actividad antiviral contra A/Philippine/2/82 (H3N2), inhibiendo la replicacion viral
(Takayama et al.,, 1997). La berberina extraida de las raices de Hidrastis canadensis,
inhibid el crecimiento de las cepas de influenza A/PR/8/34 (H1IN1) y AWS/33A (H1N1). Se
sugirié que el posible mecanismo era un efecto postraduccional que estaria inhibiendo el
trafico/maduracion de las proteinas del virus (Cecil et al., 2011). Los alcaloides, con su
efecto inhibidor sobre la replicacion del virus de la influenza, pueden considerarse
moléculas prometedoras, aunque se requieran estudios mas completos para poder

utilizarse en el futuro (Moradi et al., 2018).

Homonojirimicina (HNJ) Dendrobina Hirsutina Berberina

Figura 1.8 Estructuras de alcaloides reportados con actividad antiviral. Creado
con ChemDraw y Power point.
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Los terpenos estan formados por 5 unidades de carbono o unidades de isopreno con
hidrocarburos simples; pertenecen a la categoria mas grande de metabolitos secundarios.
Por otro lado, los terpenoides son solo formas modificadas de terpenos con varios grupos
funcionales en diferentes posiciones. Los terpenoides, también llamados isoprenoides,
son compuestos naturales presentes en las plantas y tienen un papel importante en
productos farmacéuticos, terapéuticos y tratamientos a base de hierbas (Perveen et al.,
2018).

Los triterpenoides dilucidados de plantas y otros organismos tienen diversas actividades
biologicas, incluida actividad antiviral. En un estudio realizado por Yu et al. (2014)
informaron sobre ciertos triterpenos pentaciclicos (Y3, Q8, Figura 1.9) que exhiben
caracteristicas de estructura conservada y con actividad antiviral in vitro contra el virus de
influenza A/WSN/33 (H1N1); los estudios de acoplamiento molecular indicaron que los
triterpenoides se unen fuertemente a la HA, interrumpiendo la interaccion de esta proteina
con el receptor de acido sialico y, por lo tanto, la unién del virus a la célula huésped (Yu et
al., 2014).

Y3 Qs 30 R=CH,C¢Hs

Figura 1.9 Estructuras de triterpenoides reportados con actividad antiviral (Wang
etal., 2016, Yu et al., 2014).

En otro estudio realizado con triterpenos pentaciclicos conjugados con acido ascorbico,
los derivados obtenidos fueron evaluados contra el virus A/WSN/33 en células MDCK. El
derivado de acido betulinico (30, Figura 1.9) mostro la actividad antiviral mas significativa;
y de acuerdo con los resultados de los ensayos biolégicos encontraron que el mecanismo

de accion es sobre las etapas tempranas del ciclo de replicacion viral.
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Finalmente, con andlisis de acoplamiento molecular, determinaron que inhibia la entrada
viral, mediante el bloqueo de la HA (H. Wang et al., 2016). Los triterpenoides y los
esteroides en general son componentes naturales que entre sus propiedades biolégicas
incluyen actividad antiviral. Diversos estudios realizados informan su capacidad de unirse
fuertemente a la HA, interrumpiendo la union del virus a los receptores celulares
(Kazakova et al., 2010; Mehrbod et al., 2021).
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1.6 Erythrostemon yucatanensis

El género Erythrostemon pertenece al grupo Caesalpinia, un gran clado pantropical que
comprende unas 205 especies de plantas de la subfamilia Caesalpinioideae
(Leguminosae). La delimitacion de sus géneros ha sufrido cambios considerables, y la
actual clasificacion del grupo Caesalpinia basada en la filogenia reconoce 26 géneros,
incluido Erythrostemon, que comprende 31 especies, todas ellas ampliamente distribuidas
en el sur de Estados Unidos, México y América Central (Gagnon et al., 2016). Los
géneros pertenecientes a este grupo son poco conocidos, no obstante, los arboles o
arbustos de este grupo son ampliamente utilizados en la medicina tradicional por sus
propiedades medicinales. Es asi que en los ultimos afios se han realizado investigaciones
en diferentes plantas pertenecientes a este grupo, donde se informa acerca de sus
actividades bioldgicas.

En un estudio realizado por Rosado-Aguilar et al. (2017) informaron de la actividad
acaricida de los extractos metandlicos de las hojas de Cenostigma gaumeri (Rosado-
Aguilar et al., 2017). Por otro lado, Biancea sappan; ha mostrado en diferentes estudios
tanto actividad antiviral (A. Liu, Shu, Qin, Lee, & Du, 2009) como antioxidante (Meiyanto et
al., 2019). En otras plantas de este grupo se han identificado propiedades que incluyen,
analgésicos y antihiperglucémicos (Guilandina bonduc) (Liu et al., 2020), antidiabéticas y
antituberculosas (Moullava digyna) (Kumar et al.,, 2012), antiinflamatoria (Caesalpinia
pulcherrima) (Rao et al., 2005), y para el tratamiento de diferentes afecciones como la
lepra (Caesalpinia crista) (Gaurav et al., 2020), el resfriado comun y asma (Caesalpinia
minax) (Maurya et al., 2012). Sin embargo, adn falta un gran camino por recorrer para que
las plantas medicinales puedan ser reconocidas y aplicadas como tratamientos efectivos

contra diversas enfermedades.

Erythrostemon yucatanensis (Greenm.) Gagnon & GP Lewis, taa k'in che (nombre maya),
es un arbol que llega a medir hasta 10 metros de altura y se encuentra distribuido
ampliamente en la selva mediana subperennifolia, en la selva baja caducifolia y en la
vegetacion secundaria de la Peninsula de Yucatan (Solis-Rodriguez et al., 2020), donde
se utiliza ampliamente como lefia y sus flores para la produccién de miel (Quiroz-Carranza
et al, 2010). En la medicina tradicional maya la infusién de sus ramas se utiliza para el

tratamiento de enfermedades de filiacion cultural (mal aire) (Martha et al., 2014).
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Como parte de la busqueda de metabolitos biolégicamente activos con base en su uso en
la medicina tradicional Maya, se realizé un cribado en la flora del sureste de México, y se
encontré que el extracto metanolico de la corteza de tallo de E. yucatanensis (Greenm.)
posee actividad antiviral contra el virus de Influenza A(H1N1) en etapas tempranas del
ciclo de replicacion viral (Cetina-Montejo, 2012). Posteriormente, se realizd el
fraccionamiento del extracto de la corteza de tallo y se estudié su actividad antiviral contra
cepas de influenza A (H1N1), concluyendo que las fracciones de baja polaridad del
extracto presentan actividad antiviral a nivel de co-tratamiento en el ensayo de reduccion
de efecto citopatico contra las cepas de virus de influenza A/Yucatan/2370/09 (H1N1) y
A/México/INDRE797/10 (H1N1). Una de las fracciones, (B4), presentdé hasta 90% de
inhibicion de unidades formadoras de placas. Estos resultados indican que los
componentes bioactivos obtenidos a partir del extracto de tallo de E. yucatanensis podrian
estar blogueando la entrada del virus a la célula (May-May, 2013). En el presente trabajo
se pretende determinar la potencial actividad antiviral del extracto de la corteza de tallo E.
yucatanensis; en las etapas tempranas del ciclo de replicacién viral

21



CAPITULO |

JUSTIFICACION

El riesgo latente del surgimiento de una epidemia o pandemia a causa de un nuevo Vvirus,
es bastante alto. La pandemia causada por el SARS-CoV-2 demostrd la carencia de
estrategias para el control y prevencion de enfermedades emergentes. Si bien las
estrategias de mitigacién no farmacéuticas (distanciamiento social, restricciones de viaje y
movimiento, medidas de higiene) han reducido la circulacién de la influenza, este tipo de
estrategias se ven limitadas por su deficiente cumplimiento y por aplicarlas de manera
tardia. Las enfermedades respiratorias como la influenza son un problema de salud
global. Debido a la capacidad que tienen los virus de evolucionar constantemente les
permite escapar de la respuesta inmune de los organismos hospederos, haciendo que las
vacunas Y los antivirales actualmente disponibles sean ineficaces. Por tal motivo, es de
suma importancia la busqueda de nuevos esquemas para el tratamiento de la influenza
debido a la resistencia que desarrollan los virus a los tratamientos actuales. Las plantas
medicinales representan una alternativa viable que han mostrado gran potencial para el
desarrollo de nuevos agentes terapéuticos a través del conocimiento de la medicina

tradicional.
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HIPOTESIS

Los componentes obtenidos de la corteza del tallo de Erythrostemon yucatanensis
(Greenm.) Gagnon & GP Lewis presentan actividad antiviral contra cepas del virus de
Influenza A (H1N1) mediante la inhibicion de la proteina viral hemaglutinina, y la
modificacion quimica de estos metabolitos podria provocar cambios en su actividad
biolégica.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Aislar e identificar los componentes de Erythrostemon yucatanensis (Greenm.) Gagnon &
GP Lewis con actividad anti-hemaglutinina y determinar el efecto de la modificacion

estructural en su actividad biologica.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

v' Fraccionar de manera biodirigida el extracto crudo de la corteza del tallo de

Eryhrostemon yucatanensis.
v" Elucidar la estructura quimica de los componentes aislados de manera biodirigida.
v' Evaluar la actividad anti-hemaglutinina de los componentes identificados.

v' Determinar el efecto de la modificacion estructural de los componentes con actividad

anti-hemaglutina.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

El diagrama de la estrategia experimental se resume en cuatro fases (Figura 1.11):

1. Preparacion de material vegetal para la extraccion.

2. Fraccionamiento biodirigido del extracto hasta aislar los componentes bioactivos.

3. ldentificacién y modificacién quimica de los componentes bioactivos aislados.

4. Evaluacion biolégica de los componentes identificados y sus derivados.

Preparacion de Fraccionamiento Identificacion de ERcavos Bioléelcos
material vegetal biodirigido componentes ¥ &

Corteza de tallode
E. yucatanensis

g

Secado y molienda

9

Maceracion
estatica con MeOH

8

Concentracién de
extracto

Cromatografia en
columna preparativa

$

HPLC con columna
semi-preparativa

¥

Cromatografia en capa
delgada preparativa

¥

Ensayo de inhibicion
de hemaglutinacién

Espectroscopiay
Cromatografia

2

Resonancia
magnética nuclear

\ 4

Cuantificacion por
CG-FID

Modificacion
quimica (Acetilacion)

Citotoxicidad

A

Ensayo en placay
TCIDs,

A g

Ensayo de reduccion
de efecto citopatico

$

Ensayo de Inhibicion
de unién

Figura 1.10 Diagrama de estrategia experimental a seguir para el aislamiento e
identificacién de los componentes con actividad anti-HA presentes en la corteza
de tallo de Erythrostemon yucatanensis.
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2 CAPITULOII

FRACCIONAMIENTO BIODIRIGIDO DEL EXTRACTO DE CORTEZA DE TALLO
DE ERYTHROSTEMON YUCATANENSIS (GRENM) GAGNON & GP LEWIS

2.1 INTRODUCCION

El uso de plantas con fines curativos se remonta al principio de la historia de la
humanidad cuando el hombre recurria a la naturaleza en busca de su alimento y remedios
para mejorar su salud. Por medio de aciertos y errores aprendié acerca de las plantas
curativas y este conocimiento se transmitio a través de los siglos (Akram et al., 2018). En
los ultimos afios las formulaciones farmacolégicas relacionadas con las plantas estan
siendo muy valoradas para tratar infecciones virales. Los componentes quimicos
identificados en diferentes plantas han mostrado actividad antiviral gracias a sus efectos
biolégicos, ya que a través de diversos analisis se encontré6 que estos componentes
bioactivos logran bloguear el ciclo de replicacion viral en diferentes etapas (Oliveira et al.,
2017). Algunos de estos componentes, se dirigen a la envoltura viral, otros a las proteinas
de membrana viral, otros son capaces de inhibir la formacién del genoma viral o detienen
la union de los viriones a la maquinaria celular del huésped y por consiguiente su
reproduccién. Otros mas han logrado destruir enzimas necesarias para la codificacion

viral (Kapoor et al., 2017).

El desarrollo de nuevos agentes con potencial terapéutico a partir de compuestos
bioactivos de origen natural, representa uno de los objetivos principales de la
investigacion médica actual (Flerlage et al., 2021). Por lo que, en la blusqueda de posibles
candidatos con actividad antiviral, los extractos de plantas se someten a procesos de
separacion utilizando tanto técnicas cromatograficas y ensayos biologicos que sirven
como guia para el aislamiento de los componentes de interés. En estudios anteriores se
reportd que el extracto de corteza de tallo de E. yucatanensis reducia el efecto citopético
a nivel de co-tratamiento de dos cepas de virus de influenza AH1IN1(A/Yucatan/2370/09,
A/México/INDRE797/10 resistente a oseltamivir) (Cetina-Montejo, 2012; May-May, 2013)
de modo que los componentes en E. yucatanensis podrian estar bloqueando la unién del

virus a la célula huésped mediante la inhibicién de la HA viral.
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En el caso del Virus de Influenza A, la proteina viral HA es la responsable de la unién del
virus al receptor de la célula huésped (De Graaf et al., 2014). Por lo tanto, en el presente
capitulo se describe el fraccionamiento biodirigido del extracto metandlico de la corteza de
tallo de E. yucatanensis empleando el ensayo de inhibicibn de hemaglutinacién (IHA),
para determinar si los componentes presentes en las fracciones del extracto bloguean la
actividad de unién de la HA viral, y asi aislar los componentes con actividad antiviral
contra los Virus de influenza AH1IN1 A/Yucatan/2370/09 y A/IMéxico/INDRE797/10.

28



CAPITULO Il

2.2 MATERIALES Y METODOS

2.2.1 Colectay procesamiento del material vegetal: Extracto metandlico (EY)

Las muestras de material vegetal de la corteza de tallo de E. yucatanensis (Greenm.)
Gagnon & GP Lewis se recolectaron en el municipio de Oxcutzcab, Yucatan. Con ayuda
del M. C. Francisco Chi May, taxénomo de la unidad de Recursos Naturales del CIEY
(Figura 2.1) se realizaron 3 colectas; la primera el 15 de noviembre de 2018, la segunda el
14 de mayo de 2019 y la tercera el 6 de junio de 2019. Una vez obtenidas las ramas se
procedio a recuperar la corteza de los tallos y se colocé en una camara de secado con luz
artificial a una temperatura de 60°C durante 72 horas. Posteriormente, la corteza seca fue
sometida a un proceso de molienda con un molino de cuchillas marca Pagani utilizando la
malla #5, finalmente el material vegetal resultante fue pesado y almacenado en bolsas
herméticas a -20°C para su posterior uso.

CAESALPINIA YUCATANENSIS
LEGUMINOSAE L 4
K'ANPOK OLK'UM
TABASCO, PENINSULA DE
YUCATAN, GUATEMALA

Figura 2.1 Erythrostemon yucatanensis (Greenm.) Gagnon & GP Lewis (nombre
maya: taa k'in che) fotos tomadas en el jardin botanico Roger Orellana del Centro
de investigacion cientifica de Yucatan, en enero del 2019.
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La corteza de tallo seca y molida fue extraida mediante maceracién estatica con metanol
(MeOH) grado industrial durante 24 horas a temperatura ambiente. Este proceso se repitid
3 veces. El extracto obtenido se filtr6 y concentré a presién reducida y temperatura de
40°C, en un evaporador rotatorio de la marca Bichi 011 acoplado a un recirculador de
agua fria y vacio PVK 700 (Figura 2.2). El extracto crudo fue almacenado a 4°C en
frascos de vidrio herméticos y protegidos de la luz natural, para posteriormente ser
fraccionado de manera biodirigida mediante técnicas de cromatografia liquida con ayuda
del ensayo de inhibicion de hemaglutinacion.

Figura 2.2 Maceracion estatica con metanol de la corteza del tallo de E.
yucatanensis, filtracion y concentracion del extracto crudo metandlico en un
rotavapor a presion reducida.
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2.2.2 Ensayo deinhibicién de hemaglutinacion (IHA)

Los virus de la influenza tienen la capacidad de aglutinar eritrocitos a través de la
interaccion de la HA, con receptores de acido sialico en la superficie de los eritrocitos.
Con suficientes particulas virales, la interaccién entre ambos forma una red que evitaran
que estos precipiten como un pequefio sedimento en el fondo de una placa de
microtitulacion (Figura 2.3). La inhibiciébn de la reaccion de aglutinaciéon por antisueros
especificos del subtipo HA es la base del ensayo de inhibicion de la hemaglutinacién
(IHA).

Inhibicion de la
Hemaglutinacion

Inhibicién parcial de
la Hemaglutinacién

Hemaglutinacion

Figura 2.3 Interpretacion de resultados obtenidos en placa para los ensayos de
inhibicién de hemaglutinacién (Creada con Power point).

Se empled el ensayo IHA para el fraccionamiento biodirigido de los componentes con
actividad antiviral para lo cual las fracciones a evaluar se prepararon en viales ambar a
una concentracion de 10 mg/mL en dimetil sulféxido estéril (DMSO, Sigma-Aldrich). Para
el ensayo IHA se utilizaron dos cepas de virus de influenza (HLN1): A/Yucatan/2370/09 y
A/México/INDRE797/10. Cabe mencionar que estas dos cepas son virus pandémicos
aislados durante la pandemia de 2009 en México. Se prepararon diluciones dobles
seriadas en solucion salina de fosfatos, PBS pH 7.2 (Invitrogen) de cada una las
fracciones a evaluar (100, 50, 25, 12.5 pg/mL). El proceso consistié en mezclar 25 L de
virus a 4 UHA con 25 pL de las fracciones de extracto y se incubaron durante 1 hora a
una temperatura de 4°C en placas de 96 pozos con fondo “U”. Después, se agregaron 50
UL de una solucion al 1% de eritrocitos de pava recién colectados y se incubaron

nuevamente durante 1 hora a 4°C.
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Los pocillos que muestren hemaglutinacion completa se registran como positivos para HA,
mientras que los pocillos con una formacion de botdn se registran como negativos para
HA, es decir, positivos para la inhibicibn de HA; los pocillos con formacion parcial del
boton (méargenes borrosos o aspecto de dona) se registran como hemaglutinacion
incompleta (Figura 2.2). Los controles utilizados para el ensayo incluyeron eritrocitos,
virus mas eritrocitos y fracciones de extracto mas eritrocitos. La densidad éptica de las
fracciones (y sus respectivos controles) se midieron a 700 nm en un lector de placas. La
ecuacion 1 estima el porcentaje de inhibicion de hemaglutinacion.

1HA% = 29F — DOv 1 0004

DOg= densidad optica de las fracciones
DOg= densidad optica de los eritrocitos
DO,= densidad 6ptica de virus

IHA%= porcentaje de inhibicion de
hemaglutinacién

Ecuacion 1 Porcentaje de inhibicion de hemaglutinacion (IHA)
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2.2.3 Fraccionamiento biodirigido del extracto EY

El extracto EY fue sometido a procesos de fraccionamiento con el objetivo de identificar y
cuantificar posibles candidatos con potencial terapéutico contra cepas de virus de
Influenza A. La cromatografia comprende una serie de técnicas que han sido utilizadas
ampliamente para separar los diferentes componentes presentes en extractos vegetales
de interés. Su fundamento consiste en un método fisico de separacién en el que los
componentes a separar se distribuyen en dos fases, una de las cuales constituye un lecho
fijo de gran desarrollo superficial (fase estacionaria) y la otra un fluido (fase mévil) que
pasa a través o a lo largo del lecho fijo. Para fines del presente proyecto las dos fases se
eligieron de tal forma que los componentes después de ser separados se lograron
analizar de manera cualitativa y cuantitativa; ademas se utilizaron técnicas de
cromatografia de adsorcion soélido-liquido para finalmente establecer un método
cromatogréfico para la adecuada separacion de los componentes con actividad anti-

hemaglutinina. A continuacién, se describen los diferentes métodos empleados.

2.2.3.1Cromatografia en capa delgada (CCD y cromatografia en capa delgada

preparativa CCD-P)

La CCD se basa en el principio clasico de la cromatografia de adsorcion donde los
componentes de una mezcla se separan por afinidades diferenciales. La fase estacionaria
es normalmente gel de silice que recubre una superficie de placa inerte (vidrio o aluminio).
Se deposita una pequefia cantidad de la muestra en un extremo de la placa, que se
coloca verticalmente en una camara cerrada con un disolvente organico (fase movil). La
fase movil se desplaza hacia arriba por capilaridad y los componentes de la muestra
migran a distancias variables en funcién de su afinidad por las fases estacionaria y movil.
Cuando el disolvente llega a la parte superior de la placa, ésta se retira de la camara de
desarrollo y se deja secar en una campana de extracciéon de humos. Los componentes
separados aparecen como puntos en la placa, y se evalua el factor de retencion (RF) de

cada componente (ecuacion 2).

Distancia recorrida por el componente

Distancia recorrida por el disolvente

Ecuacion 2 El factor de retencion (Rf).
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En general, cuanto mas fuerte se une un compuesto a la fase estacionaria adsorbente,
mas despacio se desplaza hacia arriba en la placa. Las fracciones de interés se
analizaron mediante cromatografia en capa delgada (CCD) de fase normal para lo cual se
utilizaron cromatofolios de gel de silice 60F254 de 0.2mm de espesor y soporte de
aluminio de la marca Merck. La visualizacién de los componentes se ejecuté en una
camara UV, 245y 365 nm de longitud de onda (Chromato-Vue® C-75), como revelador se
empled una solucién al 4% de acido fosfomolibdico con sulfato cérico en &cido sulfarico al
5%. Para la cromatografia en placa preparativa se usaron placas de TLC de vidrio Silica
gel 60 Fzs4 25 (20%20 cm) con sistema de elucion de fase normal. La placa es depositada
en una camara cromatogréfica con el sistema de elucion seleccionado para después ser
transferida a una campana de extraccion de humos. Una vez que los disolventes se
evaporan de la placa, la placa es observada bajo luz UV (onda larga y corta), delineando
las bandas de interés con un lapiz, para el caso que los compuestos de interés adsorban
luz ultravioleta. En caso contrario, una seccién de la placa es cortada con un cincel con
punta de diamante, siendo esa seccién revelada con la solucién de acido fosfomolibdico,
para localizar las bandas de interés en la placa restante. Una vez localizadas las bandas
de interés, el gel de silice adherido a la placa es removido con mucho cuidado con ayuda
de una espatula o bisturi y el polvo obtenido, transferido a un matraz erlemeyer. Para
extraer los componentes, la gel de silice (polvo) se disolvié en diclorometano (CH:Cl,) y
se sonicd durante 15 min; finalmente se filtr6 y concentr6 a presion reducida a una
temperatura de 40°C, en un evaporador rotatorio de la marca Bichi 011 acoplado a un
recirculador de agua fria y vacio PVK 700. Las fracciones obtenidas se almacenaron en

viales color @&mbar previamente tarados a 4°C y protegidas de la luz.

2.2.3.2 Cromatografia de particién

La cromatografia de particibn o cromatografia liquido-liquido se fundamenta en el
fendmeno de distribuciéon de una mezcla de solutos (fracciones o muestras que se desean
separar) entre dos fases inmiscibles. El reparto o distribucion del soluto tiene lugar
atendiendo a la solubilidad preferencial de los componentes entre la fase estacionaria y la
fase movil, lo cual depende de su polaridad. La cromatografia de particion liquido-liquido
se realiz6 siguiendo el procedimiento reportado por Borges-Argaez y colaboradores en el
afio 2002. Este proceso consistid en una extraccién sucesiva de tres repeticiones con

disolventes grado industrial, utilizando un embudo de separacion y un sistema de elucion
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de fase normal con Hexano, Metanol y Acetonitrilo (Hx/MeOH/ACN) a una proporcién
3:1:1 vivlv, obteniéndose 2 fracciones de diferentes densidades que fueron concentradas
a presion reducida a una temperatura de 40°C, en un evaporador rotatorio de la marca
Buchi 011 acoplado a un recirculador de agua fria y vacio PVK 700. Los respectivos
extractos organicos obtenidos se depositaron en frascos de vidrio herméticos previamente

tarados y se almacenaron a 4°C para posteriormente ser utilizadas.

2.2.3.3 Cromatografia liquida de vacio (CLV)

La CLV se recomienda mayormente para el fraccionamiento de extractos crudos, sin
embargo, en algunas ocasiones se ha utilizado para aislar compuestos puros. Debido a
que es una técnica de menor complejidad comparada con otras técnicas cromatograficas
es ampliamente utilizada para la separacién de metabolitos secundarios de plantas. En la
CLV la fase movil fluye a través de la fase estacionaria asistida por vacio, para este
proceso se utilizé Gel de silice 60 de un tamafio de malla de 200-400 (Sigma-Aldrich,
Missouri, Estados Unidos) como fase estacionaria y disolventes de grado industrial
Metanol (MeOH), Acetato de etilo (AcOEt) y Hexano (Hx) como fase mévil. En un embudo
Buchner, el gel de silice previamente disuelto en Hx, se empaco bajo vacio para obtener
la maxima compresion de particulas. Los extractos crudos y fracciones se aplicaron en
seco y fueron procesadas con sistemas de elucibn de polaridad ascendente con
disolventes de grado industrial siguiendo una elucién escalonada, es decir, se va
aumentando escalonadamente la proporcion del disolvente polar a medida que los
productos menos polares vayan eluyendo de la columna. Las subfracciones resultantes se
concentraron a presién reducida a una temperatura de 40°C, en un evaporador rotatorio
de la marca Bichi 011 acoplado a un recirculador de agua fria y vacio PVK 70, luego

fueron almacenadas en viales color ambar previamente tarados a 4°C y protegidas de luz.

2.2.3.4 Cromatografia en columna flash (CCF)

El fundamento de la CCF consiste en hacer pasar la fase mévil o eluyente con la presion
que ejerce un gas comprimido en la parte superior de la columna, es considerada una
version acelerada de la cromatografia convencional, esta técnica se popularizo siendo
esta una alternativa a la cromatografia alimentada por gravedad. Para este estudio se
empled un equipo Isolera one Biotage con una columna de fase normal: 10g SNAP
ULTRA Biotage HP-Sphere de 25 pum de tamafio de particula, un volumen de columna de

17 mL. Las fracciones a separar se aplicaron disueltas en diclorometano (DCM), el
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sistema de elucién fue de polaridad creciente utilizando n-hexano y acetato de etilo
(Hx/AcOEt) de grado industrial con un caudal de 36 mL/min. Las subfracciones
resultantes se concentraron a presién reducida a una temperatura de 40°C, en un
evaporador rotatorio de la marca Blchi 011 acoplado a un recirculador de agua fria y
vacio PVK 70, luego fueron almacenadas en viales color ambar previamente tarados a

4°C y protegidas de luz.

2.2.3.5 Cromatografia liquida de ultra alto rendimiento (UHPLC UV-DAD)

La cromatografia UHPLC al igual que en otros métodos cromatogréficos participa la fase
movil y la fase estacionaria con la muestra de interés, sin embargo, es considerada una
evolucion de la cromatografia en columna clasica. Las distintas fuerzas quimicas y fisicas
que actian entre la mezcla a analizar y las dos fases determinan la retencion y
separacion de cada uno de los componentes de la mezcla. Los componentes con mayor
afinidad con la fase estacionaria se desplazaran con menor velocidad que aquellos que
presentan menor afinidad, estas diferencias de velocidades dan origen a la separacion de
los componentes. Este método de fraccionamiento se realiz6 con un equipo UHPLC-UV-
DAD (Detector con Arreglo de diodos) Ultimate 3000 (Thermo Scientific) acoplado con una
columna preparativa de C18 de la marca Thermo Scientific de 250 mm por 20 mm de
ancho con un tamafio de particula de 5 um. Para la elucion de los componentes se utilizé
un sistema isocrético con un caudal de 8.5 mL/min con ACN:MeOH:H,O (85:10:5 v/v/v)
con un volumen de inyeccion de 500 pL y un tiempo total de analisis de 80 min. Los
cromatogramas se obtuvieron a una longitud de onda de 208 nm y se colectaron
manualmente las fracciones de interés y se concentraron a presion reducida a una
temperatura de 40°C, en un evaporador rotatorio de la marca Bilchi 011 acoplado a un
recirculador de agua fria y vacio PVK 70, luego fueron almacenadas en viales color ambar

previamente tarados a 4°C y protegidas de luz.

2.2.3.6 Cromatografia de permeacion en gel (CPG)

También conocida como cromatografia de exclusion molecular, esta cromatografia, a
diferencia de otras técnicas de cromatografia en columna utiliza moléculas de polimero
(por ejemplo, Sephadex) como fase estacionaria. Las moléculas pequefias entran en los
poros de las particulas del polimero y descienden lentamente lo que indica un mayor
tiempo de retencién y migracion a lo largo de la columna, mientras que las moléculas

grandes no pueden entrar en los poros de menor tamafio y descienden mas rapido. En

36



CAPITULO II

esta técnica la separacidn de componentes quimicos se basa en la separacion por
tamafio de las moléculas a través del polimero, por lo tanto, no hay interaccion quimica
entre las moléculas de polimero y los componentes quimicos. El rango de separacion
debe elegirse cuidadosamente ya que se requieren columnas muy largas. Como fase
estacionaria se empled Lipophilic Sephadex con un tamafio de particula de 20-100 um, la
fase maovil fue MeOH en sistema de elucion isocratico, las muestras se aplicaron disueltas
en el sistema de elucion a utilizar. Una vez reunidas las fracciones resultantes fueron
concentradas a presion reducida con una temperatura de 40°C, en un evaporador
rotatorio de la marca Buchi 011 acoplado a un recirculador de agua fria y vacio PVK 70,
luego fueron almacenadas en viales color &mbar previamente tarados a 4°C y protegidas

de luz.

2.2.3.7 Cromatografia de adsorcién por gravedad (CCA)

La CCA fue uno de los primeros trabajos realizados, como una de las primeras técnicas
empleadas en la separacion; ésta se realiza en virtud de las diferencias de
comportamiento de las sustancias que desean separarse, atendiendo a su adsorcion
preferencial por la superficie de la fase estacionaria mientras se mueven por la accién de
la fase movil. Es importante sefialar que la adsorcion es un fendbmeno superficial, que no
involucra interacciones quimicas entre los componentes a separar y la fase estacionaria.
La adecuada eleccion de la fase movil y estacionaria es fundamental para el éxito de la
CCA. Usualmente se utilizan disolventes organicos para controlar la fuerza de elucion la
cual esta relacionada con su polaridad, es decir, a mayor polaridad, mayor fuerza de
elucién. La silica gel o gel de silice es la fase estacionaria mas utilizada para la
cromatografia de adsorcién. En este caso se emple6 como fase estacionaria gel de silice
de la marca Sigma Aldrich, 60 A de tamafio de poro, 70-230 mesh, y como fase movil se
utilizé un sistema de elucion de polaridad creciente, con Hx/AcOEt/MeOH de grado
industrial. Las fracciones a separar se aplicaron en seco y las subfracciones resultantes
se concentraron a presién reducida a una temperatura de 40°C, en un evaporador
rotatorio de la marca Biichi 011 acoplado a un recirculador de agua fria y vacio PVK 70,
luego fueron almacenadas en viales color &mbar previamente tarados a 4°C y protegidas

de luz.
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2.3 RESULTADOS

2.3.1 Extracto de corteza de tallo de Erythrostemon yucatanensis

Después de ser sometida al proceso de secado la corteza de tallo fresca (42 Kg) perdio
45% de peso. A partir de las 3 colectas realizadas en los meses de noviembre de 2018, y
mayo-junio de 2019, después de la molienda se obtuvo tuvo un total de 23 kg a partir de
material seco. Mediante maceracién estatica utilizando metanol se extrajo la corteza de
tallo. La reduccion del tamafio de las particulas aumenta la superficie de contacto entre el
disolvente y el material vegetal, lo que permite mejor extraccion. El extracto metandlico
obtenido tenia una coloracién verde oscuro y textura oleosa. Los rendimientos variaron de
acuerdo con la fecha en que fueron colectadas. En la primera colecta, en época de lluvias,
el rendimiento de extracto metandlico fue del 2% aproximadamente, mientras que en la
segunda y tercera colectas que corresponden a la época de secas, el rendimiento
aumento al 4.5% (Tabla 2.1)

Tabla 2.1 Rendimiento de extractos de corteza de Erythrostemon yucatanensis y
de las fracciones obtenidas de la particion liquido-liquido.

Corteza |Corteza Rendimiento Extracto Parte Rendimiento

Colecta fresca seca Extracto MeOH MeOH Hx Parte Hx
_ (Kg) (Kg) (%) )] (%)

gmgowembre 8.2 4.49 b > 99.2

14 mayo 2019 | 9.5 5.5 4.5 252.0 122.05

06 junio 2019 | 24.4 13.06 4.4 574.6
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2.3.2 Fraccionamiento del extracto MeOH (EY)

La cromatografia de particion liquido-liquido del extracto EY, consistié en una extraccion
sucesiva de tres repeticiones con disolventes grado industrial. El extracto MeOH total se
dividié en varios lotes para su particién, cada lote fue disuelto en 200 mL de MeOH, luego
se agregaron 200 mL de ACN agitando hasta homogenizar la mezcla, se agregaron 600
mL de Hx para lavar y se procedié a sonicar la mezcla durante 30 min a temperatura
ambiente. Posteriormente, la mezcla fue depositada en un embudo de separacién. Se
obtuvieron 2 fases de diferentes densidades (Figura 2.4); la fraccion més densa
corresponde a una mezcla de ACN/MeOH (EY1), y la fraccion menos densa esta disuelta
en Hx (EY2). El proceso de lavado a la parte ACN/MeOH con Hx se repiti6é 2 veces mas.
Las partes EY1 y EY2 fueron concentradas a presion reducida a una temperatura de
40°C, y las fracciones se almacenaron en frascos de vidrio herméticos previamente
tarados (Figura 2.5A). El rendimiento de la fracciébn hexénica a partir del extracto
metandlico fue de 11.95%, es decir, un total de 122.5 g. Los datos de rendimientos
generales se encuentran en la Tabla 2.1.

Figura 2.4 Extracto metandlico de la corteza del tallo de Erythrostemon
yucatanensis (izquierda), particion liquido-liquido del extracto utilizando una
mezcla de disolventes MeOH/ACN/HXx (1:1:3), utilizando un embudo de
separacién (derecha).
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En la Figura 2.5B se presentan resultados en placas de cromatografia en capa delgada
(CCD) para el extracto metandlico y la parte hexanica obtenidos de la corteza de tallo de
E. yucatanesis. En ambos se observan bandas representativas a la longitud de onda de
360 nm, de clorofila (fluorescencia en rojo), y también bandas en colores azul y verde, de
igual forma, a la longitud de onda de 254 nm se observan diferentes bandas. De acuerdo
con el perfil cromatografico observado de la particion liquido-liquido, se trata de fracciones
complejas con un gran numero de componentes. Utilizando un sistema de mediana alta
polaridad no lograron separarse adecuadamente, en cambio con el sistema de baja a
mediana polaridad se lograron distinguir perfectamente las diferentes bandas de los
compuestos. Por lo tanto, se determiné que la parte hexanica se debia separar mediante
cromatografia liquida de vacio utilizando un gradiente de disolventes de Hx y AcOEt para
separar por polaridad los diferentes componentes.

“ Corteza de tallo de Extracto metanolico Parte Hexanica
E. yucatanensis

Hx/Ace/MeOH 80:18:2 Hx/AcOEt 80:20

Maceracion
MeOH

Extracto MeOH
EY

Particion
Hx/ACN/MeOH

Parte ACN/MeOH
EY1 360 nm 250 nm 360 nm

Figura 2.5 Fraccionamiento del extracto de corteza de tallo de Erythrostemon
yucatanensis. (A) Diagrama de proceso de extraccion. (B) Cromatografia en capa
delgada del extracto metanolico crudo y de la parte hexanica.
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2.3.3 Fraccionamiento de la parte hexanica (EY2) por CLV

La parte Hx (EY2) fue fraccionada mediante CLV, siguiendo el proceso de May et al. en
2013 para lo cual se utilizdé un percolador de 13 cm de diametro, la altura de la silica fue 5
cm, y se realizaron 3 diferentes columnas con 40 g de muestra. En la Tabla 2.2 se
muestra el sistema de elucién de polaridad creciente (Hx/AcOEt), asi como el volumen
empleado. Se obtuvieron un total de 22 fracciones, y de acuerdo con sus perfiles en CCD
(Figura 2.6A) se reunieron en 14 fracciones (Tabla 2.2). El rendimiento de cada fraccion
fue diferente entre si; EY23 fue la de mayor masa y EY21 la de menor masa.

Tabla 2.2 Rendimiento de fracciones obtenidas por cromatografia liquida de vacio
de la parte hexanica (EY2).

Fraccién Sistema (%) Volumen Nomenclatura Peso
Hx/ACOEt  (mL) )

1 100:00 500:00
2 99:01 49505 | Y2l 1.64
3 98:02 49010 | EY22 271
4 97:03 48515
5 96:04 48020 | EY23 35.66
6 94:06 47030
92:08 46040 | EY24 10.28
90:10 45050 | EY25 7.2
88:12 44060 | EY26 772
86:14 43070 | Ev27 8.59
84:16 42080 | Ev28 4.89
12 82:18 410-90
8020 400100 | EY2° 6.92
78:22 390:110
70:30 350:150 | £Y210 5.58
60:40 300:200
50:50 250:250 | EY211 4.80
30:70 200:300
20:80 150:350
10:90 100:400 | EY212 715
00:100 1000 Ev213 519
100 MeOH | 1000 EY214 11.55
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Hexano/Acetato de etilo (70:30) Hexano/Acetato de etilo (70:30) Hexano/Acetato de etilo (70:30)

A2 1 234656 38 qip\icizidn

Revelador universal |

Corteza de tallo de
E. yucatanensis

Maceracion
MeOH

Extracto MeOH

EY

Particion
Hx/ACN/MeOH

vLC

HxACORt
Dooooonoonooon

Figura 2.6 Fraccionamiento de EY2 (Parte Hx). (A) Cromatografia liquida de
vacio (CLV). (B) CCD de las 14 fracciones obtenidas.

En la Figura 2.7 se presentan los resultados del ensayo IHA de las 14 fracciones
obtenidas de la parte hexanica; en este primer monitoreo la mayoria de las fracciones
mostraron actividad IHA con excepcion de EY21, EY22 y EY27. Las fracciones que
mostraron la mayor actividad inhibitoria en el ensayo IHA fueron EY24, EY25, EY26,
EY211 y EY212. En el caso de EY212, a la concentracion de 100 pg/mL presento
inhibicion parcial. Para el control viral se utilizaron 3 UHA, la baja concentracion de virus
usada inicialmente no provocé la hemaglutinacion de los eritrocitos. Por lo tanto, fue
necesario repetir el ensayo para confirmar la actividad de estas fracciones.
Adicionalmente, se redujo la concentracion inicial de las fracciones a 50 pg/mL, y se
omitieron las fracciones EY21, EY22 y EY27 que no presentaron actividad IHA en el

primer monitoreo.
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Titulo viral

EY21 EY22 EY23 EY24 EY25 EY26

(ug/ml) EY27 EY28 EY29 EY210 EY211 V E
100 (kT oo
50
25

12.5
100

50
25
12.5

EY212 EY213 EY214

de las 14 fracciones obtenidas de la parte hexanica mediante CLV.
(V=virus+eritrocitos; E=eritrocitos).

Figura 2.7 Resultados de actividad IHA de las fracciones, del primer monitoreo

En la Figura 2.8A se pueden observar los nuevos resultados, las Unicas fracciones que
presentan inhibicion parcial a 6.25 pg/mL son EY211 y EY212. Mientras que las
fracciones EY24, EY25, EY26 y EY29 presentan inhibicion completa a 50 y 25 pug/mL, solo
la fraccion EY26 mostré inhibicion total a 12.5 pg/mL. Los resultados obtenidos del
porcentaje de inhibicion de hemaglutinacion para las fracciones de EY2 (parte hexanica)
se muestran en la Figura 2.8B. Las fracciones que presentan menor inhibicion son EY23,
EY213y EY210, en el caso de EY210 esta presenta un 78% de inhibicién a concentracion

de 50 pg/mL, sin embargo, se consideran mejores candidatas las fracciones que
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presentan inhibicidbn en bajas concentraciones, como son EY24, EY25, EY26, EY211 y
EY212 ya que tienen porcentaje de inhibicion alrededor del 90%. Las fracciones EY26 y
EY11 , obtuvieron porcentaje de inhibicidon cerca de 95% a concentracion de 25 ug/mL por
lo que estas dos fracciones son candidatas para continuar con el aislamiento e

identificacion de los componentes que inhiben a la proteina viral hemaglutinina.

EY23 EY24
. \
50 {0 W
25
12.5

6.25

50
25

12.5

6.25 ((

EY212 EY213 V E

\ \ \ LN A
EY210 EY211

100

90

8

7

6

5

4 I I
3 = -

1 E i il

N [l I Il‘ 1

EY23 EY24 EY25 EY26 EY29 EY210 EY211 EY212 EY213

o o o o o o o

Porcentaje de inhibicién de hemaglutinacién (%)
o

m50(ug/mL) W 25(ug/ml) m12.5(ug/mL) ™ 6.25(ug/mL)
Concentracion de las fracciones

Figura 2.8 Ensayo IHA. (A)Resultados de IHA de las fracciones de EY2. (B)
Porcentaje de IHA de las fracciones de la parte hexanica (EY2).
(V=virus+eritrocitos; E=eritrocitos)
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2.3.4 Fraccionamiento de EY26 por CLV

La fraccion EY26 se someti6 a un proceso de separacion mediante CLV. Las
caracteristicas de la columna fueron las siguientes: altura de la columna fue de 5.5 cmy el
didmetro de 2.5 cm, el peso de la muestra fue de 1.0124 g. Con este proceso se pretendid
separar los compuestos en 3 grupos: polares, medianamente polares y apolares. Como
sistema de elucion se utilizé Hx/AcOEt de manera escalonada. En Tabla 2.3 se presentan
los pardmetros del sistema y el volumen empleado, dando como resultado 7 fracciones
(Figura 2.9B). La fraccion con mayor rendimiento fue EY2612, la fraccibn con menor
rendimiento fue EY2617. Posteriormente todas las fracciones se analizaron por CCD,
utilizando un sistema de Hx/AcOEt (70:30).

Tabla 2.3 Rendimiento de fracciones obtenidas por cromatografia liquida de vacio
de la fraccién EY26

Fraccién ' Sistema (%) | Volumen Nomenclatura
 Hx/AcOEt | (mL)

Rendimiento

1 | 100:00 50:00

p) 100:00 50:00 Ey261l 13.0
3 90:10 45:05 EY2612 355.8
4 90.10 45:05 EY2613 262.0
5 75:25 32.5:12.5 EY2614 201.1
6 75:25 32.5:12.5 EY2615 20.4
7 50:50 25:25

8 50:50 25:25 212
9 00:100 00:50 EY2616 '

1 00:100 00:50

1 100 MeOH | 50 EY2617 11.2

En la Figura 2.9A se observan los perfiles cromatogréaficos de las fracciones de EY26,
donde la fraccién EY2615 presenta un perfil cromatografico menos complejo. También se
puede observar que las primeras fracciones tienen la misma banda que se ve en EY2615,
lo que indica que el método de separacion debe modificarse. Por lo tanto, los resultados
del porcentaje de inhibicion de hemaglutinacion ayudaron a determinar cuéles fracciones
podrian ser utilizadas para continuar con el proceso de aislamiento. Es importante resaltar

gue la CLV es un proceso de separacion no tan fino como otras cromatografias.
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Hexano/Acetato de etilo (70:30)

1 23 456 738

1 23 456 738

&

1 23 456 78

254 nm

360 nm

Revelador universal

ONOH LN =

EY26

EY2611
EY2612
EY2613
EY2614
EY2615
EY2616
EY2617

Corteza de tallo de E.

yucatanensis

Maceracién
MeOH

Extracto MeOH

34

Particién
Hx/ACN/MeOH

VLC
Hx/AcOEt

EY26

VLC
Hx/AcOEt

EY2611
EY2612
EY2613
EY2614

EY2615
EY2616
EY2617

Figura 2.9 Fracciones de EY26 obtenidas mediante CLV. (A) Cromatografia en
capa delgada de las fracciones obtenidas de EY26. (B) Diagrama de
fraccionamiento.

En la Figura 2.10A se muestran los resultados de IHA; se observa que todas las

fracciones tienen actividad. Las fracciones EY2612, EY2613 y EY2614 muestran la mayor

inhibicion. Las fracciones EY2615 y EY2617 fueron las que obtuvieron mayor porcentaje

de inhibicion en comparacién con las demés fracciones, sin embargo, el rendimiento de

estas fue muy bajo; en el caso de las fracciones EY2612 y EY2613 también tuvieron

inhibicion cerca del 90% y un mayor rendimiento. Las fracciones que mostraron mayor

inhibicion tienen en comun la banda que se encuentra a Rf=0.48 (recuadro rojo). Como se

puede ver en las placas de CCD de la Figura 2.9A. Debido a que se tenia poca cantidad

de esta fraccion fue necesario modificar el método de separacion. Para aumentar la

cantidad de esta fraccion se realizaran fraccionamientos por Cflash a la fraccion EY2612.
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“(ug/mL) EY26 EY2611 EY2612 EY2613 EY214
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Figura 2.10 Placa de IHA y porcentaje de inhibicion de hemaglutinacion de las
fracciones de EYA2B6 obtenidas mediante CLV. (V=virus+eritrocitos;
E=eritrocitos).
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2.3.5 Fraccionamiento de EY2612 por CCF

EY2612 fue la fraccion mas abundante y mostrd actividad biolégica prometedora, por lo
que 100 mg de esta se fraccionaron mediante cromatografia en CCF utilizando el equipo
Isolera one Biotage. El proceso de fraccionamiento se llevé a cabo mediante elucién con
polaridad creciente con Hx/AcOEt; en la Tabla 2.4 se presenta sistema empleado para el
fraccionamiento de los componentes. Se obtuvieron en total 14 tubos, los cuales se
analizaron mediante CCD (Hx/AcOEt, 90:10) y se reunieron las fracciones con perfiles
similares para ser evaluadas con el ensayo IHA (Figura 2.11).

Tabla 2.4 Rendimiento de fracciones obtenidas en la cromatografia flash (EY262)

Fraccibn  Sistema (%) Volumen | Tubos Nomenclatura = Rendimiento
columna | reunidos m

Hx/AcOEt

Inicio Hx

100 2 1,2 EY2612A1 .
100 95 2 3,45,6,7,8 EY2612A2 7.7
95 90 2 9,10 EY2612A3 53.6
90 80 2 11,12,13,14 | EY2612A4 0.012
80 50 2

50 0 1

Adicionalmente, EY2612 (275 mg) se fraccion6 mediante cromatografia en columna flash
utilizando el equipo Isolera one Biotage. Sin embargo, a diferencia del anterior
fraccionamiento, en este caso se obtuvo el gradiente de disolventes de manera
automatica introduciendo el valor del Rf de las bandas de interés obtenidas en CCD
(EY262); el sistema de elucion fue Hx/AcOEt. En la Tabla 2.5 se presenta el gradiente del
sistema empleado para el fraccionamiento de los componentes. Se obtuvieron en total 21
tubos los cuales se analizaron mediante CCD (Hx/AcOEt, 90:10) y se reunieron las
fracciones con perfiles similares para también ser evaluadas con el ensayo IHA (Figura
2.11A). Comparando ambos métodos, no hubo gran diferencia en cuanto a la complejidad
de los perfiles cromatogréfico, ya que las fracciones EY2512A3 y EY2512B3, tienen las
mismas bandas y a su vez las de mayor rendimiento. Las fracciones con perfil de menor
complejidad son EY2512A2 y EY2512B2. Sin embargo, la mayoria de las fracciones
presentan compuestos similares, solo diferenciandose en intensidad de las bandas entre

cada fraccién (Figura 2.11B).
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Tabla 2.5 Rendimiento de fracciones obtenidas en la CCF (EY2612)

Fraccion | Sistema (%) Volumen Tubos Nomenclatura = Rendimiento

columna reunidos (mg)

Hx/AcOEt
Inicio Fin Hx
Hx
98 98 3 EY2612B1 .
98 98 1 4-7 EY2612B2 11.1
98 80 10 8-11 EY2612B3 124.4
80 80 2 12-14 EY2612B4 27.2
80 80 3.2 15-21 EY2612B5 6

22 EY2612B6 0.3

Hexano/Acetato de etilo (80:20) Corteza de tallode E.

yucatanensis

Extracto MeOH
EY

Hexano/Acetato de etilo (80:20)

Particién
Hx/ACN/MeOH

VLC
Hx/AcOEt

VLC
Hx/AcOEt

b
———— ¢ | IR
1. EY2612A1 1. EY2612B1
2. EY2612A2 WSS WSCE 2. EY2612B2
3. EY2612A3 , 3. EY2612B3
EY2612A1 4. EY2612B4
4. EY2612A4 vseiss
5. EY2612B5
EY2612A3
EY2612A4 6. EY2612B6

Figura 2.11 Fraccionamiento de EY2612. (A) CCD de los tubos colectados por
CCF1 utilizando un sistema de polaridad creciente. (B) Diagrama de
fraccionamiento. (C) CCD de los tubos colectados por CCF2 utilizando como
referencia Rf=0.46. (D) Fracciones obtenidas mediante CCF1. (E) Fracciones
obtenidas mediante CCF2.
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Las fracciones de EY2612 separadas mediante CCF con 2 procesos distintos fueron
evaluadas con el ensayo IHA. La Figura 2.12 muestra los resultados obtenidos para cada
una de las fracciones, donde todas las fracciones presentan actividad IHA. Las fracciones
EY2612A2 y EY2612B4 fueron las que mostraron mayor inhibicion hasta la concentracion
mas alta empleada (50 pg/mL). Las fracciones presentan la misma cantidad de
compuestos, solo diferenciandose en la cantidad de cada uno. En la figura 2.11 se puede
observar la diferencia de intensidad de las bandas entre cada fraccion. Los componentes
presentes en estas fracciones son los que podrian estar inhibiendo a la proteina viral
hemaglutinina.
(ng/mL) EY26 EY2612 EY2612A1 EY2612A2 EY2612A3 EY2612A4

50

25

12.5 |

6.25

50
25
12.5

6.25 ¥

EY2612B1 EY2612B2 EY2612B3 EY2612B4 EY2612B5 V E

Figura 2.12 Resultados de IHA de las fracciones de EY2612 mediante CCF. Los
resultados encerrados en el recuadro corresponden a las fracciones de mayor
rendimiento. (V=virus+eritrocitos; E=eritrocitos)

2.3.6 Fraccionamiento de EY26: UHPLC UV-DAD (ACN/MeOH/H,0)

Adicionalmente, como proceso de prueba para el aislamiento y purificacion de posibles
componentes con actividad anti-HA en EY26, se emple6 un sistema de UHPLC-UV-DAD
utilizando una columna preparativa. Para la elucién de los analitos se utiliz6 un sistema
isocratico con ACN:MeOH:Agua (85:10:5, v/viv) (Figura 2.13B). Para este proceso se
utilizaron 3 g de la fraccion EY26, y se colectaron los componentes de interés de la
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siguiente manera: EY2631=7-15 min, EY2632=16-17 min, EY2633=17-18 min,
EY2634=21-24 min, EY2635=30-34 min. Las muestras colectadas fueron secadas a
presion reducida utilizando un rotavapor de ultra alto vacio y posteriormente se calculé su
rendimiento (Tabla 2.6). En la Figura 2.13A se pueden observar los perfiles
cromatograficos de las 5 fracciones obtenidas, donde la Unica que presenta un perfil

diferente es EY2633, y las otras fracciones presentan perfiles similares entre si.

Tabla 2.6 Rendimiento fracciones de EY26 obtenidas mediante UHPLC-UV-DAD.

Fraccibn  Tiempos de Retencion Nomenclatura

min
EY2631

16-17 EY2632 120.3
17-18 EY2633 187.3
21-24 EY2634 105.8
30-34 EY2635 11.2

Corteza de tallo de E.
yucatanensis

Maceracién
MeOH

| Hx/ACOEt (80:20) |

EY26

EY2631
EY2632 |
EY2633 |
EY2634
EY2635 |

Extracto MeOH
EY

Particién
Hx/ACN/MeOH

@GV G RO 2

Parte Hx
EY2

VvLC
Hx/AcOEt

@ o &3

UHPLC-UV-DAD
ACN/MeOH/H,0

EY2631
EY2632

EY2633
EY2634
EY2635

Figura 2.13 Fraccionamiento de EY26. (A) CCD de las fracciones obtenidas
mediante UHPLC. (B) Diagrama de fraccionamiento.
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Las fracciones EY2634, EY2633 y EY2632 fueron evaluadas con el ensayo IHA; en la
Figura 2.14 se presentan los resultados obtenidos para cada una de ellas. Solo EY2634
presentd actividad IHA; las fracciones EY2633 y EY2632 no presentaron inhibicién a
ninguna de las concentraciones empleadas. La fraccion EY2634 al tener actividad IHA
puede ser un control para el aislamiento de compuestos de las otras fracciones ya que, a
pesar de no ser un compuesto puro, fue la fraccion mas cristalina que se ha obtenido
hasta ahora, ya que un un polvo blanco (consistencia oleosa).

(ng/mL) EY2634 EY2633 \' E

100 /BV;/D«F)/D(/.\/ >(/( )(/(/(’
JE@CCIC[OB BN,

25

50 AN A /’< INNSNT N {\»\ /‘\,.; \‘\/

JC00000000

BOOCRCOO008
EY2632

Figura 2.14 Ensayo IHA de las fracciones de EY26 mediante UHPLC. La fraccion
EY2634 fue la Unica que mostrd actividad IHA. (V=virus+eritrocitos; E=eritrocitos).

2.3.7 Fraccionamiento de EY2634 mediante Cromatografia en placa preparativa

La fraccion EY2634 fue la Unica muestra de las obtenidas con el UHPLC que mostro
actividad IHA, por lo que se procedié a su fraccionamiento (Figura 2.15A). Su perfil
cromatografico en CCD mostr6 dos bandas mayoritarias. Por tanto, para la separacion de
estas dos bandas se realiz6 CCD en placa preparativa; 17 mg de EY2634 se fraccionaron
utilizando como sistema de elucion Hx/CH.Cl,/An a concentracion de 80:10:10 v/v/v. Las
dos bandas mayoritarias; TO1 y TO2 (Figura 2.15B), fueron recuperadas en varios pasos.
Primeramente, la silica raspada fue sumergida en diclorometano (con algunas gotas de
MeOH) y sonicada durante 15 min. Posteriormente se fitltr6 y concentré a presion
reducida y se calculé su rendimiento (Tabla 2.7). Finalmente, fueron etiquetadas y

almacenadas para posteriormente ser evaluadas mediante el ensayo de IHA.
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Tabla 2.7 Rendimiento de fracciones obtenidas en CCD-P (EY2634).
Rf

Fraccion

0.46 TO1

Nomenclatura

Rendimiento

(peso)
2.72 mg

0.31 TO2

6.4 mg

Corteza de tallo de E.
yucatanensis

Maceracién
MeOH

Extracto MeOH
EY

Particién
Hx/ACN/MeOH

Parte Hx

EY2

vLC
Hx/AcOEt

EY26

UHPLC-UV-DAD
ACN/MeOH/H,0

EY2634

Placa preparativa
HxICH,Cl,/An

Hx/CH,Cl,/An

EY2634
| CCD preparativa

Hx/AcOEt (so:zo)

(8:1:1)

EY26 31 32 33 34 35
TO1

Hx/CH,Cl,/An (8:1:1)
-

34 T02 TO1

Figura 2.15 Fraccionamiento de EY2634 mediante CCD-P. (A) Diagrama de
fraccionamiento. (B) CCD-P de EY2634, TO1 Rf=0.46 y TO2 Rf=0.31. (C) CCD
de fracciones de EY26. (D) CCD de EY2634, TO1y TOZ2.

2.3.8 Fraccionamiento de EY26: Cromatografia en columna de adsorcién

Para separar TO1 y TO2 las dos bandas de interés, fue necesario fraccionar nuevamente

EY26. Cabe mencionar que estas dos bandas fueron identificadas en las fracciones con

mayor actividad IHA (Figura 2.16). Una muestra de 1.3 g de EY26 se fraccioné mediante

cromatografia en columna de adsorcion, utilizando como fase estacionaria gel de silice.

Las medidas de la columna fueron 3.5 cm de diametro y la altura de 27 cm; el sistema de

elucién empleado fue de polaridad creciente con Hx/AcOEt. Se colectaron 261 tubos, los

cuales fueron monitoreados por CCD utilizando Hx/CH2Cl,/An, teniendo como volumen

muerto los primeros 40 tubos. Las fracciones obtenidas fueron 9 (Tabla 2.8).
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“ Corteza de tallo de E. u HX/CHZCIZ/An (8:1:1)
yucatanensis " 3 3

Ma“«;eer:::én ) 1- EY2634
2-TO1
Extracto MeOH 3-TO2
13 4- EY26A
Particién 5- EY268
Hx/ACN/MeOH 6- EY26C
7- EY26D
Parte Hx 8- EY26D2
. 9- EY26E
10- EY26F
HX)QLC% e 11- EY26G
(N (T ‘. 12- EY26H

13 9sSC LB 2y

EY26

CCA
Hx/AcOEt

Columna de
Gravedad
fraccion EY26

Figura 2.16 Fraccionamiento de EY26 mediante cromatografia en columna de
gravedad. (A) Diagrama de fraccionamiento. (B) CCD de las fracciones
obtenidas. (C) Columna de gravedad empleada.

Tabla 2.8 Rendimiento de componentes aislados de en la cromatografia en
columna de adsorcion (EY26).

Fraccion Tubos ' Sistema (%) Nomenclatura Rendimiento
reunidos Hx/AcOEt (%)
1-42 100:00 Vol. muerto -
43-52 80:20 EY26A 108.0
53-79 80:20 EY26B 124.9
80-105 80:20 EY26C 142.8
106-186 80:20,70:30; 50:50 | EY26D 247.5
187-196 25:75 EY26E 250.6
197-204 25:75 EY26F 226.0
205-218 00:100 EY26G 65.8

219-231 00:100 EY26H 45.6

232-261 MeOH EY26I N/D

©oo~NOO Ol WNPE O
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Se plante6 establecer un método para obtener la mayor cantidad posible de TO1y TO2 a
partir de las fracciones que presentan estas dos bandas (EY24, EY25 y EY26). En la
Figura 2.16B se muestran las fracciones reunidas donde se pudo identificar que en
EY26B y EY26C se encontraba TO1, mientras que en EY26C, EY26D y EY26D2 se
encontraba TO2. La fraccion EY26D2 es un precipitado que se obtuvo de la fraccion
EY26D, el cual fue colectado manualmente con una espatula y se lavé con MeOH y Hx
quedando finalmente un polvo cristalino con textura oleosa con rendimiento de 65 mg. Las
fracciones fueron etiquetadas y almacenadas para posteriormente ser evaluadas con el
ensayo IHA.

(e/mL) Ey2634 EY2634  EY2634 TO1

50
25
12.5

6.25 [

50
25
12.5

6.25

T02 EY26B EY26C  EY26D2

Figura 2.17 Ensayo IHA de TO1, TO2 y fracciones de EY26 obtenidas por CCG
gue en CCD mostraron bandas que corresponden a TO1ly TO2.
(V=virus+eritrocitos; E=eritrocitos).

Las fracciones EY2634, TO1, TO2, EY26B, EY26C y EY26D2 fueron evaluadas con el
ensayo IHA. En la Figura 2.17 se presentan los resultados obtenidos para cada una de
ellas. Donde EY2634 presentd actividad IHA en concentraciones de 50 y 25 pg/mL, al
igual que TOl1l y EY26B. Por el contrario, TO2 mostr6 actividad IHA a las 4
concentraciones empleadas, al igual EY26C y EY26D2. De acuerdo con los resultados
observados TO2 es la fraccién que posee actividad IHA prometedora, ya que todas las
fracciones que presentan la banda de TO2 poseen actividad IHA (Figura 2.17).
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2.3.9 Fraccionamiento de EY24: Cromatografia liquida de vacio

Después de probar varios métodos de separacion se determind que la fraccion EY24 se
debia fraccionar, mediante CLV basandose en los parametros de la columna de gravedad
anteriormente realizada para aislar la fraccion de interés TO2. Una vez que se verificé el
perfil cromatografico de EY?24, se procedié con el fraccionamiento mediante cromatografia
liquida de vacio (CLV) utilizando un percolador de 5 cm de diametro, con gel de silice a
una altura de 7.5 cm. Se utilizé un sistema de elucion de polaridad creciente empleando
Hx/AcOEt (Tabla 2.9). Cada una de las fracciones obtenidas se analizd6 por CCD y se
reunieron las fracciones con perfil similar donde se identific6 TO2 en las fracciones EY242
y EY243 (Figura 2.18A). Al igual que en el proceso anterior se obtuvo un precipitado que
corresponde a TO2 (Figura 2.18B). Se colecto con una espatula, se lavé con metanol y

hexano.

Tabla 2.9 Rendimiento de componentes aislados en la cromatografia liquida de
vacio de EY24

Rendimiento
eso

Fracciobn @ Sistema (%) Volumen | Nomenclatura

Hx/AcOEt (mL)

1 100:00 250:00

2 90:10 225:25 Ev24l 7.878 g
3 90:10 225:25

4 80:20 200:50 EY242 611 mg
5 80:20 200:50

6 75:25 187.5:625 | E'248 412.4mg
v 75:25 187.5:62.5

8 50:50 125:125 EY244 303.9 mg
9 50:50 125:125 EY245 62.6 mg
1 100 (MeOH) | 250 EY246 129.5 mg
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ﬂ Hx/CH,Cl,/An (8:1:1)

“ Corteza de tallo de E.
yucatanensis

Maceracién
MeOH

Extracto MeOH

EY

Particién
Hx/ACN/MeOH

VLC
Hx/AcOEt

EY24

- EY241
- EY242
- EY243
- EY244
- EY245
- EY246
- EY242a

VLC
Hx/AcOEt

1
2
3
4
5
6
7

Figura 2.18 Fraccionamiento de EY24 mediante cromatografia liquida de vacio
(CLV). (A) Diagrama de fraccionamiento. (B) CCD de fracciones obtenidas, la
banda sefialada en circulo rojo corresponde a TO2.

2.3.10 Fraccionamiento de EY25: Cromatografia liquida de vacio

Al igual que con EY24, se procedid con el fraccionamiento de EY25 mediante
cromatografia liquida de vacio (CLV) utilizando un percolador de 5 cm de diametroy 7.5
cm de altura. Se utilizé un sistema de polaridad creciente empleando Hx/AcOEt (Tabla
2.10). Se identifico TO2 en EY252 y EY253 (Figura 2.19B). Finalmente, al igual que con
las fracciones de EY24, TO2 se obtuvo mediante lavados con MeOH y Hx.
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Tabla 2.10 Rendimiento de componentes aislados en la CLV de EY25.

Rendimiento
(peso)

Fraccion | Sistema (%) Volumen  Nomenclatura
Hx/AcOEt (mL) |

1 100:00 250:00

2 90:10 225:25 Ev251 4.0102 g
3 90:10 225:25

4 80:20 20050 EY252 1643 g
5 80:20 200:50

5 75:25 187.5:625 | EY2°8 12049
7 75:25 187.5:62.5

8 50:50 125:125 EY254 300 mg
9 50:50 125:125

: T 555 EY255 384.9 mg
1 100 (MeOH) | 250 EY256 233.6 mg

Maceracién
MeOH

“ Corteza de tallo de E. n
yucatanensis Hx/CH,Cl,/An (8:1:1)
F\ -

Extracto MeOH
EY

Particién
Hx/ACN/MeOH

VLC
Hx/AcOEt

VLC 1- EY241
Hx/AcOEt 2_ EY242
3-EY243
4- EY244
5-EY245
6- EY246
7- EY242a

Figura 2.19 Fraccionamiento de EY25 mediante cromatografia liquida de vacio
(CLV). (A) Diagrama de fraccionamiento. (B) CCD de fracciones obtenidas, la
banda sefialada en circulo rojo corresponde a TO2.
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2.3.11 Fraccionamiento de EY212: Cromatografia de permeacién en gel

La fraccion EY212 mostrd inhibicion de la hemaglutinacién. Una muestra de 500 mg de
EY212 fue fraccionada mediante cromatografia de permeacién en gel (CPG) con la
finalidad de separar los compuestos con actividad biologica y determinar qué proceso de
separacion es el mas adecuado. Para la columna cromatogréafica se utiliz6 como fase
estacionaria Sephadex, las medidas de la columna fueron 2 cm de didmetro y la altura fue
de 33 cm. La fase movil fue MeOH en sistema de elucién isocratico (Tabla 2.11). Se
colectaron 46 tubos con volumen de 3 mL y se analizaron mediante CCD (Hx/CH2Cl./An),
60:20:20) y se reunieron las fracciones con perfiles similares (Figura 2.20).

Tabla 2.11 Fracciones obtenidas de la CPG de EY212.

Fraccién Tubos Sistema (%) | Nomenclatura Rendimiento
reunidos MeOH (peso)

1 1-6 100 EY2634A 26.8
2 7-9 100 EY2634B 90.1
3 10-12 100 EY2634C 98.2
4 13-16 100 EY2634D 110.6
5 17-20 100 EY2634E 49.2
6 21-23 100 EY2634F 5.8

7 24-33 100 EY2634G 1.9

8 34-46 100 EY2634H 9.4

9 final 100 EY2634I 9.5
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Corteza de tallo de n CH,Cl,/AcOEt/An (6:2:2) B CCA: fraccién Ev212

E. yucatanensis

1) EY212 S

CPG:fraccion EY212 2) EY212-1
3) EY212-2
4) EY212-3
5) EY212-4
Extracto MeOH 6) EY212-5
CEY 7) EY212-6
8) EY212-7
Particién 9) Ev212-8
Hx/ACN/MeOH 10) EY212-9
11) EY212-10
12) EY212-11

Maceracién
MeOH

Parte Hx
EY2 123456 789101112

VLC
Hx/AcOEt

CH,Cl,/AcOEt/An (6:2:2)

1) EV212
2) EY212-7
3) EY212-8

EY2121

EY2122 4) EY212-9
EY2123 5) EY212-10
ca EY2124 6) Ev212-11
1) EY212 el EY2125 ;; Eziiiﬁ
2) EY212-A EY2126 9) EY212-14
3) EY212-B EY2127 10) EY212-15
4)EV212-C EY212A EY2128 11) EY212-16
5)EY212-D | EY2128 EY2129
6) EY212-E | EY212C EY21210 12345678910
7)Ev212-F EY212D EY21211 .
8) EY212-G EY212E EY21212
9) EV212-H EY212F EY21213
10) EY212-1 EY212G EY21214
EY212H EY21215

EY2121 EY21216

Figura 2.20 Fraccionamiento de EY212. (A) CPG de EY212. (B) Diagrama de
fraccionamiento. (C) CCD de fracciones obtenidas de CPG. (D) CCD de
fracciones obtenidas por CCA. (E) CCA de EY212 obtenidas mediante CCA y
CPG.

2.3.12 Fraccionamiento de EY212: Cromatografia en columna de adsorcion

Una muestra de 3 g de EY212 se fraccion6 mediante cromatografia en columna de
adsorcion (CCA), utilizando como fase estacionaria gel de silice, las medidas de la
columna fueron 3.5 cm de didmetro y la altura final de la fase estacionaria fue de 30 cm.
Como fase movil se utilizé un sistema de elucion de polaridad creciente con Hx/AcOEt y
AcOEt/MeOH, se colectaron las fracciones de 9 mL en tubos de 20 mL. En la Tabla 2.12
se muestra el gradiente de disolventes empleado. Cada una de las fracciones se analizé
mediante CCD (Hx/CH2Clx/An), 60:20:20) y se reunieron las fracciones con perfiles
similares (Figura 2.21). Las fracciones EY212-8 y EY212-9 obtenidas de EY212 mediante
columna de gravedad fueron evaluadas con el ensayo IHA. En CCD estas dos fracciones
mostraron perfiles no tan complejos en comparacién con las otras fracciones obtenidas, y
debido a ello se decidi6 continuar analizandolas. En la Figura 2.22 se observa que de
ambas fracciones tienen actividad IHA incluso a 6.25 pug/mL.
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1
2
3
4
5
6
7
8
9

Tabla 2.12 Fracciones obtenidas en la CCA (EY212).

Fraccion | Sistema (%) | Volumen | Tubos Nomenclatura  Rendimiento
Hx/AcOEt/MeOH | (mL) | reunidos (peso)
70:30 200 1-18 EY212-1 6.8
60:40 200 19-24 EY212-2 11.2
50:50 200 25-30 EY212-3 12.4
35:65 200 31-57 EY212-4 107.5
25:75 200 58-72 EY212-5 179.5
10:90 200 73-84 EY212-6 396.4
00:100 200 85-99 EY212-7 720
75:25 200 100-117 | EY212-8 485.7
50:50 200 118-126 | EY212-9 129.9
25:75 200 127-147 | EY212-10 115.4
00:100 200 148-153 | EY212-11 421.2
00100 154-169 | EY212-12 78

170-191 | EY212-13 18.6
192-201 | EY212-14 8.7
202 EY212-15 16.9
203 EY212-16 13.5
(ng/mL) EY2633 EY2634 EY212-8 EY212-9 E

50

25

8@0@©®®@@
COOOOOOL
OOOOOOOOY

12.

(63}
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Figura 2.21 Ensayo IHA de fracciones de EY112 que mostraron perfiles
cromatograficos mas simples (EY212-8 y EY212-9), comparadas con fracciones
gue anteriormente mostraron actividad IHA. (V=virus+eritrocitos; E=eritrocitos).
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2.3.13 Fraccionamiento de EY212-8: Cromatografia de permeacion en gel

La fraccion EY212-8 (153 mg) mostréd inhibicién de la hemaglutinacion, fue fraccionada
mediante cromatografia en columna de exclusion molecular (Figura 2.22). Para la
columna cromatografica se utiliz6 como fase estacionaria Sephadex; las medidas de la
columna fueron 1 cm de didametro y la altura de 45 cm. La fase movil fue MeOH en
sistema de elucidn isocratico. Se colectaron 90 tubos con volumen de 1 mL, se les realiz6
CCD (Hx/CH2Cl2/An), 60:20:20) y se reunieron las fracciones con perfiles similares (Tabla
2.13).

Tabla 2.13 Rendimiento de Fracciones de la CPG de EY212-8.
Fraccién Tubos SIS EINENCD) Nomenclatura Rendimiento

reunidos MeOH €eso
Vol. muerto
29-53 100 EY212-8A 262.6 mg
54-79 100 EY212-8B 41.4 mg
80-90 100 EY212-8C 12.5 mg

2.3.14 Fraccionamiento de EY212-9: Cromatografia de permeacion en gel

La fraccion EY212-9 (90 mg) mostré inhibicibn de la hemaglutinacion, fue fraccionada
mediante cromatografia en columna de exclusibn molecular (Figura 2.22). Para la
columna cromatografica se utilizO como fase estacionaria Sephadex; las medidas de la
columna fueron 1.5 cm de diametro y la altura final de la silica fue de 45 cm. La fase mouvil

fue MeOH en sistema de elucién isocratico. Se colectaron 90 tubos con volumen de 1 mL,

CCD (Hx/CH2Cl,/An), 60:20:20) y se reunieron las fracciones con perfiles similares (Tabla
2.14).

Tabla 2.14 Rendimiento de Fracciones de la CPG de EY212-9.

Rendimiento
(peso)

Nomenclatura

Fraccion Tubos | Sistema (%)
reunidos | MeOH

1-28 100 Vol. muerto

29-53 100 EY212-9A 50.4 mg
54-62 100 EY212-9B 5 mg
63-69 100 EY212-9C 1.8 mg
70-83 100 EY212-9D 4.71 mg
84-90 100 EY212-9E 13.7 mg
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Corteza de tallo de
E. yucatanensis

Maceracion
MeOH

Extracto MeOH
CEY

Particion
HX/ACN/MeOH

Parte Hx
EY2

vLC
Hx/ACOEt

CCA
Hx/AcOEt
AcOEt/MeOH

EY2121
EY2122
EY2123
EY2124
EY2125
EY2126
EY2127
EY2128
EY2129
EY21210
EY21211
EY21212
EY21213
EY21214
EY21215
EY21216

Figura 2.22 Fraccionamiento de EY212-8 y EY212-9 mediante CPG.
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MeOH

Figura 2.23 Diagrama general de fraccionamiento biodirigido con el ensayo IHA

de los componentes bioactivos en el extracto de corteza de tallo de E.
yucatanensis.
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2.4 DISCUSION

El fraccionamiento biodirigido del extracto de corteza de E. yucatanensis al ser un proceso
complejo fue necesario recurrir a ensayos biolégicos que facilitaran la busqueda de los
componentes bioactivos. Este proceso se realiz6 durante los primeros semestres; donde a
partir de las tres colectas realizadas se obtuvo un rendimiento de 4.4%. Para esta planta
se reportaron rendimientos de 4.4% y 6.27% durante la época de secas (Cetina-Montejo,
2012; May-May, 2013). Por lo tanto, se sugiere que la mejor época para colectar esta

planta y asi obtener un mayor rendimiento es la época de secas.

Adicionalmente, se report6 actividad inhibitoria del virus de influenza AH1N1 en el ensayo
de Reduccion del efecto citopatico a nivel de cotratamiento; Esta actividad esté localizada
en distintas fracciones que muestran un elemento comun (TO2); El rango de
concentraciones activas va de 50 a 6.25 g/mL. Sin embargo, existen otras fracciones
distintas a TO2 (EY24, EY25, EY26, EY211 y EY212) que demuestran actividad inhibitoria
de HA, lo que sugiere que esta especie es rica en compuestos antivirales. Asi también se
evidencio la presencia de actividad IHA en distintas fracciones que inclusive eran mas
activas que TO2 (25 pg/mL). El andlisis por CCD mostré un perfil similar entre las
subfracciones mas activas comparadas con TO2, lo que sugiere que distintas
proporciones de los componentes presentes en TO2 podrian tener un efecto en su
actividad IHA.

Diversas estrategias de fraccionamiento fueron utilizadas para llegar a la mezcla de
fitoesteroles TO2; entre estas la particiébn Hx inicial, seguida de una CLV y una CCG, son
las estrategias mas recomendables para la obtencién de estos componentes hioactivos.
Esto pone en evidencia que los extractos de corteza de E. yucatanensis, son matrices
complejas de compuestos. En un trabajo previo de actividad antiviral de esta especie, se
encontro la presencia de diversos terpenos y esteroles, lo que complica el fraccionamiento
y purificacién de esta especie. Para futuros trabajos con esta especie, se recomienda
realizar una extraccion directa con hexano ya que de esta manera se obtienen matrices
menos complejas y faciles de purificar. Asi mismo, evaluar el efecto de distintas

concentraciones de los componentes activos que se logren identificar en TO2 con la HA.
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3 CAPITULO Il

IDENTIFICACION DE COMPONENTES CON ACTIVIDAD ANTI-HA Y EFECTO
DE LA MODIFICACION QUIMICA DE SU ESTRUCTURA

3.1 INTRODUCCION

Los componentes bioactivos presentes en los extractos vegetales, también conocidos
como metabolitos secundarios, son moléculas quimicas que las plantas producen en
pequefias cantidades. De las cuales algunas tienen funciones especificas que intervienen
en el mecanismo de defensa de las plantas y que al mismo tiempo tienen un importante
valor medicinal (Newman et al., 2016). Como ejemplos de estos metabolitos se
encuentran los compuestos fendlicos, cumarinas, saponinas, esteroles, alcaloides entre
otros (Oliveira et al., 2017).

Las técnicas analiticas como la espectroscopia y la cromatografia constituyen una
poderosa herramienta que permite la obtencién rapida de informacion sobre pequenas
cantidades de muestra (Karpagasundari et al., 2014). Por lo tanto, el empleo de técnicas
analiticas que permitan elucidar la estructura de estos componentes, es fundamental para

determinar sus posibles aplicaciones a futuro.

En el descubrimiento de potenciales farmacos existen diversas estrategias, hasta la
identificacion de una o varias moléculas lider, que posteriormente son sometidas a
modificaciones quimicas, con el objetivo de mejorar sus propiedades de solubilidad,
potencia, absorcion, distribucién, metabolismo, o incluso para la disminucion de sus
efectos secundarios (Gao et al, 2011). Asimismo, algunos farmacos han sido
descubiertos al azar a partir de modificaciones quimicas que mejoran su potencia y
efectividad. En otras palabras, los derivados obtenidos a partir de un componente
bioactivo permiten el andlisis de la relacion estructura-actividad, asi como el
entendimiento de los grupos funcionales de interés que interactian con el sitio activo
(Xiao et al., 2018).

Referente a la identificacion de los componentes presentes en las fracciones con actividad
IHA, la determinacion de las estructuras quimicas se llevd a cabo empleando diferentes

técnicas analiticas, tales como Cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC),
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Espectroscopia infrarroja (FTIR), Cromatografia de gases (CG-MS) y Resonancia
magnética nuclear (RMN). Ademas, se realiz6 la cuantificacion de componentes mediante
cromatografia de gases (GC-FID) utilizando un estandar interno. Finalmente, se determiné
un posible grupo funcional responsable del bloqueo de la proteina viral HA; para ello, se
realizé6 una modificacidon quimica a los componentes activos en TO2, los derivados
obtenidos fueron caracterizados con técnicas analiticas para evaluar el efecto de la

modificacion quimica realizada.
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3.2 MATERIALES Y METODOS
3.2.1 Técnicas cromatogréficas

3.2.1.1 Cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC-UV-Vis)

Las fracciones con actividad IHA se analizaron mediante cromatografia liquida de alta
resolucion HPLC (por sus siglas en inglés), para lo cual se utiliz6 un cromatografo de la
marca Perkin EImer modelo Flexar Fx-20, equipado con un detector UV-Vis y PDA, con
una columna Luna 5u C18 (2), con un tamafio de 250x4.6 mm y un tamafio de poro de
100 A, el sistema de disolventes manejado fue de acetonitrilo (ACN) y agua (H20), con un
gradiente de concentracion, para poder analizar la complejidad de la muestra, los tiempos
de andlisis se establecieron en dos diferentes lapsos uno de 22 min y otro de 60 min; a
una longitud de onda de 220 nm, a un flujo de 0.7 mL/min, y temperatura constante de
48°C.

3.2.1.2 Cromatografia de ultra alto rendimiento (UHPLC-UV-DAD)

Se utilizé un sistema de UHPLC Ultimate 3000 (Thermo Scientific) acoplado con una
columna analitica de C18 de la marca Zorbax Eclipse Plus (Agilent Technologies) de 150
mm por 4.6 mm de ancho con un tamafio de particula de 3.5 ym. Para la elucién de los
analitos se utilizé un sistema isocratico a 1.0 mL/min con Metanol:Acetonitrilo:Agua
(50:25:25, viviv), volumen de inyeccion de 10 yL y un tiempo total de analisis de 40 min.

Los cromatogramas se obtuvieron a una longitud de onda de 210 nm.

3.2.1.3Cromatografia de ultra alto rendimiento UHPLC-MS/MS-QgqQ

Se utilizé un sistema UHPLC Agilent Technologies 1290 infinity con una columna analitica
de C18 de la marca Zorbax Eclipse Plus (Agilent Technologies) de 150 mm por 4.6 mm de
ancho con un tamario de particula de 3.5 um. Se utiliz6 un sistema isocratico a 1.0 mL/min
con Metanol:Acetonitrilo:Agua (50:25:25, v/v/v), volumen de inyeccion de 10 pL y un
tiempo total de analisis de 40 min. El sistema UHPLC se acopl6 a un espectrémetro de
masas de triple quadrupolo 6470 (Agilent Technologies) con fuente de ionizaciéon ESI en
modo negativo con un intervalo de m/z de 100 a 3,000. Para la fuente de ionizacion se
utilizé como gas de ionizacién, Nitrégeno de ultra alta pureza; a un caudal de 13 L/min a
350°C y una temperatura de revestimiento de la fuente de 400°C con un voltaje de 4000

V. La lectura de los iones se realiz6 en monitoreo total de iones.
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3.2.1.4 Cromatografia de gases acoplada un espectrometro de masas GC-MS

Las fracciones TO1l y TO2 se analizaron con cromatografia de gases, con un
cromatografo de la marca Agilent Technologies 740A acoplado a un detector de masas
Agilent Technologies 597C, con una columna Agilent Technologies 190915-433HP-5MS
5% Fenil- 95% metilpolisiloxano (30 m de longitud, 0.25 mm de didmetro y 0.25 um de
espesor de pelicula. Se utiliz6 como gas acarreador Helio, los parametros en el equipo
fueron una temperatura inicial de 120°C por 2 min, incremento de 15°C/min a 200°C en 2
min, y 10°C/min a 300°C en 15 min, y asi permanecio por 15 minutos mas.

3.2.2 Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (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 medicién de 500-4000 cm™ con una resolucién de 4cm™
y 32 scans en el intervalo de longitud de onda antes especificado. Para el tratamiento de
datos: se realizé una compensacién por CO, atmosférico para cada espectro y también se
realizé una correccion del angulo del ATR de diamante empleado (estas correcciones las

realiza el equipo).

3.2.3 Resonancia magnética nuclear (RMN-1H)

La Resonancia Magnética Nuclear (RMN) es cominmente usada para la caracterizacion
estructural de la materia en estado liquido y sélido, por medio de la interaccién de ondas
de radio y los diferentes estados de espin que tienen los nicleos atémicos cuando se
encuentran dentro de un campo magnético. Para este analisis se utiliz6 un equipo de la
marca VARIAN/AGILENT modelo Premium-COMPACT de 600 MHz con un campo
magnético de 14.1 T, que tiene la capacidad para realizar estudios de RMN multinuclear y

como disolvente cloroformo deuterado (CDCls). Se obtuvo el espectro 1D de 1H.
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3.2.4 Cuantificacion de componentes mediante cromatografia de gases (GC-FID)

La cromatografia de gases es una técnica de separacion de analitos que permite
identificar y cuantificar un gran nimero de compuestos. El método de estandar interno
consiste en la normalizacion de areas obtenidas en los cromatogramas de los analitos de
interés. Después de analizar TO2 mediante GC-MS se encontraron tres triterpenos
Campesterol, Estigmasterol y B-Sitosterol. Estos triterpenos fueron cuantificados mediante
cromatografia de gases, utilizando un cromatégrafo de la marca VARIAN modelo 430-GC,
equipado con un detector de lonizacion de Llama (FID), y una columna marca Agilent HP-
5ms de baja polaridad con las siguientes caracteristicas: 30 m de longitud, didmetro de
0.320 mm, espesor de pelicula de 0.5 pum, temperatura desde -60°C hasta 325°C. A
continuacion, se describe el proceso para la cuantificaciéon de Campesterol, Estigmasterol
y B-Sitosterol en TO2 por el método estandar interno.

Inicialmente se prepararon una serie de diluciones con concentraciones crecientes, a
partir de soluciones patrén con CH.Cl, a una concentraciéon de 0.02 mg/uL de cada
estandar correspondiente (Campesterol, Estigmasterol y B-Sitosterol). Para cada dilucién
se agregaron diferentes cantidades de volumen de las soluciones patrén de los
estandares, de acuerdo con los intervalos de concentracion en la muestra TO2, y también
se afiadié la misma cantidad de volumen (20 pL) de estandar interno a una concentracion
0.02 mg/uL. Posteriormente se agregé la cantidad necesaria de CH.Cl, para que el
volumen final de cada dilucion fuera de 500 pL. Para este proceso se utiliz6 como
estandar interno Vainillina. La muestra TO2 se preparé de manera similar a las diluciones
de los estandares, sin embargo, en este caso de la soluciéon patrén de TO2 a una
concentracion: 0.02 mg/uL se tomaron 250 uL, también se afiadieron 20 uL de estandar

interno y 230 yL de CH,Cl, para obtener un volumen final de 500 pL.

Las diluciones de los estandares de Campesterol, Estigmasterol y B-Sitosterol y la
muestra TO2 se inyectaron por triplicado (3 pL de cada dilucion y de TO2). Con los
cromatogramas obtenidos se calcularon las &areas de los estandares y del estandar
interno. La curva de calibracion se construy6 con las concentraciones calculadas con la
ecuacion 2 de las diferentes diluciones, contra las areas calculadas con la ecuacion 3.
Finalmente, para calcular la concentracion de Campesterol, Estigmasterol y (3-Sitosterol
en TO2 se utilizé la ecuacion cuatro obtenida de la curva de calibracion, donde Y es el
area y la concentracion en X. El valor de X obtenido se multiplica por la concentracién del

estandar interno para obtener la concentracién de cada componente (Figura 3.1).

70



CAPITULO 1l

A* (AN/EI)

3.2.5 Derivatizacion de componentes con actividad IHA

Ec.4 e Ec.2
_ yd
y=ax+b /‘ *_CO?’LC.AN
R* = P ~ Conc.El
v
o/ Ec.3
v ,
./ . Area AN
./ "~ AreaEl
C* (AN/EI)

Figura 3.1 Ecuaciones para obtener los valores de Area* y de Concentracion*,
curva de calibracion para calcular la relacion de concentracion de Campesterol,

Estigmasterol y B-Sitosterol en TO2.

La transformacion quimica de B-sitosterol, Estigmasterol y Campesterol, en derivados de

estructura similar, podria modificar sus propiedades quimicas como mezcla. Por lo que, se

plante6 modificar quimicamente las estructuras de estos compuestos reemplazando los

grupos hidroxilos (-OH) presentes mediante reacciones de derivatizacion tales como

acetilacion; esta reaccion consiste en introducir un grupo acetilo en una estructura

quimica. Los reactivos utilizados para este procedimiento fueron Piridina JT BAKER,
Anhidro acético ((CHsCO),) ALDRICH, Acido clorhidrico (HCl) CTR SCIENTIFIC,
Bicarbonato de sodio (NaHCO3) TECNICA QUIMICA, Sulfato de sodio anhidro (Na,SO.)
JT BAKER. CH.Cl, grado analitico y agua destilada.
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3.2.5.1 Metodologia de reaccion de acetilacion:

Para la reaccion de acetilacion (Figura 3.2), se preparé una mezcla de 10.1 mg de TO2
(mezcla de B-sitosterol, Estigmasterol y Campesterol), 1 mL de anhidrido acético y 0.5 mL
de piridina, la cual se dejé en agitacibn mecanica dentro de una campana de extraccion a
temperatura ambiente durante 24 horas. La mezcla de reaccion se recuper6 con 50 mL de
agua destilada y la suspension resultante se extrajo con CH.Cl, (3x, 1.1, v/v).
Posteriormente la fase orgénica se lavo con HCI al 5% (2x,1:1, v/v), y NaHCOs al 5% (2x,
1:1, v/v). Finalmente, se saturé con Na.SO,4 anhidro, se filtro y la solucion resultante fue
concentrada a presién reducida. Los derivados obtenidos fueron almacenados en

diferentes viales etiquetados, para calcular el rendimiento y su caracterizacion.

Mezcla de B-Sitosterol

Etigmasterol y campesterol
(TO2)

Mezcla de
reaccion

1 mL: (CH;CO),
0.5 mL: Piridina
10.1 mg: TO2

24horas,
agitacion
mecanica

50 mL: H,0
Destilada

Extraccion

CH,CI,
(3x, 1:1, viv)

Separacion:
Decantacion

FASE ACUOSA

Lavados
sucesivos

Saturacion

Na,SO, anhidro

Filtracion
Concentracion

Derivados acetilados

Figura 3.2 Diagrama de proceso empleado para la acetilacion de B-sitosterol,
Estigmasterol y Campesterol.
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3.3 RESULTADOS

3.3.1 UHPLC-UV-DAD

La identificacion de los componentes con actividad IHA en el extracto de corteza de tallo
de E. yucatanensis se realiz6 mediante diferentes técnicas analiticas. Los analisis
preliminares mediante UHPLC mostraron que las fracciones con actividad IHA
presentaban picos caracteristicos como es el caso de las fracciones EY24, EY25, EY26,
EY211 y EY212 (Figura 3.3); los picos observados en los primeros minutos corresponden
a los componentes mas polares de las fracciones analizadas, y se observan en todas las
fracciones, pero con abundancia diferente entre cada una, es decir, la concentracion de
estos varia entre cada fraccion. El pico observado en el minuto 12 esta presente desde el
extracto metandlico y aumenta conforme se va realizando el fraccionando biodirigido.
También se observa la misma tendencia para el pico en el minuto 19, sin embargo, este
solo se encuentra en gran abundancia en las fracciones EY24, EY25 y EY26, las cuales

presentan un perfil muy similar entre si.
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Figura 3.3 Perfil cromatografico de las fracciones de EY2 obtenidas mediante
CLV y que tienen actividad anti-hemaglutinina (A-H)
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Por otro lado, las subfracciones de EY26 obtenidas por CLV que presentaron actividad
IHA, fueron EY2612, EY2614, EY2615 y EY2617. Se observa que en el TR=2 min hay
una serie de picos con mayor intensidad en las subfracciones EY2615 y EY217, mientras
que en las subfracciones EY2612 y EY2614, se observan los mismos picos en TR=12-13
min y TR=19-20 min. La subfraccién EY2615 tiene el perfil cromatografico mas complejo,
y a su vez fue la fraccion que tuvo mayor porcentaje de inhibicién de la proteina viral HA.
Los componentes que corresponden a estos picos en EY2615 podrian en conjunto o por
separado ser los que inhiben a la HA. Por lo tanto, mediante UHPLC-MS se decidid

realizar un célculo aproximado del peso molecular de los componentes de estos dos picos

(Figura 3.4).
s
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Figura 3.4 Perfil cromatografico de las fracciones de EY26 obtenidas mediante
CLV y que tienen actividad anti-hemaglutinina (anti-HA)
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3.3.2 HPLC-MS/MS-QqQ

Con cromatografia liquida de ultra alta resolucion se realizé una aproximacién del peso
molecular de los picos obtenidos mediante UHPLC. En el perfil cromatografico de EY26
se observaron 3 picos principales, los dos primeros observados en los minutos 12y 19 y
el tercer pico apenas perceptible en el minuto 35, por lo que podria tratarse de un
componente con muy pocos dobles enlaces en su estructura, sin embargo, se requiere
continuar analizando estos componentes. En la Figura 3.5 se presenta el perfil de masas
de cada uno de estos picos, los cuales presentan un patron de fragmentacion similar y el
ion molecular de cada uno tiene una diferencia de 4 unidades. Con base en esta
observacion, los componentes en EY26 podrian ser una mezcla de componentes de la

misma naturaleza quimica.
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Figura 3.5 Perfil de UHPLC-MS de EY26 esta fraccion tiene tres componentes
con pesos de 576.4 para el pico 1, 580.4 para el pico 2, y 584.5 para el pico 3.
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3.3.3 HPLC (UV-Vis, PDA)

La fraccién TO2 (subfraccién de EY26) que presentd los mejores resultados de actividad
IHA se analiz6 mediante cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC por sus siglas en
inglés), después de hacer varias pruebas modificando los pardmetros de analisis, se
establecié utilizar un sistema de acetonitrilo (ACN) y agua (H20), con un sistema de
elucion de polaridad ascendente. En la Figura 3.6 se puede observar el cromatograma de
la fraccion TO2 donde en el minuto 2.5 se observa la presencia de un solo pico; este
resultado sugiere dos situaciones, la primera se trata de un compuesto puro y la segunda
que se tiene una mezcla de componentes con estructuras tan similares que tienen el
mismo tiempo de retencion. Sin embargo, la base del pico es muy amplia, lo que apoya
que fuesen varios picos traslapados, es decir, una mezcla de compuestos. Por lo tanto,

fue necesario analizar TO2 mediante otras técnicas analiticas.

TO?2 Gradiente:
MeOH/H,O

(210 nm)

Abundancia (u.a.)

Tiempo (min)

Figura 3.6 Perfil cromatografico de TO2 mediante HPLC-UV-Vis a una longitud
de onda de 210 nm
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3.3.4 FTIR-ATR

La fraccion TO2 se analizé mediante Espectroscopia infrarroja con transformada de
Fourier (FTIR). En el espectro obtenido en la Figura 3.7 podemos observar la banda de
vibracion de estiramiento de grupos hidroxilos (-OH) en 3400 cm?, la vibracién de flexion
de los enlaces carbono-hidrogeno (C-H) sp3 alrededor de 2900 cm?; las bandas que se
encuentran en la region de huella dactilar podrian estar relacionas con grupos metilos y
metilenos unidos a la estructura principal. En cuanto al doble enlace de carbono-carbono
(C=C) cerca de 1050-1100 cm™ esta relacionado con un grupo vinilo. De acuerdo con los
resultados obtenidos, los componentes en TO2 podrian ser alcanos ya sea de cadenas

cerradas o abiertas con grupos metilos, metilenos y vinilos unidos a la estructura principal.

H
>CH, >(:=C<|_I

-OH -CH,

Transmitancia (u.a.)

C-H (sp3)

' | ' T T T ' T ' T ' T '
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
NUmero de onda (cm™)

Figura 3.7 Espectro de FTIR de TO2.
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3.3.5 GC-MS

La fraccion TO2 se analiz6 mediante cromatografia de gases acoplada a un
espectrémetro de masas para identificar los compuestos que se encuentran en esta
fraccion y poder determinar su peso molecular. En la Figura 3.8 se puede observar el
cromatograma obtenido el cual consta de 3 picos que salen entre el minuto 20y 21, y de
acuerdo con la base de datos del equipo empleado, estos picos corresponden a tres
triterpenos comdnmente encontrados en plantas y que debido a su estructura se obtienen
en forma de mezcla, estos triterpenos son Campesterol (pico 1), Estigmasterol (pico 2) y
B-Sitosterol (pico 3). Lo que explica porque en las anteriores cromatografias se
presentaba TO2 como si se tratara de un componente Unico.

Abundancia (u.a.)

A JUL/JR

18 19 20 21 22 23
Tiempo de retencidon (min)

Figura 3.8 Perfil cromatogréafico de TO2 obtenido mediante GC-MS, pico 1
campesterol (TR=20.1 min), pico 2 estigmasterol (TR=20.4 min), pico 3 -
sitosterol (TR=20.9 min).
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El cromatograma que mostré tres picos principales; RT=20.1 min que corresponde a
campesterol (m/z=400), 20.4 min a estigmasterol (m/z=412) y 20. 9 min a B-sitosterol (m/z
=414). Estos fitoesteroles presentan un patron de fragmentaciéon similar. Donde los
fragmentos m/z 396, corresponden a una pérdida de 18 unidades debido a una molécula
de agua (del grupo OH en posicién 3 del esterano), este sufre una nueva pérdida dando
lugar al fragmento de m/z=255, que se forma por la fragmentacién de la cadena lateral
unida al esterano; por otro lado, se observan claramente los fragmentos obtenidos de la
pérdida de la cadena lateral por el esterano original (273 m/z) y la posterior pérdida de 18
unidades debido a la molécula de agua (grupo OH de la posicibn 3 del esterano)
respectivamente (Chang et al. 2020) Figura 3.9.
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Figura 3.9 Perfil de fragmentacion masico (GC-MS) de fitoesteroles, picos
principales con RT de 20.10 min, 20.40 min 'y 20.90 min.
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Finalmente, para confirmar la informacion proporcionada por la base de datos se realiz6
una co-cromatografia, enriqueciendo a TO2 con estdndares analiticos de los triterpenos
encontrados. La Figura 3.10 muestra el aumento en la intensidad de cada pico

correspondiente a los estandares agregados a la fraccion TO2.

Abundancia (u.a.)
Abundancia (u.a.)
Abundancia (u.a.)

T T T T T
19.0 19.5 200 205 21.0 215 220

T T T T T T T T T T
19.0 195 200 205 21.0 215 22¢ 190 195 20.0 205 21.0 215 220
Tiempo de retencién (min)

Tiempo de retencion (min) Tiempo de retencion (min)

Figura 3.10 Co-cromatografia mediante CG-MS, pico 1 campesterol, pico 2
estigmasterol, pico 3 B-sitosterol.

La fraccibn EY212 que anteriormente presentd actividad IHA (Figura 2.8, pagina 52) fue
fraccionada por cromatografia en columna hasta llegar a las fracciones EY212-8 y EY212-
9, que al ser evaluadas con el ensayo de IHA mostraron actividad inhibitoria, estas fueron
nuevamente fraccionadas y analizadas por CG-MS, donde se identificaron mezclas de
diversos triterpenos de tipo esteroidal (Figuras 3.11 y 3.12). Cabe resaltar que en estas
muestras se volvié a identificar la misma mezcla de campesterol, estigmasterol y B-
sitosterol (tiempos de retencién 20.20 min, 20.45 min y 20.97 min). Analizando los
tamafios de areas bajo la curva de los picos se encontré que esta mezcla se encuentra
aproximadamente a la misma relacién de concentracion anteriormente observada en TO2.
Motivo por el cual, en este punto se finalizé la parte del fraccionamiento biodirigido de las
fracciones EY211y EY212.
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Abundance TIC: CY 212-82 (20-JULIO-2021).D\data.ms
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Figura 3.11 Perfil cromatografico de EY212-82 obtenido mediante GC-MS
Abundance TIC: CY 212-92 (20-JULIO-2022).D\data.ms
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1.8e+08 CH,Cl/ ACOE/AN (6:2:2) Estigmastan-3,5,22-trien
1)212
2)212-7
1.6e+08 3)212:8
4)212-9
5) 212-10
6) 212-11
1.4e+08 7)212-12
8) 212-13
51;3))2;1-2%‘;5 Estigmasterol 215
1:2e+08 11) 21216 cHs  oHy

1234567891011

1e+08

8e+07

6e+07 21.237

4e+07

2e+07

22454
8692 122, 22.94223.277

T T LU B S e W S B e B B R B A B S B S B N S S L B B N B B LAL A B S S S B

L i e e S e e A | T T T
Time--> 17.00 17.50 18.00 18.50 19.00 19.50 20.00 20.50 21.00 21.50 22.00 22.50 23.00

Figura 3.12 Perfil cromatogréafico de EY212-92 obtenido mediante GC-MS
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3.3.6 Resonancia magnética nuclear (RMN-H

El andlisis de H-NMR de TO2 mostré el perfil caracteristico de los compuestos
esteroideos. La serie de sefales intensas en campo alto en el espectro (Figura 3.13)
estan asociadas a los protones de metilos: 61,01 (s, 3H, H-19), 0,92 (d, 3H, J=6.2 Hz, H-
21), 6 0,84 (d, 3H, J=6.4 Hz, H-27), 6 0,82 (d, 3H, J=6.2 Hz, H-26), d 0,81 (s, 3H, H-29) y
0 0,68 (s, H3, H-18). El proton que resuena a 6 3,51 (ddd,1H J=15.4, 10.6, 4.8 Hz, H-3)
corresponde al proton de un carbono unido a un grupo hidroxilo; se trata de una sefial
caracteristica para el hidrégeno situado en la posicion 3 del esterano, que segun las
constantes de acoplamiento permite localizar el grupo hidroxilo en posicion 3. El resto de
sefales presentadas entre 2.32 y 1.41 ppm corresponden a los protones de los ciclos y
los fragmentos de cadena. Las sefales de 65,02 (dd, 1H, J=15.1, 8,6 Hz, H-22) y 85,15
(dd, J=15.1, 8.7 Hz, H-23) son caracteristicas para los protones vinilicos de los carbonos
C-22 y C-23 del estigmasterol. Otra sefial caracteristica de los esteroles es la observada
en el espectro a 65,35 (d, 1H, J=4.9 Hz, H-6) correspondiente al protén vinilo en la
posicion 6 del esterano. Con esta informaciébn se deduce que los componentes
mayoritarios en TO2 son esteroles, tales como, campesterol, estigmasterol y 3-sitosterol

que anteriormente fueron identificados por GC-MS y FTIR.

f1 (ppm) f1 (ppm) f1 (ppm)

i
i AL

T T T T T T T T T T T T
5.4 5.2 5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 3.6 3.4 3.2

T T T T T T T T T T T T T T T
5.37 5.35 5.33 5.31 5.15 5.10 5.05 5.00 3.55 3.50 3.45 \

—
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Figura 3.13 Espectro 'H- NMR de TO2.
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3.3.7 Cuantificacion de los componentes en TO2 mediante Cromatografia de gases

(GC-FID) por el método de Estandar Interno.

Los triterpenos campesterol, estigmasterol y B-sitosterol encontrados en TO2 fueron
cuantificados con CG-FID por el método de estandar interno. Por lo tanto, se realizaron
curvas de calibracion utilizando para cada compuesto Vainillina como estandar interno. En
la Tabla 3.1 se muestran los datos utilizados para la preparacion de las diluciones de los
estandares y de la muestra TO2, asi como las concentraciones calculadas (C*AN/EI])
dividiendo la concentracion del analito entre la concentracion del estandar interno para

obtener los pardmetros de la curva de calibracion.

Tabla 3.1 Concentraciones calculadas de las diluciones de los estandares y la
muestra TO2 (V1=Volumen inicial; AN=Analito; V2=Volumen final;
C1=Concentracion inicial; EI=Estandar interno; C2=Concentracion final).

Componentes {8
ul pL |l uL mg/uL | mg/uL | mg/uL mg/L mg/uL

1 10 20 |470 500 |0.002 |0.002 |0.00004 |0.00008 |0.50

Campesterol |, 20 20 |460 500 |0.002 |0.002 |0.00008 |0.00008 |1.00

1mg-500mL

(sol patrén) 3 30 20 |450 500 |0.002 |0.002 |0.00012 |0.00008 |1.50
4 40 20 |440 500 |0.002 |0.002 |0.00016 |0.00008 |2.00
1-2* |20 20 |460 500 |0.002 |0.002 |0.00008 |0.00008 |1.00

Estigmaterol |, 50 20 |430 500 |0.002 |0.002 |0.00020 |0.00008 |2.50

1mg-500mL

(sol patrén) 4 70 20 |410 500 |0.002 |0.002 |0.00028 |0.00008 |3.50
5 80 20 |400 500 |0.002 |0.002 |0.00032 |0.00008 |4.00
2 60 20 |420 500 |0.002 |0.002 |0.00024 |0.00008 |3.00

B-sitosterol 3 80 20 |400 500 |0.002 |0.002 |0.00032 |0.00008 |4.00

1mg-500mL

(sol patrén) 4 100 |20 |380 500 |0.002 |0.002 |0.00040 |0.00008 |5.00
5 120 |20 |360 500 |0.002 |0.002 |0.00048 |0.00008 |6.00

TO2

1mg-500mL 1 250 |20 |230 500 |0.002 |0.002 [0.001 |0.00008 |[12.5

(sol patrén)
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Se inyectaron por triplicado 3uL de las diluciones de los estdndares de Campesterol,
Estigmasterol y 3-Sitosterol y la muestra TO2, a partir de los cromatogramas se obtuvo el
valor de las areas de los estandares y del estandar interno. Posteriormente se calculé el
promedio de los triplicados, para después calcular el promedio de las areas. Una vez
obtenidos los datos se dividieron las areas de los estdndares (AN) entra las areas del

estandar interno (EI), los resultados del A*[AN/EI] se muestran en la Tabla 3.2.

Tabla 3.2 Datos de las areas obtenidas a partir de los cromatogramas de las
diluciones de Campesterol, Estigmasterol y 3-Sitosterol con estandar interno

(Vainillina).

a b c a b c
1 |36.495 |38.150 |38.783 |37.809 |1 |63.505 [61.850 |61.217 |61.534|1.627
2 120.240 [24.339 |27.012 |23.864 |2 |79.760 |75.661 |72.988 |76.136|3.190
3 [13.848 |20.821 |21.467 |18.712 |3 |[86.152 |79.179 |78.533 [81.288|4.344
4 113.848 |14.741 |14.716 |14.435 |4 |86.152 |85.259 |85.284 |85.565|5.928

a b c a b c
1 |30.629 |32.124 |16.400 |26.38 1 [69.371 [67.876 |83.600 |73.62 |2.790
2 |17.065 [19.175 |17.373 |17.87 2 |82.935 |80.825 [82.627 |82.13 [4.596
3 [12.423 {11.126 |11.126 |11.56 3 |87.577 |88.874 |89.066 |88.51 |7.657
4 |11.337 [12.798 |12.642 |12.26 4 |88.663 |87.202 |87.358 (87.74 |7.157

a b C a b C
1 |13.496 |19.306 |19.580 |16.40 1 |86.504 [80.694 |80.420 |83.60 |5.10
2 |15.476 [13.773 |15.426 |14.89 2 |84.524 |86.227 [84.574 |85.11 |5.72
3 [11.488 [11.645 |11.071 |11.40 3 |88.512 |88.355 [88.929 |88.60 |7.77
4 |10.169 |8.698 |7.253 |8.71 4 |89.831 [91.302 |92.747 |91.29 [10.49

Las curvas de calibracion de Campesterol, Estigmasterol y B-Sitosterol se construyeron
graficando los datos de las concentraciones calculadas (C*[AN/EI]) contra las areas
calculadas (A*[AN/EI]) de las diferentes diluciones de los estandares como se muestra en
las Figuras 3.14, 3.15 y 3.16. A partir de la regresion lineal de los datos graficados se
obtuvieron las ecuaciones donde Y es el Area (A*[AN/EI]) y X es la concentracion
(C*[AN/EL).
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Figura 3.14 Curva de calibracion de Campesterol y ecuacion para su
cuantificacion.
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Figura 3.15 Curva de calibracién de Estigmasterol y ecuacién para su
cuantificacion.
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11

10

C*[AN/EI]

y=21082x-2.4584

R?=0.9855

3.0

Figura 3.16 Curva de calibracion de (3-Sitosterol y ecuacién para su
cuantificaciéon
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A*[AN/EI]

5.0

6.0

Para calcular la concentracion de los compuestos en TO2 se utilizaron las ecuaciones

obtenidas con la regresion lineal, primero despejando X, después se sustituyé en la

ecuacion los valores de la pendiente y la interseccion de cada ecuacion, asi como el valor

de Y correspondiente a las areas calculadas (A*[AN/EI]) de Campesterol, Estigmasterol y

B-Sitosterol en TO2 (Tabla 3.3).

Tabla 3.3 Datos de las areas de los compuestos Campesterol, Estigmasterol y (3-
Sitosterol a partir de los cromatogramas de TO2 con estandar interno (Vainillina).

D omponente

a b c
1 Vainillina 9.179 8.619 7.698 8.50 1.00000
2 Campesterol |16.772 16.929 17.118 16.94 1.99321
3 Estigmasterol | 24.406 24.631 24.904 24.65 2.90010
4 B-Sitosterol  [49.821 49.644 50.279 49.91 5.87324
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El valor obtenido de X (concentracién calculada C*[AN/EI] se multiplicé por la
concentracién del estandar interno en TO2 (0.002 mg/uL), obteniendo la concentracion de
cada componente en el volumen inyectado (3 uL) de la solucién de TO2. Con este valor
se calculé la concentracion en miligramos y el porcentaje de Campesterol, Estigmasterol y

B-Sitosterol como se muestra en la Tabla 3.4.

Tabla 3.4 Cuantificacion de los compuestos Campesterol, Estigmasterol y -
Sitosterol en TO2

Y(Area)\X(Conc) Conc AN Conc AN Conc AN
(AN/EI) [(AN/ED) | mg/uL mg (%)

Componente

Campesterol | 2.80040|0.2763|1.9932 |0.61310 |0.0000490|0.0001471|11.07266177

Estigmasterol | 1.42070]1.5193|2.9001 |0.97192 |0.0000778 | 0.0002333 | 17.55304327

B-sitosterol | 2.10820(2.4584 |5.8732 |3.95201 |0.0003162 |0.0009485 | 71.37429496

0.001329 | 100
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3.3.8 Modificacion quimica de la mezcla TO2: B-sitosterol, estigmasterol y

campesterol con actividad IHA

Se plante6 modificar quimicamente las estructuras de pB-sitosterol, Estigmasterol y
Campesterol, reemplazando los grupos hidroxilos (-OH) en la posicion 3 del esterano por
un grupo acetilo mediante una reaccién de acetilacion. Se calcul6 el rendimiento de los
derivados acetilados de TO2, teniendo 13.8 mg de producto final, En la Figura 3.17 se

muestran estos resultados junto con el diagrama de procedimiento empleado.

Hx/CH,Cl,/An
(8:1:1)
Mezcla de B-Sitosterol *
Etigmasterol y campesterol
(TO2) CCD deTO2y a
Ac-TO2 (24 h,
Mezcla de mﬂ:’:e reaccion)
reaccion 1 mL: (CH;CO),
0.5 mL: Piridina L J
10.1 mg: TO2
24horas,
agilaf;ifsn ; n
mecanica - :
TO2 Ac-TO2
50 mL: H,0
Lavados Destilada
sucesivos Extraccion HX/CHZCIZ/AH
CH,Cl, (8:1:1)
(3x, 1:1, viv) CCD deTO2y s
. Separacion: Ac-TO2 .
| Decantacion
Lavad
Lot . 2
Tabla de rendimientos de reaccion
E
Muestra Peso Derivados Peso Saturacion TO'Z Ac-fgz E

Na,S0O, anhidro

Filtracion
Concentracion

Derivados acetilados
Ac-TO2 (13.8 mg)

Figura 3.17 Diagrama de proceso de acetilacion y Tabla de rendimiento de los
derivados acetilados de B-sitosterol, Estigmasterol y Campesterol
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La muestra Ac-TO2 que corresponde a la mezcla de los derivados acetilados de los
triterpenos Campesterol, Estigmasterol y [B-Sitosterol, también fue caracterizada por
técnicas de espectroscopia y cromatografia. Primeramente, las placas de cromatografia
en capa delgada (Figura 3.18) muestran el cambio de Rf el cual aument6 de 0.30 a 0.86,
debido a que se reemplazé el grupo hidroxilo por un grupo acetilo lo que cambio la
polaridad de las moléculas. Con CG-MS se identificaron los derivados acetilados a los
tiempos de retencion 21.24 min para el acetato de campesterol (m/z=442), 21.55 min para
acetato de Estigmasta-5,22-dien-3beta-ol (m/z=454), y 22.207 min para el acetato de B-
Sitosterol (m/z=456). Lo resultados confirman la modificacion quimica realizada a la
mezcla de triterpenos en TO2.

Abundance TIC: T 02 ACETILADO (20-JULIO-2021).D\data.ms
2.6e+08{ 22.p07

24ar®) CCD de TO2 y Ac-TO2 (24 h, |
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o

2.2e+08]

- 70
26408 Hx/CH,Cl,/An Hx/CH,Cl,/An L 1
| (8:1:1) (8:1:1) 21.555 TN
1.8e+08| 2 —
{ | ‘ N\
| -
1 ] ) )
6e+08: b Estigmasta-5,22-dien-3beta-ol, . )\~
1.4e+08} : ke acetato [
| \ ” /x} .
1.2e+08]
{ - | ll(,l s ,/'I
1e+08] Nz
8e+07] ——— | PN
| TO2  TO2(24HRS)  TO2  TO2-Ac
6e+07] B-Sitosterol acetato
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4e+07] ,»”»UJ\_, N
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2e+07{ A ,
1 | A
{ il M AWM
B T I T
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Figura 3.18 Perfil cromatografico de Ac-TO2 obtenido mediante GC-MS

La muestra Ac-TO2 de los derivados acetilados de los triterpenos Campesterol,
Estigmasterol y B-Sitosterol fue analizada mediante FTIR-ATR. Esta caracterizacion que
permitié confirmar el cambio estructural de la mezcla original (Figura 3.19) ya que en el
espectro de infrarrojo se observa el estiramiento de la banda del carbonilo del grupo
acetilo alrededor de 1730 cm?, y la vibracién de tensién del enlace -CO alrededor de 1250
cm? asociado de igual manera al grupo acetilo, y finalmente la ausencia de la banda del

grupo hidroxilo alrededor de 3400 cm™.
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Figura 3.19 Espectro de FTIR de Ac-TO2: Derivados acetilados de Campesterol,
Estigmasterol y 3-Sitosterol.

La fraccion TO2 fue acetilada con la intencién de reemplazar el grupo -OH en la posicion
3 del esterano (Campesterol, Estigmasterol y B-Sitosterol), y de esta manera conocer el
efecto de este grupo funcional sobre la proteina viral HA. En la Figura 3.20 podemos
encontrar los resultados obtenidos para TO2 y los derivados acetilados Ac-TO2, dénde
claramente se observa que al reemplazar el grupo -OH de la estructura original de los
componentes pierden su actividad IHA. Posiblemente el grupo hidroxilo (-OH) estaria
interaccionando con la proteina viral HA. Adicionalmente, se evaluaron estandares
analiticos de Campesterol, Estigmasterol y p-Sitosterol, los cuéles de manera individual

no mostraron inhibicidn de la proteina viral HA a diferencia de la mezcla de estos en TO2.
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(ug/ml) TO2 AcTO2 BS  ES cs
50 / \ NS )

Figura 3.20 Resultados de IHA de las fracciones TO2, estandares de
Campesterol, Estigmasterol y B-Sitosterol, asi como los derivados acetilados de
TO2 (Ac-TO2). (V=virus+eritrocitos; E=Eritrocitos)
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3.4 DISCUSION

La identificacién de componentes con actividad IHA en el extracto de la corteza de tallo de
E. yucatanensis se realizO mediante diferentes técnicas analiticas. Los analisis
preliminares mostraron que algunas fracciones con actividad IHA presentaban perfiles
cromatogréficos similares como es el caso de EY24, EY25 y EY26. Se realizaron una
serie de procesos cromatograficos para su fraccionamiento hasta llegar a TO2, un polvo
cristalino que a temperatura ambiente presentaba textura oleosa, al principio se planted
gue podria tratarse de un compuesto puro, ya que TO2 en CCD (80:10:10 Hx/CH2Cl./An)
present6 una banda unica con un Rf= 0.31, igualmente en HPLC-UV-Vis el cromatograma
mostro un solo pico en TR=2.5 min. Sin embargo, después de analizar la muestra
mediante FTIR-ATR y CG-MS se encontr6 que TO2 estaba compuesta por una mezcla de
B-sitosterol, estigmasterol y campesterol (Figura 3.21). Componentes quimicos del tipo
fitoesteroles. Es comun aislarlos en forma de mezcla ya que debido a la similitud de sus
estructuras no se pueden separar mediante las técnicas convencionales (Wang et al.,
2016).

B-sitosterol

Figura 3.21 Estructura quimica de los componentes identificados en TO2.
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En caso de las fracciones EY212 y EY211 que mostraron actividad IHA fueron
fraccionadas por métodos cromatograficos, como resultado de esto en las fracciones
EY212-8 y EY212-9 se identificaron mezclas de diversos esteroles (Figura 3.22) cabe
destacar que en estas fracciones se volvié a identificar campesterol, estigmasterol y B-
sitosterol. Esto indica que las fracciones con actividad IHA prometedora tienen en comun
la presencia de la mezcla de esteroles identificada en TO2. Por lo que se calculd la
relacién de concentracion (%) de estos compuestos mediante cromatografia de gases con
el método de estandar interno, dando como resultado un 71.37% de (-sitosterol, 17.55%
de estigmasterol y 11.07% de campesterol, esta concentracién podria estar directamente
relacionada con la actividad IHA de los esteroles. En definitiva, en el extracto de corteza
de tallo de E. yucatanensis los componentes mayoritarios son esteroles, a pesar de ello,
la combinaciéon de B-sitosterol, estigmasterol y campesterol podria ser la responsable de

su actividad IHA.

Estigmasta-3,5-dieno Estigmastan-3,5,2\2-trien

groemed

%, J__,f'
~ 1 4
{/\‘j/' o~
e *:/J.

Estigmasta-4,6,22-trien-3beta-ol

Estigmasta-4,6,22-trien-3beta-ol

Figura 3.22 Estructura quimica de los componentes identificados en EY212.
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La modificacion quimica de los componentes con actividad IHA se realizé con la finalidad
de conocer su posible modo de accién, por lo que, se utilizé una reaccién de acetilacion
donde el grupo hidroxilo unido al carbono en la posicién 3 del esterano fue reemplazado
por un grupo acetilo (Figura 3.23). El cambio realizado modificd la actividad IHA de la
mezcla de esteroles, ya que los derivados acetilados al ser evaluados con el ensayo IHA
perdieron su capacidad inhibitoria, con estos resultados se cree que el grupo hidroxilo de
campesterol, estigmasterol y B-sitosterol seria el responsable de la interaccién de estas
moléculas con el sitio de unién al receptor de la proteina viral hemaglutinina (Ginex et al.,
2021). Se sugiere en un futuro, realizar estudios de acoplamiento molecular que permitan
sugerir el modo de union de estos compuestos al sitio activo de la HA.

B-sitosterol

Figura 3.23 Derivados acetilados de la mezcla de esteroles Campesterol,
Estigmasterol y 3-Sitosterol.
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4 CAPITULO IV

ACTIVIDAD IHA DE LA MEZCLA DE ESTEROLES Y SUS DERIVADOS
ACETILADOS.

4.1 INTRODUCCION

Los virus de influenza A (VIA) son los Unicos virus conocidos por causar pandemias, asi
como epidemias graves a nivel mundial (Harrington et al., 2021). Los VIA poseen una
envoltura viral que esta formada por la membrana plasmética en la cual destacan dos
proteinas la hemaglutinina (HA) y la neuraminidasa (NA). Existen 18 subtipos de
hemaglutinina y 11 subtipos de neuraminidasa diferentes (de H1 a H18 y de N1 a N11,
respectivamente) (Zarubaev et al., 2015b). Los VIA se encuentran en constante evolucion,
ya que cuando dos o mas virus infectan al mismo tiempo un organismo hospedero tienen
la capacidad de redistribuirse intercambiando segmentos de genes. Esta importante
caracteristica se conoce como variabilidad antigénica (Garten et al., 2009). La proteina
HA, es el principal antigeno del virus, contra el cual va dirigida la respuesta inmune
neutralizante (anticuerpos protectores). Ademas, su variabilidad antigénica se traduce en
la aparicion de nuevas cepas contra las que no existe ningun tratamiento o vacuna, lo que
la convierte en el principal factor desencadenante de las epidemias y pandemias de
influenza (Girard et al., 2010).

Entre los tratamientos existentes para combatir la influenza podemos encontrar los
antivirales, los cuales son moléculas capaces de bloquear la ruta de replicacion del virus
de la influenza de distintas maneras, ya sea por inhibicién del canal M2, la NA, la ARN
polimerasa, la endonucleasa y la HA (Ginex et al., 2021); sin embargo, en el mercado
farmacéutico, como tratamientos terapéuticos; Unicamente se encuentran los inhibidores
del canal i6bnico M2, de la Neuraminidasa y la ARN polimerasa (Auladell et al., 2022). Por
lo anterior, es de suma importancia la constante bisqueda de moléculas bioactivas para

el desarrollo de nuevos agentes antivirales.

La busqueda de compuestos bioactivos provenientes de fuentes vegetales de manera
biodirigida se basan principalmente en las proteinas virales de superficie del virus de la
gripe (HA 'y NA) (Bai et al., 2021; Hayden et al., 2022). Sin embargo, una vez identificados
los compuestos bioactivos, se requiere determinar las dosis adecuadas para evitar efectos

toxicos en los seres humanos (Kapoor et al., 2017). Por lo tanto, es importante la
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determinacion de la citotoxicidad de cualquier sustancia y de este modo poder evaluar su
actividad bioldgica. Los compuestos fitoquimicos identificados en el capitulo anterior, han
mostrado potencial actividad contra el virus de influenza A en el ensayo de inhibicién de la
hemaglutinacién, por lo que se cree que estas moléculas podrian estar inhibiendo la union
del virus a la célula hospedera. En el presente capitulo primeramente se evallo la
citotoxicidad de la mezcla de esteroles y de sus derivados acetilados, y posteriormente se

realizaron diferentes ensayos bioldgicos para determinar su actividad antiviral.
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4.2 MATERIALES Y METODOS

4.2.1 Crecimiento y mantenimiento de las células MDCK

Las células de rifibn canino Madin-Darby (MDCK) se mantuvieron en medio Eagle
modificado de Dulbecco (DMEM) (GIBCO) suplementado con 10% de suero fetal bovino
(SFB), 100 U/mL de penicillina, 100 pg/mL de estreptomicina (InVitrogen) y HEPES 1M,
Se utilizaron matraces F75 con capacidad celular de 2x107 células y se incubaron a 37° C
con 5% de CO.. Para el mantenimiento de las células, el medio DMEM fue retirado por
decantacion y las células se lavaron dos veces con una solucién salina de fosfatos (PBS)
estéril con pH=7.2 (GIBCO). Para el pase celular se colocaron 3 mL de Tripsina EDTA a
una concentracion de 1:4 en PBS. Se colocaron las células 8 min en la incubadora (37° C,
5% CO,); las células desprendidas se colocaron en tubos conicos de 15 mL (NEST) y se
centrifugaron 5 min a 2500 RPM, luego se restituyeron con DMEM suplementado (+Ab,
10% SFB+HEPES 1M) en matraces (F75), para ser incubadas (37° C, 5% CO;) hasta la
formacion de la monocapa celular, o en su defecto para la preparacion de las placas que
se utilizaron en los diferentes ensayos bioldgicos realizados (Figura 4.1).

MDCK Formacion de monocapa celular (hasta confluencia)
DMEM ] Pase celular

- ) Tripsina 1 mL
J I ; - PBS 3 mL —a
‘ 5-8 mina 37°C ‘ />
37°C .
5% de CO,
DMEM 10%
SFB

? DMEM 10%
5% de CO, lﬂ '

DMEM 10% _ r5prnr;in32500 \ . /
- .:/) S ),

Figura 4.1 Procedimiento seguido para el crecimiento y mantenimiento de las
células MDCK (Creada en Biorender.com).
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4.2.2 Disolucion de muestras

La preparacién de la mezcla de esteroles (TO2), sus derivados acetilados (Ac-TO2) y los
estandares analiticos de B-sitosterol (BS), estigmasterol (ES) y campesterol (CS),
consistié en preparar un stock de cada uno, disolviéndolos en dimetilsulféxido (DMSO)
estéril (Sigma Aldrich) a una concentracién de 10 mg/mL (Figura 4.2). A partir de estas
soluciones se prepararon cada una de las diluciones seriadas utilizadas en los ensayos
biolégicos. Para obtener una menor incidencia de falsos positivos la concentracion de los

extractos mayor a evaluar debe ser entre 100-150 pg/mL.

",’H H H H H

TO2 Ac-TO2

Figura 4.2 Preparacion de Stock (10 mg/mL) de la mezcla de esteroles (TO2),
sus derivados acetilados (Ac-TO2), B-sitosterol (BS), estigmasterol (ES) y
campesterol (CS). (Creada en Biorender.com).

4.2.3 Ensayo de citotoxicidad

Se sembraron células MDCK en placas de 96 pozos con una densidad celular de 1x10°
células/pozo en medio DMEM suplementado, y se incubaron a 37°C con 5% de CO; por
24 horas. Al dia siguiente se retiraron los inéculos y se lavaron las células dos veces con
PBS y se agregaron a cada pozo 100 uL de las muestras (TO2, Ac-TO2, BS, ES, CS) a
concentraciones de 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125 y 1.56 pg/mL, los cuales se agregaron
por cuadruplicado; asi mismo para cada fraccion se incluy6 un control de células que solo
contenia medio DMEM, asi como un control de DMSO. Posteriormente, se incubaron en
las mismas condiciones mencionadas anteriormente por 72 horas. Después del tiempo de
incubacion, se retird los inéculos y se lavo con PBS. Seguidamente, se adicion6 50 pL de
cristal violeta al 0.4 % con metanol y se dej6é por 30 minutos. Se lavo las placas con agua
y se dejaron secar. Se midio la absorbancia a una longitud de onda de 490 nm (Figura
4.3).
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La viabilidad celular [%Viabilidad= (DOC¢élulas tratadas / DOControl celular) x 100], se
determiné mediante la comparacion de la densidad éptica de las células en presencia de
las diferentes concentraciones de las fracciones y del control celular, el cual se tomo
como el 100% de las células viables. La concentracion que permite el crecimiento del 50%
de células (CCsp) se determind graficando la concentracion del extracto (ug/mL) contra el
porcentaje de viabilidad y obteniéndolo por andlisis de regresiéon. Asi mismo, se obtuvo la
méxima concentracion no citotoxica (MCNC), el cual se define como la concentracién
méxima de la muestra que no ejerce efecto citotoxico y resulta en mas del 90% de las
células viables. Una vez que se obtuvieron los valores de CCsy para cada una de las
fracciones, se procedio a realizar el ensayo de reduccién del efecto citopatico.

m 5004t soout soout souomn

= B WY QY Y YN M
> (Muesbsc)| | 20HLOMEM
: ) " =—=1
a_— o0 {7 stou 7 soouf ] seom i) seom( ] soomd

omem | | DmEM omem| | ovem omEM| | DMEM

100pg/ml Soug/ml  2Sue/ml 125ue/ml  625ue/ml 3125ue/ml 1s62ug/mi CONTROL

Se siembran células MDCK en una
placa de 96 pozos (10° células/pozo) Se preparan diluciones seriadas de los compuestos. 100 L de cada dilucion (4
replicas por cada muestra).

a8 100
P .. 50
AT .,u en o
'L:;::fv :., v:w.',‘ Se _ 37°C [ \ 50
ww' 5% de CO, |[| 125
’ 72 horas 625
3.125
1.56

z Cristal violeta 0.4% Control
30 min

(EJ

Densidad éptica 490 nm

Figura 4.3 Metodologia empleada en el ensayo de citotoxicidad. (Creada en
Biorender.com).

4.2.4 Propagacion del virus AH1IN1 en células MDCK

El virus de influenza A/Yucatan/2370/09 (H1N1) a emplear fue proporcionado por el
Laboratorio de Virologia del Centro de Investigaciones Regionales “Dr. Hideyo Noguchi”,
siendo la cepa A/Yucatan/2370/09 susceptible a oseltamivir. La propagacion viral en las
células MDCK se realiz6 en un matraz F75 a una densidad celular de 2x10’.
Primeramente, se retiraron los indculos y se lavo la monocapa celular tres veces con PBS.
Luego se preparé un inéculo de virus con DMEM para infectar un matraz F75 a una
concentracion de 1:15, se agregaron 3 mL de in6culo de virus al matraz con las células
MDCK vy se incubo el virus durante 60 min a 37°C con 5% de CO., agitando el matraz de

adelante hacia atras y de lado a lado cada 15 min. Se retir6 el in6culo de virus y se
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agregaron 12 mL de DMEM suplementado con tripsina tratada con TPCK a una

concentracién de 1 ug/mL. Inmediatamente después se incubd el matraz F75 infectado

con el virus de la influenza durante 72 h (37°C, 5% CO). Diariamente se verific el efecto

citopatico bajo un microscopio 6ptico (Nikon ECLIPSE modelo TE2000-U). Se cosechd el

sobrenadante que contenia el virus de influenza cuando aproximadamente el 90 % de las

células se encontraban desprendidas del fondo del matraz (generalmente 72 horas

después de la infeccién), el sobrenadante fue transferido a un tubo cénico de 15 mL y se

centrifugé a 2500 rpm durante 5 min para eliminar los restos celulares. Finalmente se

prepararon alicuotas del sobrenadante recolectado y se almacenaron a -70°C para

determinar el titulo del lote de virus generado (Figura 4.4).

/\ DMEM+Tripsina
x TPCK (ug/mL)
Inoculo 3rc | m MDCK‘.—/>37o c
; 5% CO 5% CO
de virus 600min 2 - infectadas 72°h 2

AL AL
LRI
AURLAAL AL

(
(
(

5 mina 2500
rem

4
o
(=]

Cc

MDCK con
efecto citopatico

Figura 4.4 Propagacion de virus de influenza A/Yucatan/2370/09 (HLN1) en

células MDCK. (Creada en Biorender.com).
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4.2.5 Determinacion del titulo viral de la cepa A/Yucatan/2370/09 (H1N1)

4.2.5.1 Dosis infectiva de cultivo de tejidos al 50 % (TCIDso)

Para cada titulacion de virus, se sembraron células MDCK en placas de 96 pozos con una
densidad celular de 1x10° células/pozo y se incubaron a 37°C con 5% de CO, por 24
horas. Se prepar6 una dilucién 1:10 del virus mezclando 0.15 mL de virus y 1.35 mL de
medio DMEM (1:10) y en una placa de 96 pozos con fondo U se prepararon las diluciones
a utilizar. En la columna 1 (A-H) se colocaron 180 pL de la dilucidon de virus 1:10, en los
pozos de las columnas 2-12 (A-H) se colocaron 120 yL de medio DMEM. Con ayuda de
una pipeta multicanal se pasaron 60 pL de los pozos de la columna 1 ala 2 y se
homogenizé la dilucion pipeteando cuidadosamente de arriba hacia abajo 15 a 20 veces,
este paso se repitié hasta llegar a la columna once, con la finalidad de realizar diluciones
triples seriadas. Las puntas de la pipeta se desecharon entre cada diluciéon para evitar
transferir el virus que queda en las puntas. La fila 12 se dejo Unicamente con medio
DMEM, para utilizarse como control negativo. Las células MDCK de la placa previamente
sembrada se lavaron 2 veces con PBS y con ayuda de la pipeta multicanal se colocaron
las diluciones triples seriadas que se prepararon anteriormente, después se incubaron las
células a 37°C con 5 % de CO- durante 60 min. Una vez trascurrido el tiempo de infeccién
de 60 min se retiraron los in6culos y se agregd a cada pozo de medio DMEM
suplementado con tripsina TPCK a una concentracion de 1 ug/mL y nuevamente se
incubaron las células a 37°C bajo 5% de CO; durante 72 horas. Después del tiempo de
incubacion se retiré el medio de infeccidn y se lavaron las células dos veces con PBS, se
realizé la tincion celular agregando 50 L de cristal violeta 0.4% en metanol durante 30
min. Las unidades de TCIDsp se calcularon con la siguiente férmula:

Ecuacion 3 Log,o(TCID50/mL) = xo — g n d:ﬁ Ty

Donde, Xo es el logaritmo decimal del factor de dilucion inicial, d es el logaritmo decimal
del factor de dilucion en serie, xi es el puntaje de eventos positivos, n es el nimero de

repeticiones y v es el logaritmo decimal del volumen de inoculacion reciproco en mL.
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N

b
) Stock virus 60 pL pozos de 1 a 2, hasta 11 #
110 (1350 ut R 2 2 2 2
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@ i
stock en la

columna 1 100 pL de cada dilucion
(4 replicas por cada
muestra).

Se siembran células MDCK en una placa
de 96 pozos (10° células/pozo)

Se preparan diluciones triples
seriadas del virus a evaluar.

120 pL pozos de la columna 2-11

Diluciones triples seriadas l

g Cristal violeta 0.4% ﬁ
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Z

Figura 4.5 Metodologia para el ensayo de dosis infectiva de cultivo de tejido al
50% (TCIDso) (Creada en Biorender.com).

4.2.5.2 Ensayo en placa (PFU/mL)

En una placa de 6 pozos se sembraron células MDCK a una densidad celular de 2.5x108
células/pozo por 24 horas. Se descongeld el stock de virus y se prepararon diluciones
seriadas en base diez en medio DMEM a partir de 10 hasta 10°. Se lavaron las células
MDCK dos veces con PBS y se inocularon las células MDCK 200 pL de cada dilucién de
virus. Después se incubaron las placas durante 60 min a 37 °C con 5 % de CO,. Agitando
la placa cada 10 min. Se prepararon 50 mL de medio Overlay, suficiente para varias
placas de 6 pozos, se disolvieron 7.1 mL de medio MEM 10%, 1.4 mL BSA 7.5%, 0.71 mL
de antibiético 10x, 0.71 mL de glutamina 100x, 0.31 Ml de Dextran 1%, 0.71 mL de
HEPES 1M, 1.4 mL de NaHCO; 7.5% y 37.5 mL de agua inyectable. Posteriormente, se
retird el indculo de virus y en un tubo cénico de 15 mL se agregaron 8.75 mL del medio
Overley, 60 pL (1 pg/mL) de tripsina TPCK y 3 mL de Agar 3%, previamente calentado
para su disolucién. Se agregaron 2 mL de la capa de agar con medio Overlay a cada
pozo. Una vez solidificada la capa de agar se colocoé la placa boca abajo en la incubadora
a 37 °C con 5 % de CO.. La formacién de placa se puede observar a simple vista después
de 72h de infeccion. Una vez formadas las placas (circulos vacios) se retir6 el tapon de
agar con una espatula de laboratorio y cada pocillo fue tefiido con 1 mL de solucion de

cristal violeta 0.4% en metanol durante 30 min a temperatura ambiente, para finalizar se
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retird la solucién de cristal violeta y se enjuagaron los pozos con agua y se dejaron secar
las placas temperatura ambiente (Figura 4.6). Para determinar el titulo viral de la muestra
en PFU/mL, se contaron las placas en el pozo con nimero de placa superior a diez. La
férmula utilizada fue PFU/mL = ndmero de placas por pocillo x factor de dilucion del

pocillo respectivo x reciproco del volumen inoculado en mL.

Sembrar las células en la g # .@ .
placa y crecer hasta la ¥ Preparar diluciones seriadas del virus Remover los inoculos, despues agregar 200 pL de
confluencia < € 3 cada dilucién en los pozos, incubar durante una hora.
MDCK x
- a '/ —> L S —> I |
‘ // = \‘ \ \\/

¥ N N N N NN -
X107 1x10? 1x10°  1x10*  1x10° 1x10°¢

g37 ‘¢ X 1hora

Remover el disco de medio overlay,
Y Remover nuevamente los inoculos, agregar 2 mL

TmL tal let b
Lavar hasta que el agua agregar m3gr|5 al violeta, incubar Incubar durante 72 horas de medio overlay en cada pozo
salga clara y examinar minutos = =
Q08| — @ (T — | | —" 'S
llJ 7 ‘ 7 , h
Crystal violet X 30 min
’ X & 37°c X72h

Figura 4.6 Proceso empleado para realizar ensayos en placa. (Creada en
Biorender.com).

4.2.6 Ensayo de reduccion de efecto citopatico (co-tratamiento)

Este ensayo se realizd para evaluar si las fracciones y particiones previenen la habilidad
del virus de unirse a los receptores de la superficie celular, al inhibir los receptores virales
(Figura 4.7). Se sembraron células MDCK en placas de 96 pozos con medio DMEM
complementado con suero fetal bovino al 10% y se incubaron a 37°C en presencia de 5%
de CO,, hasta confluencia por un periodo de 24 horas. Las concentraciones de las
fracciones se mezclaron con el virus y se incubd por 1 hora a temperatura ambiente.
Posteriormente, se removio el medio DMEM de las células y se lavaron dos veces con
PBS, se agreg6 100 pL de la mezcla virus-fraccién por cuadruplicado y se incubaron por 1
hora a 37° C con 5 % de CO.. Transcurrido el tiempo de incubacion, se removio el inéculo
y se afiadié el medio DMEM con tripsina TPCK (1 pg/mL). Se incubd en presencia de 5%
de CO; durante 72 horas (Figura 4.7). Finalmente, las placas fueron tefidas y se

analizaron en un lector de placas a 490 nm para determinar su densidad Optica y asi
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poder calcular el porcentaje de viabilidad celular [(CT-CV) / (CC-CV)]*100. Ajustando los
datos a través de una regresion logaritmica se obtuvo la concentracion inhibitoria media

(Clso), definida como la concentracion que inhibe 50% de la tasa de infeccion celular.

Se preparan diluciones dobles seriadas de los compuestos.
250 puL DMEM+VIRUS a cada tubo

Stock (Muestra/DMSO)
- C1=1mg/mL 250 uL 250 pL 250 L 250 uL 250 uL
(6 mL) A

TCID,,

Mol ‘ 490 uL DMEM
=" 10 pL stock

MDCK /

e —)

) 250uLl ) 2sopt| ) 2sopt| ) 2s0puL) ) 250uL

Se siembran células MDCK en una /
DMEM DMEM DMEM DMEM DMEM

placa de 96 pozos (1x10° células/pozo)

100 pg/mL 50 pg/mL 25 pg/mlL 125pg/mL  6.25pg/mL  3.125pg/mL

:
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Figura 4.7 Metodologia del ensayo de reduccién de efecto citopatico a nivel de
co-tratamiento. (Creada en Biorender.com).

4.2.7 Ensayo de inhibicién de la actividad de unién de la HA a las células MDCK

Las células MDKC se sembraron en placas de 96 pozos a una densidad de 1x10°
células/pozo en medio DMEM suplementado y se incubados a 37°C con CO; al 5% por 24
horas. Como control positivo para la inhibicién de unién de la HA con el receptor de acido
sialico se empleé6 el glicosacéarido sintético 6'SLN (6-sialil-(N-acetilactosamina) (Ayora-
Talavera et al., 2014), ademas se utiliz6 la cepa A/Yucatan/2370/09 (H1N1) del virus de
influenza. Se prepararon mezclas virus-6’SLN a 500 uyM y de virus-compuestos utilizando
la concentracion a la que inhibieron mas del 90% de la tasa de infeccion celular. Las
células fueron infectadas con las mezclas respectivas de virus-compuestos y virus-6’SLN
cada 10 min durante 1 hora, una vez transcurrido este tiempo se retiraron los inéculos y
se agreg6 DMEM suplementado con tripsina TPCK (1ug/mL). Las células se incubaron
durante 72 horas a 37°C con 5% de COg, una vez transcurrido el tiempo de incubacion los
indculos fueron retirados y se almacenaron a -70°C, posteriormente se determiné la
inhibicion de unién de la HA en funcion de la reduccion de titulos virales mediante

ensayos IHA y ensayos en placa (Figura 4.8).
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Se preparan diluciones dobles seriadas de los compuestos.

Stock (Muestra/DMSO
oc c(1="f,s,:,mL ) 250 uL DMEM+VIRUS (MOI=0.001) a cada tubo Controles
» Stock (MCI) l l l l l l
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Figura 4.8 Metodologia llevada a cabo para el ensayo de inhibiciéon de union de
la HA a las células MDCK. (Creada en Biorender.com).
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4.3 RESULTADOS

4.3.1 Citotoxicidad de la mezcla de esteroles y sus derivados acetilados

Los resultados de citotoxicidad mostraron que tanto la mezcla TO2 como sus derivados
acetilados Ac-TO2 no presentan citotoxicidad. En la Figura 4.9 se puede observar que los
esteroles de manera individual tienen una curva muy similar a la de la mezcla TO2 (BS,
ES, CS). También se puede observar que en todas las concentraciones evaluadas el
porcentaje de viabilidad celular se mantuvo entre 80 y 95%, por otro lado, los derivados
acetilados Ac-TO2 mostraron un incremento de citotoxicidad manteniendo la viabilidad
celular entre 70 y 85%.

100
< 90
5 50 _ - TO2
S s0- ——
% - TO2-Ac
S 70- Y -
= - [3-sitosterol
2 60+ ® = Estigmasterol
o]
;_E 50 —+— Campesterol
40 | ] | )

0 20 40 60 80 100
Concentracion (ug/mL)

Figura 4.9 Efecto citotoxico de la mezcla de esteroles y sus derivados acetilados

A partir de los resultados de porcentaje de viabilidad celular se calcularon los valores de
concentracion citotéxica media (CCso) de cada muestra mediante regresion lineal. En la
Tabla 4.1 se reportan cada uno de los valores obtenidos de las diferentes muestras
analizadas. El B-sitosterol resultd ser el componente menos citotéxico, mientras que el
estigmasterol fue el mas citotdxico de los tres esteroles identificados en la mezcla TO2.
Ademas, se determiné que los derivados acetilados de los esteroles aumentaron su
citotoxicidad notablemente, a pesar de ello la CCso de estos se encuentra por encima de

la maxima concentracion evaluada.
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Tabla 4.1 Concentracién citotoxica media de la mezcla de esteroles y sus
derivados acetilados.

Muestra CCso MCNC
(Hg/mL) (Mg/mL)
TO2 438.38 3.125
TO2-Ac 147.03 <1.563
BS 750.82 <1.563
ES 163.91 <1.563
CS 696.46 <1.563

CCso: Concentracion citotoxica media
MCNC: Maxima concentracion no citotdxica

4.3.2 Titulo viral de la cepa A/Yucatan/2370/09 (H1N1)

El ensayo en placa se basa en la capacidad del virus de la gripe para formar placas liticas
bien definidas en la monocapa de células. Las placas se forman debido al efecto
citopatico causado por el virus, lo que provoca la muerte de las células infectadas, la
superposicion del agar en la monocapa hace posible la formacion de las placas, limitando
las infecciones posteriores a las células que fueron infectadas originalmente. Estas placas
se observan a simple vista como circulos vacios en la monocapa cuando esta es tefiida
con cristal violeta. La formacion de placas liticas es provocada por virus totalmente
infecciosos, y se denominan unidades formadoras de placa (PFU). El ensayo en placa es
una medida cuantitativa del ndmero de particulas infecciosas en una muestra
determinada. En la Figura 4.10 se puede observar el ensayo en placa para calcular el
titulo del virus A/Yucatan/2370 que se utilizara en el ensayo de reduccion de efecto
citopatico. Se calculd el nimero de placas en la dilucién 1x107 el cual fue 24 PFU, con la

siguiente férmula se calcul6 el numero de PFU/mL:

PFU/mL = Numero placas X Factor dil.x Reciproco del volumen

PEU/ | =24%x107 x 2.5

PFU/  =6x108 PFU
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Figura 4.10 Ensayo de placa en células MDCK, placa de 6 pozos fijada y tefiida.

Las placas liticas aparecen como areas circulares claras en la monocapa celular

tefiida con cristal violeta. Los nimeros sobre los pocillos indican la dilucion de la
muestra de virus titulada

93§ -11 —1

@)

Figura 4.11 Ensayo TCID50 en células MDCK, placa de 96 pozos fijada y tefiida.
Los pozos vacios indican efecto citopatico completo, los pozos con solo algunas
partes de la monocapa desprendida indican efecto citopatico incompleto, en
cambio los pozos con color violeta indican que no hay efecto citopético.
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El ensayo TCIDsy permite una determinacion de la cantidad de virus infeccioso en un
volumen de muestra dado. TCIDs, se refiere a la cantidad de muestra necesaria para que
el virus cause una infeccidon productiva en el 50% de los cultivos de tejidos o cultivos
celulares inoculados. En la mayoria de los casos, la infeccidn productiva por el virus de la
influenza se ve directamente por la aparicion de efecto citopético, es decir, muerte celular
en cultivos infectados. La replicacion adecuada del virus depende de las diluciones en
serie, el control celular y el control viral. Finalmente, la aplicacion de mateméticas simples
permite calcular la cantidad de particulas de virus infecciosos presentes en la muestra de
interés. El calculo de TCIDso se realiz6 con el método de Reed y Muench modificado
basado en el trabajo de Spearman y Karber utilizando la siguiente formula (Figura 4.11):

d d=*x;
Loglo (TCIDSO/mL) = XO — E +

+v

log1o(3) logy1o(3) * 65 ( 1 )
2 + 3 + log10 ﬁ

Logyo(TCID50/mL) = 1 — 0.2385 + 3.8766 + 1

Log19(TCID50/mL) = log,((10) —

Log;,(TCID50/mL) = 5.638
TCID50/mL = 105638

TCID50/mL = 4.35x10°

El titulo viral de la muestra de virus evaluada fue de 4.35x10° TCIDso/mL, con este dato se
podra calcular la cantidad de virus a emplear para el ensayo de reduccién de efecto

citopatico.
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4.3.3 Reduccion del efecto citopatico del virus de influenza A/Yucatan/2370/09

(H1N1) mediante co-tratamiento con componentes con actividad IHA.

El efecto citopético es un conjunto de cambios morfoldgicos en las células provocado por
la infeccién de algun tipo de virus. Estos cabios generalmente producen la muerte de las
células infectadas. Para evaluar la actividad IHA de los componentes identificados en E.
yucatanensis se realiz6 el ensayo de reduccion de efecto citopéatico. Con la finalidad de
determinar si los compuestos eran capaces de inhibir la entrada del virus a la célula,
realizando un proceso de co-tratamiento entre la cepa de virus de influenza
AlYucatan/2370/09 (H1N1) con los compuestos identificados y sus derivados. Para este
ensayo se utilizd una multiplicidad de infeccién (MOI) de 0.01. En la Figura 4.12 se puede
observar el porcentaje de viabilidad celular de acuerdo con la concentracién de TO2 y
TO2-Ac, donde a una concentracion de 100 pg/mL de TO2 en co-tratamimiento con el
virus logra mantener mas del 90% de viabilidad celular. En el caso de Ac-TO2, a pesar de
que a 100 pg/mL se observa un 90% de viabilidad celular a menores concentraciones la

viabilidad celular se reduce considerablemente.

1001 [
3
= 80+ - TO2
©
g 60 = TO2-Ac
= ] -+ [3-sitosterol
% -+ Estigmasterol
> . -+ Campesterol
= N

60 80 100
Concentracion (ug/mL)

Figura 4.12 Ensayo de reduccion de efecto citopatico a nivel de co-tratamineto
de TO2 (campesterol, estigmasterol y 3-bitosterol) y TO2-Ac (derivados
acetilados de campesterol, estigmasterol y 3-bitosterol) en células MDCK,
MOI=0.01.
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A partir de los resultados de viabilidad celular, se calcularon los valores de concentracion
inhibitoria media (Clso) mediante una regresion lineal, el valor del indice de selectividad es
un indicador de la eficacia de los componentes evaluados, componentes con valores a
partir de 10 se consideran efectivos. En la Tabla 4.2 se reportan cada uno de los valores
obtenidos, donde TO2 mostr6 una Cls=3.125 pg/mL, mientras que Ac-to2 mostro una
Clso=50 pg/mL (16 veces mayor). Como era de esperarse los esteroles identificados en
TO2 de manera individual no mostraron actividad inhibitoria. De acuerdo con los indices
de selectividad TO2 hasta ahora ha presentado los resultados mas prometedores en
cuanto a actividad IHA.

Tabla 4.2 Concentracién inhibitoria media (CC50) de la mezcla de esteroles y sus
derivados acetilados.

Muestra CC50 ‘ Clso IS
(ng/mL) (ug/mL)  (CC50/CI50)
TO2 196.36 3.125 62.84
TO2-Ac 147.03 50 2.94
BS >100 >100 <1
ES >100 >100 <1
Cs >100 >100 <1

CCso=Concentracion citotoxica media
Clso=Concentracion inhibitoria media
I1S=Indice de selectividad

4.3.4 Efecto del tiempo de co-tratamiento del virus de influenza A/Yucatan/2370/09
(H1N1) en la actividad de unidn de la HA viral.

El ensayo de inhibicion de la actividad de unién de la HA permitié dilucidar un posible
modo de accion de los componentes con actividad IHA. Con el proceso de co-tratamiento
entre el virus y los compuestos (esteroles y sus derivados) a diferentes tiempos se
determiné el porcentaje de reduccién de PFU/mL, considerando que cuando el virus
ingresa a la célula y completa su ciclo de replicacion para después infectar las células a
su alrededor formando colonias, por lo tanto, los compuestos al bloquear la entrada del
virus a la célula no habria proceso de replicacion viral y por consiguiente se reducirian las

unidades formadoras de placas.
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En la Tabla 4.3 se presentan los porcentajes de reduccion de PFU/mL de cada muestra
evaluada. La diferencia de porcentajes respecto al tiempo en el co-tratamiento con TO2
es minima diferencia, este resultado es muy similar al del control positivo 6'SLN.
Contrariamente con los derivados Ac-TO2 si hay una diferencia respecto al tiempo de co-
tratamiento. Cabe resaltar que en este ensayo se utilizé la concentracion a la que los
componentes inhibieron mas del 90% de la tasa de infeccion celular, por lo tanto, las
diferencias en el tiempo de co-tratamiento se deben a la capacidad intrinseca de los
componentes de bloquear la actividad de union de la HA a las células.

Tabla 4.3 Porcentaje de reduccion de PFU/mL de la mezcla de esteroles TO2 y
sus derivados Ac-TO2

Tiempo | Reduccién de PFU/mL (%)
(min) TO2 Ac-TO2 6'SLN
10 94.00 57.71 96.86
20 94.95 71.43 98.00
30 97.52 80.95 98.29
40 98.29 90.48 98.57
50 98.57 91.43 99.05
60 99.05 94.29 99.24
Ccv 0.00

CC 100.00
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4.4 DISCUSION

Con base en los resultados obtenidos a partir de los ensayos biologicos la mezcla de
esteroles TO2 compuesta por campesterol, estigmasterol y B-sitosterol y sus derivados
AC-TO2 mostraron informacién muy importante que ayuddé a comprender mejor su
actividad biolégica contra el virus de influenza. Primeramente, en los ensayos de
citotoxicidad se determiné que la concentracion citotoxica media (CCso) tanto de la mezcla
de esteroles TO2 como de sus derivados Ac-TO2 estaba por encima de la méxima
concentracion medida (100 pg/mL) ya que la viabilidad celular en todas las
concentraciones evaluadas oscilo entre 80 y 90%. Sin embargo, la acetilacion de los
esteroles produjo una disminucién en su valor de CCsp, lo que se traduce en un aumento
de citotoxicidad, que si bien este no afecté gravemente a las células es un cambio
importante en términos del funcionamiento de estos compuestos en futuros ensayos
(Garcia et al., 2016).

En cuanto al ensayo de reduccién de efecto citopatico para la mezcla TO2 se obtuvo una
Cl50=3.125 pg/mL, dando un valor de 1S=62.84, caso contrario para los derivados
acetilados donde su Cls=50 pg/mL dio como resultado un 1S=2.94, estos resultados
sugieren gue la acetilacion realizada a la mezcla de esteroles TO2 disminuye la
selectividad de los componentes hacia HA (Salas et al., 2020). Esto se vio reflejado en el
ensayo de inhibiciébn de la actividad de uniéon de la HA con las células, ya que los
derivados Ac-TO2 hasta los 40 min co-tratamiento lograron reducir el 90% de las
unidades formadoras de placas. Mientras que la mezcla de esteroles TO2 desde los
primeros 10 min logré reducir un 94% de las unidades formadoras de placas, a su vez
TO2 logré este resultado tan eficientemente como el control positivo 6'SLN. En la Figura
4.13 se encuentran fotografias del ensayo en placa a los 10 y 60 minutos de co-
tratamiento de virus-TO2, a los 10 min en la dilucion 4 se puede observar una gran
cantidad de placas, en cambio a los 60 min se observan unas cuantas placas. Con esto
se confirma que hay una reduccién de unidades formadoras de placas, lo que significa

que la mezcla de esteroles TO2 inhibe la actividad de union de la HA (Xu et al., 2010).
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Figura 4.13 Efecto del tiempo de co-tratamiento de virus-TO2 en el ensayo de
inhibicion de actividad de union de la HA, MOI=0.01.
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5 CAPITULOV

DISCUSION, CONCLUSIONES GENERALES Y PERSPECTIVAS
5.1 DISCUSION

El riesgo del surgimiento de una pandemia o epidemia a causa de un nuevo virus, es
latente. Actualmente las estrategias de mitigacion no farmacéuticas (distanciamiento
social, restricciones de viaje y movimiento, medidas de higiene) han reducido la
circulacion de la influenza. Sin embargo, este tipo de estrategias se ven limitadas ya que a
medida que han disminuido las infecciones por SARS-CoV-2 los casos de influenza han
ido en aumento (Hayden et al.,, 2022). La busqueda de nuevos esquemas para el
tratamiento de la influenza debido a la resistencia que desarrollan los virus a los
tratamientos actuales es una de las alternativas para enfrentar futuras epidemias por
influenza. Los enfoques actuales para el descubrimiento de farmacos incluyen el uso de
productos naturales, que pueden explorarse para la investigacion y el desarrollo de

nuevos productos antivirales (Nielsch et al., 2016)

El objeto de estudio del presente proyecto fue la identificacibn de componentes con
potencial actividad antiviral contra el virus de influenza. Por lo tanto, el extracto de corteza
de tallo de E. yucatanensis que anteriormente fue reportado con actividad antiviral
(Cetina-Montejo, 2012; May-May, 2013) fue fraccionado de manera biodirigia con el
ensayo de inhibicion de hemaglutinacion. Con esto se identific6 una mezcla de
fitoesteroles compuesta por 71.37% de B-sitosterol, 17.55% de estigmasterol y 11.07% de
campesterol) en las fracciones con mayor actividad IHA. Los triterpenoides y los
esteroides en general son componentes naturales comdnmente encontrados en plantas y
gue entre sus propiedades bioldgicas incluyen actividad antiviral. Diversos estudios
realizados informan su capacidad de unirse fuertemente a la hemaglutinina viral (HA),
interrumpiendo la unién de los virus a los receptores celulares (Kazakova et al., 2010;
Mehrbod et al., 2021).

Los componentes en TO2 fueron modificados quimicamente mediante una reaccion de
acetilacion para determinar el efecto en su actividad. Algunos farmacos han sido
descubrimientos al azar a partir de modificaciones quimicas que incrementan su potencia
y efectividad, o en su defecto, para mejorar sus propiedades de solubilidad, potencia,

absorcion, distribucion, metabolismo, incluso para la disminucion de sus efectos

115



CAPITULO V

secundarios (Gao et al., 2011). En otras palabras, los derivados obtenidos a partir de un
componente bioactivo permiten el analisis de la relacion estructura-actividad, asi como el

entendimiento de los grupos funcionales de interés que interactdan con el sitio activo.

Los ensayos biolégicos de la mezcla de esteroles TO2 y sus derivados acetilados Ac-TO2
demostraron tenian un efecto en las etapas tempranas del ciclo de replicacién viral, en la
evaluacién individual de los estandares puros de los esteroles no mostraron actividad IHA,
indicando un efecto sinérgico entre los compuestos. Wang et al. evaluaron la actividad
antiviral de triterpenos pentaciclicos conjugados con &cido L-ascorbico, donde la potencial
sinergia de los compuestos incrementa su actividad antiviral (Wang et al., 2016).

En el ensayo de reduccion de efecto citopatico a nivel de co-tratamiento la mezcla TO2
mostro una Cls0=3,125 pg/mL (1S=62.84), mientras que los derivados acetilados (Ac-TO2)
una Clso=50 pg/mL (1S=2.94). Al realizar la modificaciébn quimica se requiere aumentar la
concentracion de los componentes para lograr inhibir el 50% de la infecccion, este
resultado se ve reflejado de igual manera en el indice de selectividad de los derivados Ac-
TO2, el cual es menor que el de los componentes originales en TO2. Se observo el mismo
efecto en el ensayo de inhibicion de formacién de placas (PFU), donde TO2 mostré una
inhibicién del 94 % de PFU en los primeros 10 min de co-tratamiento, en cambio, Ac-TO2
mostro la misma inhibiciéon hasta los 60 min de co-tratamiento, los resultados sugieren
que la selectividad de los componentes esta relacionada con el grupo Hidroxilo de los

esteroles.

Anteriormente, en un estudio realizado por Yu et al. (2014) informaron sobre ciertos
triterpenos pentaciclicos con actividad antiviral in vitro contra el virus de influenza
A/WSN/33 (H1N1) se unian fuertemente a la hemaglutinina (HA) de la envoltura viral,
interrumpiendo la interaccién de la HA con el receptor de acido sialico y, por lo tanto, la
unién de los virus a las células huésped. Los resultados obtenidos para TO2 y Ac-TO2
indican que el mecanismo de accion de las mezclas de esteroles podria deberse al
bloqueo de la hemaglutinina, lo que impide la union de las particulas virales a la célulay a
su vez la replicacion viral del virus. Ademas, el grupo hidroxilo de los esteroles podria
tener un papel clave en el blogueo efectivo de la HA, ya que de acuerdo con lo publicado
por Ginex et al. en 2020, el grupo hidroxilo en derivados de Arbidol tiene un papel
fundamental en el bloqueo efectivo de la HA, ya que la presencia o ausencia de este se
veia directamente reflejado en la afinidad de union del Arbidol con la HA (Ginex et al.,
2021).
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5.2 CONCLUSIONES GENERALES

La mezcla de esteroles identificada en la corteza de tallo de Erythrostemon yucatanensis
inhibieron las cepas del virus de la influenza A/Yucatan/2370/09 (H1N1) vy
A/Mexico/InDRE797/10 (AHL1N1), en etapas tempranas del ciclo de replicaciéon viral,
mediante el bloque de la HA, que a su vez impide la entrada del virus en las células
huésped. También se encontré que el grupo hidroxilo en los esteroles tiene un papel
importante en el bloqueo efectivo de la HA, puesto que, la ausencia de este disminuye la
selectividad de estos componentes. Este es el primer informe sobre las propiedades de
inhibicion de la hemaglutinina de los compuestos bioactivos de E. yucatanensis.

5.3 PERSPECTIVAS

Los resultados obtenidos del presente proyecto representan un aporte acerca del uso de
productos de origen natural a la basqueda continua de nuevos antivirales. Sin embargo,
aun es necesario realizar mas estudios para poder dilucidar el mecanismo exacto de

estas moléculas. Entre los analisis que se podrian realizar se encuentran los siguiente:

1. Evaluar la actividad antiviral de los otros esteroles identificados con posible
actividad antiviral en la corteza de tallo de E. yucatannesis para determinar la

sinergia entre estos componentes mediante la variacion de su concentracion,

2. Modificaciones quimicas que ayuden a entender mejor la relacion estructura
actividad de los diferentes grupos funcionales en las estructuras de los esteroles.
Teniendo en cuenta la afinidad de otras moléculas con el sitio de unién al receptor
de la HA.

3. Realizar estudios de modelado y dinamica molecular para comprobar los

resultados de la relacion estructura actividad obtenidos de manera experimental.

4. Realizar ensayos in vivo para confirmar la efectividad de estos compuestos a nivel

de cotratamiento.

Todas estas actividades ayudarian a determinar el mecanismo de accion de los
componentes y las acciones a realizar para aumentar la efectividad de estos

componentes.
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ANEXO 2: ARTICULO PUBLICADO

Bioassay-Guided Fractionation of Erythrostemon yucatanensis
(Greenm.) Gagnon & GP Lewis Components with Anti-
hemagglutinin Binding Activity against Influenza A/HIN1 Virus.
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Abstract: Erythrostemon yucatanensis (Greenm.) Gagnon & GP Lewis is a legume tree native to and widely
distributed in southeast Mexico, where its branches are used in traditional medicine. An in vitro evaluation of
the antiviral activity of extracts and fractions from the leaves, stem bark and roots against two strains of the
AHIN1 influenza virus was performed, leading to the identification of bioactive compounds in this medicinal
plant. In a cytopathic effect reduction assay, the fractions from the leaves and stem bark were the active
elements at the co-treatment level. These were further fractionated based on their hemagglutination inhibition
activity. The analysis of spectroscopy data identified a combination of phytosterols ((3-sitosterol, stigmasterol
and campesterol) in the stem bark active fraction as the main anti-hemagglutinin binding components, while
5-hydroxy-2(2-hydroxy-3,4,5-trimethoxyphenyl)-7-metoxi-4H(chromen-4-ona), which was isolated from the
leaf extracts, showed a weak inhibition of viral hemagglutinin. Time of addition experiments demonstrated
that the mixture of sterols had a direct effect on viral particle infectivity at the co-treatment level (IC50 = 3.125
pg/mL). This effect was also observed in the virus plaque formation inhibition assay, where the mixture
showed 90% inhibition in the first 20 min of co-treatment at the same concentration. Additionally, it was found
using qRT-PCR that the NP copy number was reduced by 92.85% after 60 min of co-treatment. These results

are the first report of components with anti-hemagglutinin binding activity in the genus Erythrostemon sp.

Keywords: Erythrostemon yucatanensis; influenza A HIN1 virus; anti-hemagglutinin; sterols; flavone
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1. Introduction

Respiratory viral infections are a global health problem with a significant clinical impact. The
high mutation capacity of viruses creates a race to find new and effective antivirals to combat novel
viral pathogens. Medicinal plants are an essential source of chemical compounds with different
biological properties. These natural sources of compounds have a myriad of applications in the
pharmaceutical, food, perfume, agrochemical and cosmetics industries [1,2]. The World Health
Organization classifies a medicinal plant as any that contains substances which can be used for
therapeutic purposes, the whole or parts (e.g., roots, stem, leaves, stem bark, fruits and seeds) of
which can have applications in the control or treatment of diseases, including respiratory infections
[3].

The influenza virus presents a constant threat of a new pandemic: few antiviral options are
available, and antiviral resistance even to the most novel influenza inhibitors has been detected [4].
Bio-directed studies using plant sources have mainly focused on the influenza virus’ surface viral
proteins, neuraminidase (NA) and hemagglutinin (HA) [5,6] These glycoproteins are associated
with virus transmission and pathogenicity [7]. HA recognizes sialic acid receptors in the respiratory
mucosa, allowing virus adsorption into the cell. The sialidase activity of NA contributes to virus
release from infected cells and virus dispersion within the host [8].

The Erythrostemon genus belongs to the Caesalpinia group, a large pantropical clade of about
205 plant species in the subfamily Caesalpinioideae (Leguminosae). Its genus delimitation has
undergone considerable changes, and the current phylogeny-based classification of the Caesalpinia
group recognizes 26 genera (Erythrostemon, Cenostigma, Biancaea, Guilandina, Moullava, Caesalpinia,
etc.). Trees and shrubs in this group are used in traditional medicine as antimicrobials (Cenostigma
gaumeri (Greenm.) E. Gagnon & G. P. Lewis) [9], antioxidants (Biancaea sappan (L.) Tod., Hort. Bot.
Panorm) [10], analgesics and antihyperglycemics (Guilandina bonduc L.) [11], antidiabetics and
antituberculars (Moullava digyna (Rottl) E. Gagnon & G. P. Lewis) [12], anti-inflammatories
(Caesalpinia pulcherrima (L.) Sw. [13] and for the treatment of different affections, including leprosy
(Caesalpinia crista L. emend. Dandy & Exell) [14], the common cold and asthma (Caesalpinia minax
Hance) [15]. Phenolic compounds with antiviral activity have been identified from B. sappan,
including protossappanin A and B, brazilin, brazilein, 3-deoxysappanchalcone and sappanchalcone
[16]. Erythrostemon yucatanensis (Greenm.) Gagnon & GP Lewis comprises 31 species, all widely
distributed across the southern USA, Mexico and Central America [17,18]. In the Yucatan Peninsula
in southeast Mexico, E. yucatanensis is widely used for fuel wood and its flowers are greatly
appreciated for honey production [19]. In traditional Mayan medicine, it is used for the treatment of
culturally related diseases. [20]. As part of a search for biologically active metabolites in the flora of
southeast Mexico [21,22], the aim of this study was to evaluate the antiviral activity of extracts from
E. yucatanensis throughout a bio-directed fractionation. The selection of active components was
based on their ability to inhibit the virus” hemagglutinin-binding activity.
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2. Materials and Methods
2.1. Plant Material

Plant material was collected in Yaxcaba municipality in the state of Yucatan, Mexico, by
taxonomists from the Natural Resources Unit of the Scientific Research Centre of Yucatan (Centro
de Investigacion Cientifica de Yucatan (CICY)). One specimen from each collection was archived in
the Roger Orellana Herbarium (CICY) under the collection ID 2310. Stem bark, roots and leaves
were dried under artificial light for 72 h at 60 °C, ground, weighed and stored in airtight bags. For
the bioassay-guided purification (Figure 1), 3.06 kg of dried leaves, 1.02 kg of stem bark and 30 g of
roots were extracted via static maceration in methanol (MeOH) for 24 h at room temperature. The

extraction was filtered and concentrated under reduced pressure in a rotary evaporator at 40 °C.
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MeOH extracts
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Figure 1. Experimental strategy for the bioassay-guided fractionation of antiviral compounds in Erythrostemon

yucatanensis.

2.2. Methanolic Extract Fractionation

The leaf (38.10 g), root (0.24 g) and stem bark (1.04 g) MeOH extract were processed with a
liquid-liquid partition using MeOH/ACN/n-hexane, following the method described by Borges-
Argdez et al. [23]. Briefly, each extract was dissolved in MeOH and ACN (acetonitrile), placed in a
separation funnel and extracted with n-hexane at a 1:1:3 ratio (v/v/v); this was repeated three times.
Both the n-hexane fraction and the ACN/MeOH fraction were obtained after drying under reduced
pressure. Fractions Al (n-hexanic extract), A2 (ACN/MeOH extracts) from the leaves, A3 (n-hexanic
extract), A4 (ACN/MeOH extracts) from the roots, A5 (n-hexanic extract), and A6 (ACN/MeOH
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extracts) from the stem bark were selected for cytotoxic and antiviral evaluation (i.e., pre-treatment,

co-treatment and post-treatment) (Figure 1).

2.3. Biological Assays
2.3.1. Cells and Viruses

Madin-Darby canine kidney (MDCK) cells were kept in Dulbecco’s minimal essential media
(DMEM) supplemented with 10% foetal bovine serum (FBS), 100 U/mL penicillin, 100 pg/mL
streptomycin (GIBCO) and 1M HEPES and incubated at 37 °C in a 5% CO: atmosphere. The
influenza virus strains employed in the analyses were A/Yucatan/2370/09 (oseltamivir carboxylate
susceptible) and A/MexicoInDRE/797/2010 (oseltamivir carboxylate resistant). They were cultured
in MDCK cells, harvested at 72 h post-infection, aliquoted and stored at —-80 °C until use.

2.3.2. Cytotoxicity Assay

MDCK cells were grown in 96-well plates at a density of 1x10° cells/well and incubated at 37
°C in 5% CO:z for 24 h. After washing the cells twice with phosphate buffer saline (PBS), 100 pL of
each fraction (A1-A10) was placed in the wells at one of seven concentrations: 100, 50, 25, 12.5, 6.25,
3.125 and 1.56 pg/mL. Four replicates were carried out for each fraction at each concentration. As
controls, each plate also had one well containing only DMEM. The plates were incubated for 72 h at
37 °C in 5% COa. The inoculum was removed, and the cells were washed once with PBS, stained
with 0.4% crystal violet in MeOH and incubated at room temperature for 30 min. After incubation,
they were washed with running tap water and allowed to dry. Absorbance was measured at 490
nm using a Multilabel Plate Reader (Victor 3x Perkin-Elmer 2030). Cell viability was determined
from the ratio between the optical density (OD) of the treated cells and the OD of the cell control
considering 100% viable cells. %Cell viability = (OD-treated cells/OD cell control) x 100. The 50% cell
cytotoxicity (i.e., the concentration causing cell death in 50% of the cells (CCso)) was calculated by
plotting the extract concentration (ug/mL) versus the cell viability percentage and the curve
regression analysis. Calculations were also performed to determine the maximum non-cytotoxic
concentration (MCNC); that is, the maximum sample concentration with no cytotoxic effect and
over 90% cell viability. Once the CCso values for each fraction were calculated, a cytopathic effect

reduction assay was performed.

2.3.3. Cytopathic Effect Reduction Assay

Pre-treatment was run to determine if the extracts blocked viral infection. MDCK cells were
grown in 96-well plates in DMEM supplemented with 10% FBS and incubated at 37 °C and 5% CO:z
for 24 h. They were washed twice with PBS and incubated for another 24 h with 100 puL per well of
the fraction (A1-A6) in quadruplicate. The inoculum was removed, and the cells were washed with
PBS and incubated for 1 h at 37 °C in 5% CO: with 50 pL of virus at 0.001 MOI for
A/Yucatan/2370/2009 and 0.01 MOI for A/InDRE/797/2011. The virus was removed, and the cells
were incubated for 72 h at 37 °C and 5% CO2 in 100 uL. DMEM supplemented with 1 ug/mL TPCK
trypsin.
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Co-treatment was performed to evaluate if the fractions prevented the virus from binding to
cell surface receptors. MDCK cells were grown in 96-well plates in DMEM supplemented with 10%
FBS and incubated at 37 °C in 5% CO:z for 24 h. Different concentrations of the fractions A1-A6 were
mixed with the respective viruses (0.001 MOI for A/Yucatan/2370/2009 and 0.01 MOI for
A/InDRE/797/2011) and incubated for 1 h at room temperature. The virus + fraction mixtures (100
uL) were added to the cells and incubated for 1 h at 37 °C in 5% CO», with four replicates per
fraction. The inoculum was removed, DMEM supplemented with 1 pg/mL TPCK trypsin was
added to each well, and the cells were incubated at 37 °C in 5% COz for 72 h.

Post-treatment evaluated if the extracts inhibited viral replication or blocked virus release
from infected cells. MDCK cells were seeded in 96-well plates containing DMEM supplemented
with 10% FBS and incubated at 37 °C in the presence of 5% CO: until confluence. The cells were
washed twice with PBS and infected with 100 uL of virus (0.001 MOI for A/Yucatan/2370/2009 and
0.01 MOI for A/InDRE/797/2011) and incubated for 1 h at 37 °C and 5% CO.. After the removal of
the virus inoculum, the cells were incubated with 100 uL of different dilutions of the fractions (Al-
A6) in DMEM supplemented with 1 ug/mL TPCK trypsin and incubated for 72 h in 5% CO», with
four well replicates per dilution. The cells were stained with 0.4% crystal violet in methanol for 30
min and washed with running tap water. Once dried, optical density (OD) was measured at 490
nm. In all the assays, the tested concentrations for fractions A1, A2, A3 and A6 ranged from 25 to
0.78 pg/mL, while for fractions A4 and A5, the concentrations ranged from 6.26 to 0.195 pug/mL. All
assays were performed in triplicate. Oseltamivir carboxylate was used as a positive control. The
percentage of viral inhibition was calculated with the following equation: viral inhibition= [(A-
B)/(C-B)] x 100, where A is the OD of the infected cells, B is the OD of the virus control and C is the
OD of the control cells. The mean inhibitory concentration of the viral effect (ICs) was calculated

using linear regression.

2.3.4. Hemagglutination Inhibition Assay

A hemagglutination inhibition (HI) assay was performed to evaluate if the components
isolated from E. yucatanensis stem bark and leaves inhibited virus hemagglutination. The fractions
were diluted in PBS at different concentrations (100, 50, 25, 12.5 and 6.25 ug/mL) by mixing 4 HAU
of virus (in 25 pL) with the extract fractions (25 pL). These mixtures were placed in 96-well U-
bottom plates and incubated for 1 h at room temperature. Soon after, 50 puL of 1% turkey
erythrocytes solution was added to each well and incubated for 1 h. All assays were performed in

duplicate. Controls were erythrocytes alone and a virus—erythrocyte mixture.

2.3.5. Plaque Assay

MDCK cells were seeded in 12-well plates at a density of 1x10¢ cells/well in DMEM
supplemented with 10% SFB and incubated for 24 h at 37 °C in 5% CO:. The positive control was
the influenza virus strain A/MexicoInDRE/797/2010 (MOI = 0.01) and synthetic glycosaccharide
6'SLN (6-sialyl-(N-acetylactosamine) [24] (Ayora-Talavera et al., 2014). Two mixtures, virus + C4
fraction (3.125 pug/mL) and virus + 6’SLN (157 ug/mL), were incubated at room temperature for six
different time intervals (10, 20, 30, 40, 50 and 60 min). The mixture was added to the cells and

incubated for 1 h at 37 °C to allow for virus adsorption. The mixture was removed, and the cells
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were incubated in 3% agar overlay media supplemented with 1 pug/mL TPCK trypsin at 37 °C and
5% COa. After 72 h, the overlay media was removed, and the cells were stained with 0.4% crystal
violet in MeOH for 30 min. Plaque formation inhibition was calculated as the plaque-forming units

(PFUs) in each well compared to the virus control.

2.3.6. RNA Extraction and Quantitative RT-PCR (qRT-PCR)

MDCK cells were grown in 12-well plates at a density of 1x106 cells/well. The C4 fraction and
6'SLN were prepared at concentrations of 3.125 pg/mL and 250 uM, respectively, and co-treated
with the influenza virus strain A/InDRE797/10 at MOI = 0. 01 for 10, 20, 30, 40, 50 and 60 min at
room temperature before the cells were infected with the co-treated solutions at different times and
incubated at 37 °C in a 5% CO2 atmosphere for 1 hr. Then, the inoculum was removed, 1 mL of
DMEM supplemented with TPCK trypsin at a concentration of 1 ug/mL was added to each well
and the cells were incubated for 24 hr at 37 °C in a 5% CO: atmosphere. Subsequently, the cells and
supernatant were harvested, and total viral RNA was extracted using the ROCHE Magna Pure
Compact RNA Isolation kit according to the manufacturer’s instructions. The RNA was stored at
-80 °C until use. The detection and quantification of the NP gene was performed using real-time
qRT-PCR with oligonucleotides (forward 5GCA CGG TCA GCA CIT ATY CTR AG 3 reverse
5GTG RGC TGG GTT TTC ATT TGG TC3') and a hydrolysis probe (TagMan) (57 56- FAM CYA
CTG CAA GCC CA/BHQ) [25,26] with a quantitative qRT-PCR kit (One-Step Invitrogen
SuperScript TM III Platinum One-Step). For the standard curve, the plasmid pDrive cloning vector
QIAGEN containing the NP gene from strain A/InDRE797/10 was used as a control.

2.3.7. Data Analysis and Interpretation

Data are presented as the mean + standard deviation of three independent experiments.
Statistical significance was calculated by a one-way ANOVA analysis and Dunnett’s test, with p-

values <0.05 considered as significant, using the GraphPad Prism 6.01 software.

2.4. Bioassay-guided Fractionation of Leaf Extracts.

The bioassay-guided fractionation was based on the hemagglutinin binding inhibitory activity
of the extracts. The leaf extracts (38.10 g) were processed by liquid-liquid partition, which resulted
in the Al (11.60 g) and A2 (26.50 g) fractions, as previously described in Section 2.2. Fraction A2
was processed using VLC on silica gel (13 x 5 cm) eluted with 500 mL each of n-hexane (100%, 1 L,
fraction 1-2) followed by 95:5 n-hexane:acetone (500 mL, fraction 3), 90:10 n-hexane:acetone (500
mL, fraction 4), 80:20 n-hexane:acetone (500 mlL, fraction 5), 70:30 n-hexane:acetone (500 mlL,
fraction 6), 60:40 n-hexane:acetone (500 mL, fraction 7), 50:50 n-hexane:acetone (500 mL, fraction 8),
40:60 n-hexane:acetone (500 mL, fraction 9), 30:70 n-hexane:acetone (500 mL, fraction 10) and finally
100% acetone (250 mL, fraction 11). The resulting 15 fractions were compared using TLC and those
with similar compositions were combined to obtain ten final fractions (F1-F10). Then, fractions F5,
F6 and F7 (100 mg in total) were processed by gel permeation chromatography using a Sephadex
LH20 (1.5 x 60 cm) and n-hexane:acetone:dichloromethane (8:1:1) as the mobile phase, resulting in
43 fractions. Based on the Rf value from the TLC results, 24 final fractions (A-R) were obtained. The
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fractions L and M yielded a yellow precipitate named s] (5 mg), which was identified as a flavone

using 'H-NMR and bidimensional analysis.

2.5. Bioassay-guided Fractionation of Stem Bark Extracts.

The bioassay-guided fractionation was based on the hemagglutinin binding inhibitory activity
of the extracts. The partitioning of the stem bark extract (1.02 kg) produced the A5 (122.5 g) and A6
(925.2 g) fractions. A portion (40 g) of A5 was processed using VLC on silica gel (6 x 7 cm) and
eluted with 500 mL of n-hexane (100%, 500 mL, fraction 1) followed by decreasing proportions of n-
hexane:EtOAc (80:20, 70:30, 50:50, 25:75) until reaching 100% EtOAc. The column was washed with
100% MeOH (500 mL) to isolate 22 fractions. These were compared using TLC (n-hexane:EtOAc; 8:2
and 7:3) to produce 14 final fractions (B1-B14). Then, fraction B6 (1.03 g) was fractionated via
adsorption column chromatography (3.5 x 30 cm) using silica gel (Sigma Aldrich) as the stationary
phase, a 60 A pore size and a 70-230 mesh. It was eluted with 250 mL each of n-hexane (100%, 250
mL) followed by decreasing proportions of n-hexane:EtOAc (100:00, 90:10, 80:20, 80:20, 75:25, 75:25,
50:50, 50) until reaching 100% EtOAc. The column was washed with 100% MeOH (250 mL),
resulting in 261 fractions. These were compared using TLC (n-Hx: CH:ClzAn; 8:1:1), which
produced 9 final fractions (C1-C9) (Figure 1). A precipitate was isolated from fraction C4 and
washed with MeOH, resulting in a white powder that was characterized using GC-MS.

2.6. Characterization of Anti-HA Compounds in C4.
2.6.1. Infrared Spectroscopy (FTIR-ATR)

The C4 fraction was also analysed via Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) using a
spectroscope (BRUKER Tensor II, Madison WI, USA) with a diamond tip ATR detector. Data
(Madison WI, USA) were collected within a 500-4000 cm™ range with a resolution of 4 cm™ and 32
scans in the specified wavelength range. The equipment automatically processed the data with an

atmospheric CO2 compensation for each spectrum and an ATR diamond angle correction.

2.6.2. Gas Chromatography-Mass Spectrometry (GC-MS)

The C4 fraction was analysed using GC-MS with a gas chromatographer (Agilent Technologies
7890A, Santa Clara, CA, USA) coupled to a mass detector (Agilent Technologies 5975C, Santa Clara,
CA, USA) with a 5% phenyl- 95% methylpolysiloxane column (30 m long, 0.25 mm diameter, 0.25
pm film thickness) (Agilent Technologies 190915-433HP-5MS, Santa Clara, CA, USA). Helium was
the carrier gas, and the analysis parameters were as follows: initial temperature of 120 °C for 2 min,
increase by 15 °C/min to 200 °C in 2 min, increase by 10 °C/min to 300 °C in 15 min and constant for

15+ min.

2.6.3. NMR Structure Elucidation
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H, BC, COSY, HMQC and HMBC NMR spectra were recorded with a spectrometer (Santa
Clara, CA, USA) (Varian 600 MHz) in CDCls using TMS as an internal standard.

3. Results
3.1. Antiviral Activity of Leaf, Root and Stem Bark Fractions of E. yucatanensis

The antiviral activity of the leaf, root and stem bark fractions (A1-A6) was assessed in the
different virus + extract treatments. The results of the cytotoxicity assay revealed that the leaf (A2)
and stem bark (A5) fractions exhibited cytotoxic activity in the range of 41.70 to >100 ug/mL (Table
1). However, in the co-treatment (Table 1), the leaf and stem bark fractions were active against both
virus strains with selectivity indexes >300, as indicated for A2. Thus, our results suggest that these
fractions may affect the entrance of the virus into the cell via the interaction with viral
hemagglutinin. The root fractions, A3 and A4, had the highest cytotoxicity. The cytopathic effect is
the set of morphological changes or damage to the cells suffer being infected by a virus and that
normally results in cell death. None of the fractions or extracts were active (IC50 > 6.25 pg/mL) in
pre-treatment or post-treatment, although fraction A5 did exhibit some activity against the
A/Mexico/Indre797/10 strain with an IC50 of 3.62 pug/mL. Therefore, the root extracts were excluded

from the study and no further fractionation was performed.

Table 1. Cytotoxic and antiviral activity of fractions Al to A6 from E. yucatanensis during co-treatment assays.

Fractions CC50 A/Yucatan/2370/09 A/México/InDRE797/10
(Plant part) pg/mL MOI:0.001 MOI0.01
IC50 (SI) IC50(SI)
ug/mL ug/mL
Al (leaves) >100 >25 (4.00) >25 (4.00)
A2 (leaves) 71.95 <0.195 (368.97) <0.195 (368.97)
A3 (roots) 15.96 >6.25 (2.55) >6.25 (2.55)
A4 (roots) 12.24 >6.25 (1.95) >6.25 (1.95)
A5 (stem bark) 41.7 2.51(16.6) 4.83 (8.63)
A6 (stem bark) 50.47 >25 (8.04) <0.78 (64.70)

CCs0—50% cell toxicity concentration; ICs050% —inhibition concentration; SI—selective index, CCso/ICso.

3.2. Leaf Components from E. yucatanensis with Anti-HA Activity

The HI assay was used as an indirect approach to determine which leaf components showed
anti-HA activity. From the bioassay fractionation, fractions F5, F6 and F7 exhibited the ability to
inhibit hemagglutination at all tested concentrations (100, 50, 25 and 12.5 ug/mL) (Figure 2). These
three fractions were combined (fraction F567), and the anti-HA activity was further evaluated in the
24 resulting fractions (A-R) (Figure 1). Fractions B, C, L and M were active, although only the
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yellow precipitate sJ, obtained from fractions L and M, showed weak inhibitory activity (Figure 2).
The other fractions were not analysed further due to the small amount of sample obtained and their
complexity, as determined by TLC (Figure 2). The pure sample was analysed using GC/MS, 'H
NMR and bidimensional analysis. The 'H NMR analysis identified resonances for a strongly
chelated OH group at 512.55, typical of the 5-OH group; resonances for methoxyl groups between
03.87 and 3.99 and aromatic protons; and a signal at 07.34 typical of a flavone proton. A 3Jcu
correlation between the methoxyl protons at 63.81 and the carbon at 6165.59 was observed in the
HMBC spectral data, which allowed the assignment of the methoxylated proton to the C-7 position.
The HMBC data also identified a methoxyl at d 3.99 attached to C4’ and a methoxyl at 03.874
attached to C3'. The final methoxyl group at 3.82 was assigned to the C5’ position. Additional OH
group correlations were confirmed by the 3Jcu correlation between a 12.55 proton and the carbons
at 097.79 (C6) and 0105.93(C4a) and by ?Jcu with 0161.84 (C5). The HSQC experiment identified
eight protonated carbons. The substitution pattern on the A and B rings was fully established using
NOE experiments with the irradiation of each methoxyl group. Based on this, the flavone s] was
unequivocally identified as 5-hydroxy-2(2-hydroxy-3,4,5-trimethoxyphenyl)-7-metoxi-4H(chromen-
4-ona).

(ug/mL) F567

Figure 2. Hemagglutination inhibition activity of fractions F567, B, C, L and M and flavone s] from the leaves
of E. yucatanensis. Results: full inhibition (red button) or no inhibition (no red button). Controls: virus +
erythrocytes (V) and erythrocytes (E).

3.3. Stem Bark Fractions from E. yucatanensis with Anti-HA Activity

The initial screening of the fractions from stem bark showed that A5 had some activity against
the virus A/México/InDRE797/10. The bioguided fractionation resulted in 14 fractions (B1-B14), and
fraction B6 also showed anti-HA activity in the HI assay at a concentration of 6.25 to 50 ug/mL
(Figure 3). The sequential chromatographic fractionation of B6 ended with a final component
named C4, which was a white crystalline powder that showed inhibition at a concentration of 6.25
pug/mL when evaluated in the HI assay. The C4 sample had a single spot on the TLC assay with an
Rf of 0.31 corresponding to the 80:20 n-hexane:AcOEt elution system, suggesting that C4 was a pure
compound. The IR analysis showed absorption bands for hydroxyl groups at 3400 cm and the
tensile vibration of C-H bonds around 2900 cm™! (Figure 4a). However, the GC-MS analysis showed
that C4 had three main peaks with RTs of 20.10 min (campesterol), 20.50 min (stigmasterol) and
20.90 min ((3-sitosterol) (Figure 4b).
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Figure 3. Hemagglutination inhibition assay of some stem bark fractions from E. yucatanensis. Results: full
inhibition (red button) or no inhibition (no red button). HI assay of stem bark fractions (A5, B6 and C4) and
analytical standards of [3-sitosterol (3S), stigmasterol (ES) and campesterol (CS). Controls: virus + erythrocytes
(V) and erythrocytes (E).

A typical fragment was observed in the mass fragmentation spectra at m/z 396, which
corresponded to a fragment with a loss of 18 units due to a water molecule (from the OH group in
position 3). This fragment underwent a new fragmentation, giving rise to the m/z 255 fragment,
formed by the loss of the side chain attached to the sterane. The presence of these sterols was also
confirmed by the fragments resulting from the loss of the side chain by the original sterane without
water loss (273 m/z), and the subsequent loss of 18 units due to the water molecule (OH group in
position 3) (Figure 4c).

The '"H NMR analysis revealed a profile that was characteristic of steroidal compounds. The
series of intense high-field signals noted in the spectrum is associated with the presence of methyl
groups at 01.01 (s), ©0.92 (d, ] =6. 4 Hz), 0 0.84 (d, ] =2.7 Hz), 5 0.83 (s), d 0.82 (s), 5 0.81 (s) and d
0.68 (s). The proton resonating at d 3.51 (ddd, J = 19.2, 10.6, 6.8 Hz) corresponds to the proton of a
carbon bonded to a hydroxyl group; this is a characteristic signal for the hydrogen located at
position 3 of the sterane, which, according to the coupling constants, allows for the location of the
hydroxyl group in the 3-position. The signals at 85.02 (dd, | = 15.1, 8.6 Hz, 3H) and 85.15 (dd, | =
15.1, 8.7 Hz) are characteristic of the vinyl protons on the C-22 and C-23 carbons of stigmasterol,
respectively. Another characteristic signal for sterols was present in the spectrum of a signal at
05.35 (d, | = 2.8 Hz), which corresponds to the vinyl proton at position 6 of the sterane (Figure 4d).
These data confirmed that the sample was a mixture of three compounds: campesterol, stigmasterol
and [3-sitosterol.
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Figure 4. Characterization of anti-HA compounds in C4: a) FTIR spectra of C4 showed absorption bands for
hydroxyl groups at 3400 cm™ as well as the tensile vibration of C-H sp3 bonds around 2900 cm'. The bands
found in the fingerprint region could be related to the vibrational modes of methyl, methylene and C = C
double bonds. b) GC-MS chromatogram of C4 showing three main peaks at retention times of 20.10 min, 20.50
min and 20.90 min that were characterized as campesterol (peak 1), stigmasterol (peak 2) and {3-sitosterol (peak
3), with a similar molecular mass from m/z 414. ¢) Chromatogram of the mass fragmentation (GC-MS) of C4,
with a fragment at m/z 396, which corresponds to the OH group in position 3; an m/z 255 fragment, formed by
the loss of the side chain attached to the sterane; and the fragments resulting from the loss of the side chain by
the original sterane without water loss (273 m/z) and with the subsequent loss of 18 units due to the water
molecule (OH group of position 3). d) 'THNMR spectrum (CDCls, 600 MHz) of the C4 fraction corresponding to
a mixture of steroidal compounds.

The pure standards of these sterols did not show inhibitory activity when evaluated in the HI
assay (Figure 3) and at the co-treatment level in the cytopathic effect reduction assay (Table 2), in
contrast to C4, which showed inhibitory activity in both assays with Clso = 3.125 ug/mL and SI =
62.84. The cytotoxicity results showed that C4 and the sterols (B-sitosterol, stigmasterol and
campesterol) had CCso values higher than the maximum concentration measured (>100 pg/mL);
thus, the SI was very low, suggesting that the activity identified in fraction C4 was likely a
synergistic effect produced by the mixture of the three sterols identified.

Table 2. Cytotoxic and antiviral activity of C4, B-sitosterol, stigmasterol and campesterol.

Samples CC50 A/Yucatan/2370/09
ug/mL MOI:0.01
IC50 SI
ug/mL CC50/1C50
C4 (fraction) 196.36 3.125 62.84
[3-sitosterol >100 >100 <1
Stigmasterol >100 >100 <1
Campesterol >100 >100 <1

CC50—50% cell toxicity concentration; IC50—50% inhibition concentration; SI—selective index, CC50/IC50.

3.4. Inhibition of Virus HA Binding and Infection by Component C4 from the Stem Bark of E. yucatanensis

The inhibition of viral HA binding and MDCK cell infection was assessed using a plaque
assay. In the presence of 6'SLN, plaque formation was inhibited at 60% after only a 10 min
incubation (virus + 6’SLN) and reached 100% inhibition after 30 min. Interestingly, in the presence
of 3.125 ug/mL of C4, this fraction’s inhibitory activity reached 90% at only 10 min of incubation
and further increased to 100% after 30 min (Figure 5). The inhibitory effect of 6’SLN and the C4
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fraction remained constant throughout the entire hour of incubation. Since plaque assays are used
to quantify influenza virus replication rates, these results suggest that the components in the C4
fraction inhibited viral hemagglutinin binding to host cell sialic acid, thus preventing entry into the
cell.
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Figure 5. A) Binding inhibition percentage of virus A/México/InDRE797/10 in MDCK cells at MOI= 0.01, co-
treated at different times with the C4 fraction, **p< 0.001. B) Plaque assay of C4 fraction (a and d), 6'SLN (b
and e) and viral control (c and f).

The effect of the C4 fraction on virus infection and replication was assessed by measuring NP
gene copies in a standard curve using qRT-PCR. The results showed that in the presence of 6’SLN,
the number of NP copies decreased in the first 10 min with 91.2% inhibition; after 20 min, NP
synthesis was 100% inhibited with respect to the viral control. For the C4 sterol mixture, at 10 min
of incubation the percentage of inhibition was 84.72%, while it reached 92.85% after 60 min of co-
treatment (Table 3). These results suggest that C4 possesses an HA inhibitory activity that prevents
binding to the cell receptor with a further effect on the infection and replication capacity of the
HINT1 virus.

Table 3. Copy number of the NP gene of virus A/Yucatan/2370/09 co-treated with the C4 fraction or 6’SLN
detected using qRT-PCR.

Time Number of copies % Inhibition
(min) 6'SLN C4 6'SLN C4
10 685.25 1189.51 91.2 84.72
20 0 1193.4 100 84.67
30 0 1112.74 100 85.7
40 0 1277.16 100 83.59
50 0 1334.84 100 82.85
60 0 556.51 100 92.85
*CV 7780.06
*CC 0

*CV —viral control.
*CC—cell control.
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4. Discussion

The present study addressed the antiviral activity of E. yucatanensis extracts and pure
compounds against the AHIN1pdm09 influenza virus and their possible mechanism of action. The
influenza virus replication cycle initiates when viral HA binds to cell surface glycoconjugates
containing terminal sialic acid residues [27]. Viral HA from human influenza strains preferentially
recognizes receptors bound in an a-2,6 conformation (SAa2,6) to the sugar [28,29]. Our results
revealed that the leaf and stem bark fractions were the most effective when added at the co-
treatment level, having a significant effect on the inhibition of the binding capacity of viral HA on
the MDCK cells’ surface.

The bioguided purification of the leaf fractions using an HI assay identified 5-hydroxy-2-(2-
hydroxy-3,4,5-trimethoxyphenyl)-7-methoxy-4H(chromen-4-ona) as one of the components present
in the active fractions. The results suggested that the activity of the isolated flavone increased when
other components were present. Previous research has identified several methoxylated flavones
with cytotoxic and anti-HIV-1 activities [30], first reported in leaves of Gardenia carinata from the
Rubiaceae family [31]. There are no previous reports of this compound in members of the
Erythrostemon group (reclassified into 26 genera); thus, this is the first report for a species (E.
yucatanensis) in this group [32]. The isolation and identification reported in this study is a
phytochemical contribution to the genera Erytrosthemon.

The plaque assay is one of the most reliable and commonly used methods to titre infectious
virus particles. The effectiveness of a compound/extract/fraction in reducing the plaque size or
plaque phenotype can be used as an indicator of its antiviral effect. The synthetic 6'SLN [33], used
as positive control, inhibited virus plaque formation beginning at 10 min of incubation. At different
co-treatment times, plaque formation was inhibited by the C4 fraction from E. yucatanensis stem
bark as efficiently as observed in the presence of 6’SLN. It seems that blocking the virus from
binding to the host cell affected viral infection, which was quantified by the number of NP copies,
demonstrating that the inhibition of viral binding to the cell by the stem bark extract had a direct
effect on viral replication. These results are relevant considering that there is a lack of drugs
targeting viral binding to the host cell; these entry inhibitors might be considered as key targets for
the development of new antivirals.

The bioguided purification of stem bark extracts helped us to characterize a mixture of sterols
(B-sitosterol, stigmasterol and campesterol) as the constituents of the C4 fraction that effectively
inhibited hemagglutinin in the HI assay and in the cytopathogenic effect reduction assay at the co-
treatment level. An individual evaluation of the pure standards of these sterols did not show any
antiviral activity, suggesting that the HA inhibitory activity resulted from a synergistic effect
among these compounds. The identification of molecules of plant origin and, in particular, the
synergistic effect of these molecules should be investigated deeply, as the greater efficiency of
combinations of molecules with antiviral effects has been previously reported [34,35]. The most
important plant sterols (commonly known as phytosterols) are stigmasterol, campesterol and (-
sitosterol [36]. Due to their structural similarity, all three are widely used for various industrial and
pharmaceutical applications, for example, as additives in functional foods, humectants, epithelial
cell regenerators and cholesterol reducers. The anti-inflammatory effects of this phytosterol mixture
have also been demonstrated in mice models. Their inhibition of pro-inflammatory cytokines is the
main reason for their pharmacological effect [37].

Phytosterols similar to those reported in the present study have been isolated from extracts of
the plants Celastrus paniculatus Willd. (Celastraceae) and Aleurites moluccanus. These extracts have
been evaluated for their activity against the Newcastle disease virus (NDV) and avian influenza
virus (AIV) H5N1, showing a 90% inhibition for the A. moluccanus extract in terms of viral titre
reduction as evaluated by the HI assay [38]. However, only minimal research has been carried out
on the activity of these compounds against influenza viruses [39].
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5. Conclusions

The mixtures of leaf and stem bark extracts from Erythrostemon yucatanensis inhibited both the
A/Yucatan/2370/09 (HIN1) and A/Mexico/InDRE797/10 (AH1N1) influenza virus strains, mainly by
blocking viral entry into the host cells. Bioassay-guided fractionation based on influenza HI activity
allowed for the identification of a mixture of (-sitosterol, stigmasterol and campesterol as the
antiviral agent in the stem bark extract. This is the first report on the anti-hemagglutinin inhibition
properties of bioactive compounds from E. yucatanensis. Natural source antivirals of this type are a
valuable addition to the ongoing search for new antivirals.
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