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RESUMEN

Diospyros anisandra es una especie de amplia distribucién en la peninsula de Yucatan, con
diversas actividades biologicas, entre las que se encuentra su actividad contra el virus de la
influenza AH1IN1. El extracto de baja polaridad de corteza de esta especie ha sido el mas
estudiado, siendo las hojas, raiz y fruto un area poco explorada fitoquimicamente; asi como la
evaluacién de los compuestos contra el virus de la influenza. Aunque el SARS-CoV-2 ha
producido una pandemia que afecta a la poblacién desde el afio 2020, los virus que causan la
influenza siguen teniendo relevancia, ya que a lo largo de mas de 100 afios han causado cuatro
pandemias que han cobrado la vida de mas de 50 millones de personas por lo que sigue siendo

de importancia el disefio de vacunas y la identificacion de nuevas moléculas antivirales.

Por ello, el objetivo de este trabajo fue realizar un estudio fitoquimico de todas las partes
vegetales de esta especie y mediante un ensayo biodirigido evaluar la capacidad de inhibicion
sobre dos de las proteinas mas abundantes en la superficie de la membrana del virus: la
hemaglutinina (HA) y la neuraminidasa (NA); asi como la actividad antiviral mediante el ensayo
de reduccion del efecto citopético (REC) y ensayo de un solo ciclo de replicacion viral.

Primeramente, las hojas, corteza del tallo, frutos y raices de esta especie fueron colectadas,
procesadas y maceradas en metanol. Los respectivos extractos metandlicos fueron sometidos
a una particion liquido-liquido empleando n-hexano y acetato de etilo, obteniéndose los
respectivos extractos de baja y mediana polaridad, asi como el remanente acuoso. Cada
extracto obtenido, fue fraccionado por diversas técnicas cromatogréficas y analizado por
cromatografia de gases acoplada a masas (CG-EM), con excepcion de la fase acuosa.
Adicionalmente las fracciones obtenidas del extracto de mediana polaridad fueron analizadas
por HPLC. Paralelamente, la evaluacion de la actividad antihemaglutinina y neuraminidasa se
realizé con extractos y fracciones obtenidas de cada parte vegetal, asi como su efecto en el
ciclo viral. El andlisis por CG-EM permitié determinar la presencia de plumbagina en todos los
extractos n-hexanicos de la planta y la confirmacién de compuestos del tipo terpeno mediante
coinyeccién con estandares, asi como mediante el andlisis por cromatografia de capa delgada
(CCD).

Por otro lado, los extractos, las fracciones (3F23, 4R34) y los compuestos identificados en las
fracciones (uvaol, betulina, escopoletina, acido betulinico) fueron evaluados en ensayos de

citotoxicidad utilizando células MDCK (Madin-Darby Canine Kidney), ensayos de inhibicién de




la hemaglutinacion (IHA) y de la actividad neuraminidasa (INA), esta Ultima utilizando métodos
fluorescentes (Amplex ® Red y MUNANA) y quimioluminiscentes (NA-Star®). En el ensayo de
citotoxicidad, los extractos n-Hexanicos fueron los mas citotoxicos (raiz: CCs0=15.4066 ug/mL,
fruto: CCs0=19.6946 pg/mL, tallo: CCs0=21.806 pg/mL y hojas: CCs=25.123 pg/mL) y los
extractos acuosos los de menor citotoxicidad (fruto: CCs0=80.3303 pg/mL, hojas, tallo y raiz
CCs0>100 pg/mL).

En el estudio biodirigido de IHA, la fraccion F3 y las sub fracciones semipuras (3F23, 3F25,
3F35, 3F48, 3F51) obtenidas a partir del extracto n-hexanico de frutos, fueron capaces de
inhibir la actividad HA, siendo 3F23 la que logré inhibir dicha actividad hasta un 80% a partir de
una concentracion de 25 ug/mL. Los compuestos presentes en las fracciones activas de fruto,
fueron evaluadas también en el ensayo de IHA, siento la vitamina E y el lupeol, las moléculas

gue mostraron actividad IHA a 100 ug/mL.

En cuanto al estudio biodirigido del ensayo INA, los metabolitos presentes en la fraccion R4 del
extracto de acetato de etilo (AcOEt) de raiz y sus respectivas subfracciones 4R34, 4R35 y
4R36, mostraron fluorescencia por lo que sugirié la presencia de moléculas fluorescentes como
cumarinas, las cuales estan interfiriendo con las pruebas de actividad de la neuraminidasa; sin

embargo, 4R34 mostré reducir en un 30% la actividad de la NA.

Finalmente, la fraccion 4R34 (>100 mg/mL), uvaol y betulina (>100 pg/mL) mostraron actividad
antiviral, y en los ensayos de un solo ciclo, 4R34 disminuyé las particulas virales en las
primeras horas de infeccién y después de seis horas, por lo que sugiere una accion sinérgica
de los compuestos presentes en la etapa inicial y durante la replicacion. Esta es la primera vez

que se evaltan los compuestos con la cepa viral A/Yucatan/2370/09 (H1IN1) pdm.




ABSTRACT

Diospyros anisandra is a widely distributed species in the Yucatan Peninsula, with various
biological activities, including activity against influenza AH1N1 viruses. The low polarity bark
extract has been the most studied, however, the phytochemistry and antiviral activity against
influenza viruses of the leaves, roots, and fruits compounds of this species have not been
studied. Although SARS-CoV-2 is a pandemic that affects the population since 2020, the
influenza viruses are important because for 100 years, they have caused four pandemics that
have claimed the lives of more than 50 million people, so the design of vaccines and the

identification of new antiviral molecules remains a priority.

Therefore, the objective of this work was to carry out a phytochemical study about the plant
parts of this species and to evaluate the inhibition capacity on the most abundant surface
proteins of the virus membrane: the hemagglutinin (HA) and neuraminidase (NA), and the
antiviral activity by the cytopathic effect (CEP) reduction and single-cycle viral replication

assays.

First, the leaves, stem bark, fruits, and roots were collected and extracted with methanol. The
methanolic extracts were subjected to a liquid-liquid partition using n-hexane and ethyl acetate,
obtaining the low and medium polarity extracts. The extracts were fractionated by
chromatographic techniqgues and analyzed by Gas Chromatography coupled with Mass
Spectrometry (CG-MS), except the aqueous phase (liquid-liquid partition residual). Additionally,
fractions from ethyl acetate root extracts were analyzed by HPLC. At the same time, the
extracts and fractions obtained were evaluated in the anti-hemagglutinin and neuraminidase
activity assay, as well as their effect on the viral cycle. The GC-MS analysis allowed us to
determine the presence of plumbagin in all n-hexane extracts. The confirmation of these

compounds was determined by co-injection with standards, as well as their analysis by CCD.

On the other hand, the extracts, the 3F23, 4R34 fractions, and the compounds identified in the
fractions (uvaol, betulin, scopoletin, betulinic acid) were evaluated in cytotoxicity tests using
MDCK cells (Madin-Darby Canine Kidney), inhibition tests of hemagglutination (IHA) and
neuraminidase activity (INA), the latter using fluorescent (Amplex ® Red and MUNANA) and
chemiluminescent (NA-Star®) methods. In the cytotoxicity test the n-Hexane extracts were the
most cytotoxic (root: CCsp=15.4066 pg/mL, fruits: CCs0=19.6946 pg/mL, stem: CCso= 21.806




pMg/mL and leave: CCsp=25.123 pg/mL), and aqueous extracts those with less cytotoxicity (fruit:
CC50=80.3303 pg/mL, leave, stem and root CCs0,>100 pg/mL).

The bio-directed study of the inhibition of HA activity determined that F3 fraction and the semi-
pure sub-fractions 3F23, 3F25, 3F35, 3F48, 3F51; obtained of fruit n-hexane extract, were able
to inhibit HA activity, being 3F23 to inhibit activity up to 80% from a concentration of 25 pg/mL.
The compounds present in the active fruit fractions were also evaluated in the IHA test, vitamin

E and lupeol, the molecules that showed a slight IHA activity at 100 pg/mL.

Regarding the bio-directed study of the INA test, the metabolites present in the R4 fraction of
the root ethyl acetate extract (AcOEt), and their respective sub-fractions 4R34, 4R35, and 4R36
showed fluorescence, the presence of coumarins is suggested which are interfering with the

neuraminidase activity tests. However, 4R34 was shown to reduce NA activity by 30%.

Finally, the fraction 4R34 (> 100 mg/mL), uvaol and betulin (> 100 ug/mL) showed antiviral
activity, and in the single cycle tests, 4R34 decreased the viral particles in the first hours of
infection and after 6 hours. Thus, suggesting a synergistic action of the compounds present in
the initial stage and during replication. This is the first time that compounds have been
evaluated with the viral strain A/Yucatan/2370/09 (H1N1) pdm.
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Las plantas en la vida del ser humano han sido parte fundamental para su sobrevivencia, ya
gue han sido ampliamente usadas como alimento, cosméticos, remedio medicinal y en afios
recientes como fuente de metabolitos para el disefio de nuevos farmacos. En la medicina
tradicional, las plantas son parte del vinculo del conocimiento, creencias y experiencias propias
de una cultura; muestra de ello es el tiempo dedicado para plasmar a través de la escritura sus
aplicaciones en la cotidianidad de aquellos pueblos, como en los escritos del Emperador Shen

Nung en China y de los Aryuvedas en la India (Petrovska, 2012).

En México, el empleo de plantas para uso medicinal se registra desde la época prehispanica,
contando con un valioso documento conocido como el Codice Florentino (1559) que describe
tratamientos medicinales, en su mayoria a base de plantas para el tratamiento de unas setenta
enfermedades que eran frecuentes durante esa época; asi como el cédice Badiano (1552) que
las presenta de manera ilustrada (Sanchez et al.,, 2012; Guerra, 1966). Actualmente es tan
frecuente recurrir a las plantas, que la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), elabor6é un
plan estratégico que abarca un periodo de nueve afios (2014-2023) con el fin de aprovechar el
uso de plantas medicinales de manera segura y eficaz (OMS, 2022).

Una de las areas de aplicacion de los extractos a partir de plantas, es para el tratamiento de
enfermedades virales (Ghildiyal & Gabrani 2020; Kapoor et al., 2017), un ejemplo de ello es su
actividad contra cepas del virus de la Influenza, ya que este virus ademas de su facil
dispersion, tiene la capacidad del re-arreglo de genes, lo que resulta en modificaciones y
mutaciones del virus creando resistencia a antivirales, generando la necesidad del disefio

frecuente de nuevos farmacos y vacunas para su control (Moon et al., 2016).

Estudios realizados sobre la actividad antiviral de extractos y compuestos aromaticos de
plantas nativas y endémicas de la Peninsula de Yucatan, se encontr6 que el epéxido de
Zeylanona (EPZ) aislado a partir de extractos n-hexénicos de corteza de Diospyros anisandra
mostré propiedades antivirales contra cepas de virus de influenza A y B. Posteriormente Cetina
y colaboradores (2019) determinaron que la actividad de EPZ se mantenia en las primeras
etapas del ciclo viral, durante la replicacion y liberacién de la nucleoproteina viral (NP). Por ello
D. anisandra al ser considerada una planta endémica de la Provincia Bidtica de la Peninsula de

Yucatan (PBPY) y dado el potencial antiviral de esta especie, el objetivo de la presente
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investigacion fue aislar y purificar metabolitos secundarios de fruto, hoja, tallo y raiz, evaluar su

actividad antiviral y mecanismo de accion en cepas del virus de la Influenza.
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ANTECEDENTES
1.1 Importancia del uso de las plantas

Las naciones unidas (UN por sus siglas en inglés) en su agenda universal para el 2030, tiene
como meta cumplir 17 objetivos de desarrollo sostenible, uno de ellos es asegurar vidas
saludables y promover el bienestar para las personas. En el apartado 3c de dicha agenda,
menciona medidas importantes para lograr dicho objetivo mediante el apoyo a la investigacion,
desarrollo de vacunas y medicamentos para las enfermedades que afectan principalmente a los

paises en desarrollo (UN, 2021).

Dentro de este contexto, diversas investigaciones se han centrado en la busqueda de nuevos
farmacos con aplicacion en el sector salud. Newman y Cragg (2020) llevaron a cabo una
recopilacién de los farmacos aprobados por la FDA durante el periodo de 1981 hasta 2019, los
resultados se aprecian en la figura 1.1 donde el 24.6 % de los medicamentos aprobados, lo
ocupan los farmacos sintéticos (S), mientras que la suma del nimero de farmacos no sintéticos
(aislados de animales, microorganismos o plantas) representan un porcentaje mayor, lo que
permite concluir que las moléculas de origen natural son de relevancia para su aplicacién en el

sector salud (Newman & Cragg 2020).

Las plantas son parte vital de los ecosistemas y el fundamento de la biodiversidad; ademas
indispensables para varios rubros de la vida del ser humano, por ejemplo: se les ha
aprovechado en la industria alimentaria, textil, produccion de energias limpias, biorremediacion,
cosmeéticos, por mencionar algunos. El estudio de las plantas como fuente de farmacos es de
relevancia a nivel mundial (Salmerén-Manzano et al., 2020) y de gran importancia para varios
paises en desarrollo, ya que dependen del uso de la medicina tradicional, para satisfacer las
necesidades de salud (OMS, 2022) y es parte del legado cultural de paises como China, India 'y
México (Sanchez et al. 2012; Petrovska, 2012; Guerra, 1966).
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Figura 1.1 Farmacos aprobados por la FDA en el periodo 1981-2019.

Donde B (péptidos/proteinas), N (productos naturales), NB (Producto botanico
natural), ND (derivado de un producto natural), S (sintéticos), S/INM (sintéticos que
mimetizan un producto natural), S* (sintéticos a partir de un farmacoforo), S*/NM
(sintéticos a partir de un farmacéforo natural) y V (Vacuna) representan a cada grupo

de farmacos (tomado de Newmann & Cragg, 2020).

Por otro lado, existe una simbiosis entre el aprovechamiento de recursos naturales (plantas)
con el uso responsable de los mismos; compromiso que se tiene principalmente porque México
esta considerado entre los 17 paises megadiversos (UNEP, 2020). La peninsula de Yucatan es
parte de una zona biogeografica nombrada Provincia Bibtica de la Peninsula de Yucatan
(PBPY) que comprende los estados de Campeche, Quintana Roo, Yucatan, parte de Tabasco y
Chiapas; asi como los distritos del norte de Belice y el departamento del Petén de Guatemala
(Duno-de Stefano et al., 2012).

En esta zona biogeografica, en lo que respecta a plantas, las familias mas ricas son las tipicas
de ecosistemas terrestres tropicales de tierras bajas como la Fabaceae, Poaceae, Asteraceae,
Orchidaceae y Euphorbiaceae, (Perez-Sarabia et al., 2017; Carnevali et al., 2010). Aunque
reducida en numero, pero no menos importante, también contiene especies de la familia
Ebenaceae la cual incluye los géneros: Lissocarpa, Euclea y Diospyros, este Ultimo con mayor

especies nimero de especies.
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1.2. Diospyros spp.

El género Diospyros pertenece a la familia Ebenaceae, las plantas de este género tienen uso
versétil dependiendo de la especie, ya que algunas poseen frutos comestibles como D. kaki y
otras son maderables como D. ebenum, para uso ornamental o bien como remedio medicinal.
Algunos compuestos aislados de las distintas especies destacan las quinonas, flavonoides,
polifenoles y triterpenos, validando su actividad como antioxidante, antiinflamatorio, analgésico,
antipirético, antihipertensivo, cardioprotector, antidiabético, neuroprotector, antimicrobiano,
antiparasitario, insecticida, sedativo, inhibidor enzimatico y dermatolégico (Rauf et al., 2017a;
Mallavadhani et al., 1998).

Reportes obtenidos en los Ultimos afios relacionados a las propiedades biol6gicas de este
género, se encuentran para la especie D. lycioides y D. gracilipes por su actividad antibacterial
(Bagla et al., 2016; Rasamison et al., 2016); por su actividad antioxidante en el caso de D. kaki
(Forouzanfar et al., 2016) y D. lotus, (Rauf et al., 2017b). Recientemente se ha reportado la
actividad inhibitoria de la absorcién de triglicéridos de Diospyros kaki y su efecto sinérgico con
la especie Citrus unshiu en la supresion de lipidos en suero y grasa visceral (Kim et al., 2016);
la administracion oral en ratas del extracto etandlico de hojas de D. kaki inhibio la
neurovascularizacién de coérnea sugiriendo mas estudios orientados hacia enfermedades
oculares; asi como sus propiedades antidiabéticas, esta es de las especies mas estudiadas del
género Diospyros (Kashif et al., 2017; Yang et al., 2016; Nisar et al., 2012).

En el caso de estudios sobre actividad antiviral, se evaluaron 33 especies representativas del
género Diospyros contra el virus del dengue, los extractos que contenian mayor cantidad de
acido betulinico, aldehido betulinico y otros triterpenos del tipo lupano y ursano mostraron
mayor actividad (Peyrat et al., 2016); en el caso de los taninos aislados de extractos de D. kaki
mostraron actividad contra Influenza (H3N2, H5N3), herpes simple, estomatitis vesicular, SV
(sendai virus), Newcastle, Poliovirus, Coxsackie, Adenovirus, Rotavirus, Calicivirus felino y

Norovirus murino (Ueda et al., 2013).

De las aproximadamente 20 especies del género Diospyros que se encuentran en nuestro pais,
ocho se localizan en la PBPY de las cuales tres se encuentran de manera abundante: D.

anisandra, D. yucatanensis ssp. Spectabilis y D. yucatanensis ssp. Longipedicellata.
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1.2.1. Diospyros anisandra S.F. Blake

Diospyros anisandra S. F. Blake es una especie cuasi-endémica de la PBPY, comunmente
conocida como k'aakalche', k'ab che' o xanob che’, llega a medir hasta 7 metros de altura, los
usos varian dependiendo de la localidad ya sea como madera, elaboracion de instrumentos,
lefia y enfermedades cutdneas como espinillas, sarna e inflamacion (Ankli et al., 2002; Duran et

al., 1998), se encuentra ampliamente distribuida en la peninsula de Yucatan (figura 1.2).

Figura 1.2 Diospyros anisandra (A) y su distribucion en la peninsula de Yucatan
(CICY, 2022) (B).

Los primeros estudios de caracter fitoquimico para D. anisandra fueron reportados en 2013
confirmando la abundancia de compuestos del tipo quinona en los extractos de baja polaridad
de corteza, develando que dicha especie contiene epoxido de zeylanona (1) (dimero novedoso
de plumbagina) asi como 7 naftoquinonas (2-8), 4 triterpenos (9-12) y tres sesquiterpenos (13-
15) como se aprecia en la figura 1.3 (Quintal-Novelo et al., 2013; Uc-Cachén et al., 2013).

Referente a la actividad biolégica de esta especie, se ha comprobado su uso dermatoldgico en
la medicina tradicional, encontrando que el extracto de baja polaridad de hojas tiene actividad
antifingica, antibiética y antiinflamatoria, ya que inhibe la actividad NF-kf (Ankli et al., 2002). El
estudio sobre el extracto de baja polaridad de la raiz y corteza mostré actividad contra dos
cepas de Mycobacterium tuberculosis y la fraccion n-hexanica de la corteza mostré actividad
(MIC 6.25 pg/ml) contra cepas de Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Candida albicans,
Aspergillus niger y Colletotrichum gloeosporioides, la naftoquinona plumbagina fue uno de los

metabolitos responsables de dicha actividad (Uc-Cachoén et al., 2013; Borges-Argaez et al.,
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2007). Otros estudios mostraron que la fraccion de baja polaridad de corteza fue la méas
efectiva contra larvas de garrapata, lo que la coloca como fuente de compuestos con actividad
ixodicida (Rosado-Aguilar et al., 2008) y en estudios més recientes se analizaron los extractos
de alta polaridad del tallo de colectas realizadas en dos épocas del afio (lluvia y seca), donde
los extractos obtenidos en la temporada de lluvia tuvieron una mayor actividad antihelmintica
(Flota-Burgos et al., 2017).

CH,

OH
CH, CH,

CH, CH,

9 R=CH;
10 R=CHO

11 R=CH,OH 13 14 13
12 R=COOH

HO

N
HC CH,

Figura 1.3 Compuestos aislados de la fraccion n-hexanica de la corteza de tallo de
Diospyros anisandra

Fuente: tomado y modificado de Uc-Cachon et al., 2013

Cetina-Montejo (2019) evalu6 la actividad antiviral de naftoquinonas de Diospyros anisandra
contra el virus de la influenza, empleando la corteza de la planta, de la cual se aislaron seis
naftoquinonas y se procedi6é a evaluar el ensayo citotoxico en células MDCK, el ensayo de

reduccion del efecto citopatico (REC), actividad antiviral contra cepas de Influenza y ensayos
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de tiempo de adicion. Como resultado de sus investigaciones determind que el epoxido de
zeylanona (EPZ), posee actividad antiviral contra cepas resistentes de influenza A y B
interviniendo en la sintesis de ARN durante la etapa de replicacién/traslacion y liberacion de NP
(Cetina-Montejo et al., 2019).

Los estudios anteriores, acrecientan el interés por ahondar en un estudio fitoquimico integral de

esta especie, asi como la evaluacioén de la actividad antiviral de sus componentes mayoritarios.

1.3 Influenza. Caracteristicas generales

Los virus se definen como agentes infecciosos que no pueden multiplicarse por si solos, son
pardsitos obligados intracelulares, por lo que requieren de una célula viva (animal, planta,
bacteria y hongo) para replicarse; su tamafio varia de los 20 a 400 nm aproximadamente y
contienen genomas de ADN o ARN. Dependiendo del tipo de virus pueden codificar de 4 hasta
200 proteinas; se clasifican en base a la forma de sus particulas virales, la estructura y
organizaciéon de su genoma y el modo de replicacién, siendo la clasificacién de Baltimore la
mas utilizada (Koonin et al., 2021; Cann, 2005; Gelderblom, 1996).

El efecto de los virus en el ser humano se ha hecho evidente recientemente en la pandemia
causada por el virus SARS-CoV-2 causante de la enfermedad COVID-19, la cual ha cobrado la
vida de méas de 4 millones de personas (OMS, 2022). Ademas los virus son causantes de
enfermedades contagiosas de sintomatologia moderada (resfriado) hasta severa (ébola) y en
algunos casos tienen un papel importante en el desarrollo de varios tipos de cancer (Reardon
et al., 2016; Foxman et al., 2015; Zhang et al., 2013). Por otro lado son de facil transmision, la
cual ocurre por distintas vias como la piel, fecal-oral, sexual o por transfusiones sanguineas,
mordida de animales, piquete de insectos respiratoria y/o via aérea (Leung, 2021; Woolhouse
et al.,, 2012), ejemplo de ellos se parecian en la Tabla 1.1. Para el sector salud dichas
enfermedades representan un reto y una preocupacion debido a la aparicion de nuevos virus, el
aumento de resistencia antiviral y factores epidemiologicos; generando un panorama de
potencial epidémico y pandémico como lo ha sido en el caso del virus de la Influenza y el
recientemente SARS-CoV-2 (Harapan et al., 2020; tuksza & L&ssig, 2014).

La OMS estima que la influenza causa cada afio entre tres y cinco millones de casos graves; y

entre 290 000-650 000 muertes por complicaciones relacionadas al virus (OMS, 2022). Cifras
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mas recientes muestran que Estados Unidos, en el periodo 2019- 2020 hubo aproximadamente
20,038 hospitalizaciones donde el tipo predominante fue A (HLIN1) pdm09 (CDC, 2022). En
cuanto a la situacion en México, los reportes de influenza se realizan en dos temporadas, la
temporada estacional (semana 40 a la 20 donde se presentan el mayor nimero de casos) y la

temporada interestacional (semana 21 a la 39 baja circulacion viral de influenza).

En la temporada estacional que comprende 2021-2022 a la fecha se confirmaron 920 casos
positivos a influenza: 827 de A (H3N2), 43 de B, y 60 de influenza A; los Estados que se vieron
afectados por el virus en la semana 40 a 52 de la temporada estacional fueron Quintana Roo,
Yucatan, Nuevo Leén, Tabasco y Sonora (DGE, 2022). Actualmente debido a la pandemia
causada por la COVID 19, los casos reportados para influenza han disminuido, pero aun esta
en circulacion, no por ello sigue siendo un objetivo en la mira para evitar su propagacion,
ademéas de que el evitar su propagacion disminuiria las visitas e ingresos hospitalarios y
permitira que los servicios enfrenten mejor las complicaciones del COVID-19 (Grech & Borg,
2020).

La Influenza es una enfermedad respiratoria aguda causada por un virus de la familia
Orthomixoviridae, con aparicion desde el siglo XVI y de facil dispersion a través de brotes en
comunidades (Javanian et al., 2021; Medina & Garcia-Sastre, 2011). Se han identificado cuatro
tipos de virus de la influenza: A, B, C y D. Los virus A y B causan epidemias estacionales y su
sintomatologia consiste en fiebre entre 30 a 40°C, tos seca, dolor de garganta moderado, fatiga
excesiva, cefalea intensa, dolores de moderados a severos y puede complicarse (neumonia,
sinusitis, bronquitis y exacerbacién de enfermedades crénicas pulmonares); la cepa HIN1 que
causé la pandemia del afio 2009 presentd los mismos sintomas a excepcion de las
complicaciones, las cuales se presentaron con neumonia intersticial, neumonia de focos
multiples o sindrome de insuficiencia respiratoria del adulto; dichas complicaciones sobrevienen
por ausencia del tratamiento correcto y pueden agravar la situaciébn con probabilidades de
deceso (Grijalva-Otero et al., 2009). Las infecciones de influenza tipo C causan generalmente
una enfermedad respiratoria leve y por ello no han sido ampliamente estudiados; y los virus de

influenza D afectan principalmente a animales (Mina & Klugman, 2014).

Las cepas de virus de influenza tipo A y B consisten en viriones esféricos o elongados con
diametros de 80 a 120 nm con 8 segmentos de ssRNA (Carter & Saunders, 2013). En el caso
de la influenza tipo A, esta ha generado las pandemias mas conocidas de la historia, lo fue en

el caso de la famosa gripe espafiola en el afio de 1918, cuando aun Europa se recuperaba de
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una guerra mundial (Ayora-Talavera, 1999). Aunque no se ha registrado otra de tanta
magnitud, le siguieron otras pandemias que afectaron a un numero considerable de la
poblacién. En la tabla 1.2 se registran los brotes de influenza A que han causado alerta en la
poblacién a nivel mundial (Saunders-Hasting & Krewski, 2016).

Tabla 1.1 Vias comunes de transmision viral

Via Virus

Respiratoria/aérea Adenovirus, sarampion, paperas, rubéola, enterovirus D68, virus de la
influenza A, virus de la influenza B, rinovirus, virus respiratorio sincitial, virus

varicela zoster, viruela, SARS-CoV-2.

Gastrointestinal Virus Norwalk, rotavirus, poliovirus, enterovirus entéricos, hepatitis A,

hepatitis E, sapovirus.

Genital Virus del papiloma humano, VIH, virus de la hepatitis B, virus de la hepatitis
C, virus del herpes simple-2 (HSV-2)

Piel Contacto directo: Virus del papiloma humano, HSV-1, virus del molusco

Penetracion en la dermis o tejido subcutaneo: Inyeccidn/corte (hepatitis B
virus, hepatitis C virus, HIV, Ebola virus), mosquitos (Virus del dengue, virus
del Nilo Occidental, virus de la encefalitis equina del este, virus Chikungunya,
virus de la fiebre amarilla) y garrapatas (Virus Heartland, virus Powassan,

virus de la fiebre por garrapatas de Colorado).

Transplacental Citomegalovirus, virus de la viruela, HSV-1 y -2, virus del sarampién, virus

del Zika, virus de la rubéola

Trasplante/trasfusiones Virus de la hepatitis B, virus de la hepatitis C, VIH, citomegalovirus, virus del
sanguineas Nilo occidental, virus de la rabia, virus de la coriomeningitis linfocitica, VHS,
virus zoster, virus linfotréfico T humano-I y -ll, virus del dengue, virus del

Ebola

Fuente: Tomada y modificada de Louten, 2016.

En el afio 2005, la Organizaciéon Mundial de la Salud plante6 nuevos lineamientos para el
manejo de las pandemias, lo cual impulsé a las autoridades locales y nacionales a revisar y

actualizar sus planes de preparacion para posibles pandemias. La OMS y CDC por sus siglas
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en inglés (Centers for Diseases Control) realizan un monitoreo de casos de influenza, ya que
las epidemias anuales de gripe pueden afectar gravemente a todas las poblaciones, pero el
mayor riesgo corresponde a las embarazadas, nifios de 6 a 59 meses, los ancianos, los
pacientes con enfermedades como VIH/sida, asma, neumopatias o cardiopatias crénicas, y los
profesionales sanitarios (CDC, 2022). Desde el 2009 México lleva a cabo un monitorio semanal
de casos de influenza a través de la Direccién General de Epidemiologia (DGE), los casos por
influenza tipo B, son menores en comparacion con las del tipo A, la diferencia estriba en que el
tipo A tiene la capacidad de sufrir modificaciones que le permiten una mayor incidencia en la

poblacion y mostrar resistencia a los farmacos (Shao et al., 2017).

Tabla 1.2 Registros histéricos de las pandemias causadas por la Influenza en el ser humano

Nombre de la pandemia Afo Subtipo Origen NUmero aproximado de
sospechado muertes
Gripe espafiola 1918-1919 HIN1 China 20-50 millones
Gripe asiatica 1957-1958 H2N2 China 1-2 millones
Gripe de Hong Kong 1968-1969 H3N2 China 50000 - 2 millones
Gripe porcina 2009-2010 H1N1 México >567 000

Fuente: Tomada y modificada de Saunders-Hasting & Krewski, 2016

1.3.1 Influenza Tipo A. Estructura

De los cuatro tipos de virus, la influenza A es las méas frecuentes, causantes de cuatro
pandemias y epidemias anuales; consiste en particulas esféricas que miden de 80 a 120 nm.
La envoltura viral esta formada por una membrana plasmatica de la célula huésped y contiene
ocho segmentos de genes que codifican para 10 proteinas virales esenciales, tres de las cuales
son proteinas transmembranales: hemaglutinina (HA), neuraminidasa (NA) y M2 (Dou et al.,
2018). La proteina M1 soporta la estructura de la envoltura viral y los ocho ARN negativos se
encuentran como complejos de ribonucleoproteina viral individual unidos al complejo
polimerasa heterotrimérica PB1, PB2 y PA: las cuales tienen un papel en la iniciacion del

proceso de transcripcion (Kordyukova et al., 2019; Te Velthuis & Fodor, 2016). En cuanto a la
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proteina NS1, participa en el proceso de evadir el sistema inmune del huésped y bloquear la
sintesis de a/f interferones; mientras que la proteina NEP (factor de exportacion nuclear por
sus siglas en inglés) permite reclutar la ARN polimerasa para la sintesis de ARN viral de
sentido positivo y participa en la regulacion de otros procesos celulares como en el aumento de
traslacion del ARNm viral (Rosario-Ferreira et al., 2020; Krejcova & Petr, 2015). Dos de las
proteinas mas abundantes en el virus de la influenza; HA y NA confieren al virus su

clasificacion de acuerdo con el arreglo de sus aminoéacidos (Figura 1.4).

Segmento Proteina

M1
- M2
NS1
NS2/NEP

Figura 1.4 Esquema de la composicion proteica del virion.

Se observan los ocho fragmentos del genoma viral que codifican las diez proteinas
virales, las cuales estan representadas en funcién de su tamafio, siendo las proteinas
del complejo de la polimerasa (PB2, PB1 y PA) las de mayor tamafio y NS1 y NS2 las

de menor tamafio (tomado y modificado de Pleschka, 2013).

1.3.1.2 Hemaglutinina

La hemaglutinina es una glicoproteina en forma de trimero en la superficie de la membrana del
virus, cada trimero contiene tres subunidades idénticas formada por dos glicopéptidos (HALl y
HAZ2). Las subunidades se dividen en cuatro subdominios: el subdominio de unidn al receptor,
un subdominio vestigial de esterasa, el subdominio de fusion y el subdominio que esta anclado

a la membrana viral como se observa en la figura 1.5 A (Gamblin et al., 2020).

El término fue asignado por el virélogo George K. Hirst, el cual observé que al agregar el virus

de la influenza a los globulos rojos causaba que las células se aglutinaran (Hirst 1942) y su

12



CAPITULO |

funcién radica en reconocer las células del tracto respiratorio mediante la union al acido sialico,
formacion del endosoma y liberacion del material genético dentro de la célula (Russell et al.,
2018; Steinhauer, 1999).

Esta ampliamente estudiado que la HA es determinante importante para la capacidad de
infeccion de las células, hasta ahora han sido identificados 18 subtipos de HA, esta diferencia
se debe a las variaciones en el tipo de aminoacido en sitios de la proteina y la similitud entre
ellos permite agruparlos en cinco clados (Figura 1.5 B). La HA permite el reconocimiento de las
células mediante la uniéon a glicanos que contienen el acido sialico, dicha molécula esta
distribuida de forma heterogénea en el tracto respiratorio del ser humano en sus posiciones a-
2,3y a-2,6 (figura 1.6 A), siendo esta ultima la mas abundante (Thompson et al., 2019; Wilks et
al., 2012).

Sitio de
unioén al
receptor

H13 H16 Grupo 1

vestigial |-

H1
/__, H2

“H5

Péptido
de
fusion

Grupo 2
——H4

Membrana M
viral

Figura 1.5 Estructura en tercera dimension del monémero y trimero de la

hemaglutinina.

Se resalta la zona de unién al receptor de la célula hospedera y la zona que provoca
los cambios de conformacion durante el proceso de fusion en la célula (A). Relacion
genética entre los 18 tipos de hemaglutininas, donde el grupo 1 consiste en tres
clados y el grupo 2 en dos (B). Las figuras fueron modificadas y tomadas de Amorij et
al., 2008 y Gamblin et al., 2020.

13



CAPITULO |

Recientemente un estudio realizado sobre la interaccion de la HA con los glicanos,
demostraron que una sola molécula de HA con especificidad para infectar células humanas,
puede activar un N-glicano ramificado de manera bidentada como se observa en la figura 1.6 B,
lo que permite explicar cdmo los virus adquieren la especificidad a los glucanos complejos
(Nemanichvili et al., 2019).
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Figura 1.6 Estructura del acido N-acetilneuraminico y la orientacién de sus enlaces
(A). La presentacioén de N-glicanos con enlaces a-2,3 que carece de complejidad para
interacciones mutivalentes con un trimero de HA (B).

Los sitios de unién de HA estan de color cian (indicando la unién multivalente) y rojo
(para la no multivalente). (1) Unién bidentada de una HA a un N-glicano ramificado a-
2,6. (II) tnicamente se observa la unién especifica a un enlace a-2,3 y HA. (lll) los
glicanos de la superficie de la célula deben estar espaciados correctamente para que
se lleve a cabo la interaccion multivalente de HA, por lo que no se lleva a cabo dicha
interaccion. (IV) la unién mutivalente se lleva a cabo aun cubierto con acido sialico a-
2,3 debido a la densidad de los glicanos en la superficie celular (tomado y modificado
de Nemanichvili et al., 2019).
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1.3.1.2 Neuraminidasa

En la naturaleza las sialidasas (también nombradas neuraminidasas), son responsables de la
remocion de residuos de &cido sidlico a partir de porciones de glicanos de glicoproteinas o
glicolipidos. Se dividen en exosialidasas y endosialidasas, se encuentran en bacterias, hongos,
aves, mamiferos y por supuesto en virus (Yuan et al., 2020).

La neuraminidasa del virus de la influenza, es un tetramero en forma de hongo, cada
monomero de aproximadamente 470 aminoacidos se pliega en cuatro dominios estructurales
distintos: la cola citopldsmica, la region transmembrana, el tallo y la cabeza catalitica (figura
1.7A). El sitio activo de la NA consiste en una cubierta interna de ocho residuos altamente
conservados que interactlan directamente con los acidos sialicos como se observa en la figura
1.7B (Arg118, Aspl51, Argl52, Arg224, Glu276, Arg292, Arg371 y Tyr406) (McAuley et al.,
2019; Shtyrya et al., 2009), mientras que los sitios no conservados han resultado en 11
subtipos de neuraminidasas, los cuales difieren como en el caso de la hemaglutinina a la

diferencia de aminoacidos en su estructura.

Esta NA viral pertenece a la familia de exosialidasas que rompe la union a-cetosidica entre los
carbohidratos adyacentes y residuos del acido sialico terminal, facilitando la liberacion del virus
a partir de las células infectadas; ademas complementa la funcién de la hemaglutinina de union
al receptor aumentando la infeccion del virus (Kosik & Yewdell, 2019). Si bien la NA del virus de
la influenza A se ha estudiado en la etapa de la liberacion viral de las células, otros estudios
sugieren que la NA tiene un papel multifuncional en la infeccion, la condicion fisica del virus; en
evolucion a la union viral, la entrada y liberacion de viriones de las células infectadas y el
mantenimiento del equilibrio funcional con la hemaglutinina viral (Dou et al., 2018; Wen & Wan,
2018).

El desarrollo de nuevos inhibidores contra la NA es critico para la preparacién contra los
brotes de influenza. El conocimiento del mecanismo enzimatico de la NA y de estructuras
analogas al sustrato (N-glicanos), contribuyé al desarrollo de la primera generacion de
farmacos anti-NA: zanamivir y oseltamivir (Mckimm-Breschkin 2013; von Itzstein, 2007). Sin
embargo, hacen falta pruebas con respecto a los residuos cataliticos clave de la NA de los
virus de influenza como objetivo diana para el disefio de un nuevo inhibidor y evitar
resistencia de las nuevas cepas (Lampejo, 2020). De los sitios conservados, la Tyr406 es

uno de los residuo catalitico clave que puede funcionar como objetivo para el disefio de
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nuevos antivirales (Vavricka et al., 2013). Por lo que la investigaciéon de nuevos antivirales
enfocados en los mecanismos de accion y del estudio de interaccién de dichas moléculas
con la NA siguen siendo un area de oportunidad.

» Cabeza

J\

- Tallo

}_ Transmembrana
Intra-virion Parte
S citoplasmica

Figura 1.7 Vista lateral y sitio activo de la neuraminidasa.

(A) Estructura lateral de la neuraminidasa, donde los monémeros son mostrados en
verde, gris, pUrpura y naranja, mientras que el tallo esta formado por cuatro alfa-
hélices (Tomado y modificado de McAuley et al., 2019). (B) La estructura del
complejo entre el subtipo A/Tokyo/3/67 (H2N2) y acido siélico, asi como los residuos
conservados (Arg118, Aspl51, Argl52, Arg224, Glu227, Glu276, Arg292 y Arg371),

imagen tomada de Yen et al. 2006.

1.3.2 Ciclo de replicacion viral

Los virus, como ya se ha mencionado, requieren de una célula hospedera para iniciar su ciclo
de replicacion. En el caso de la Influenza de manera general, la infeccibn comienza con la
adhesion de proteinas HA de la superficie del virus al acido sialico de la superficie celular del
tracto respiratorio, una vez reconocido el sitio de union, se desencadena la endocitosis que

implica la fusion de la membrana endosomal de la célula con el viribn. Posteriormente por
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disminucion del pH se activa el canal i6nico M1 provocando la fusién y liberacién de
ribonucleoproteinas virales (RNPv) como se observa en la figura 1.8 (Krammer et al., 2018).

Las RNPv son transportadas hacia el nucleo de la célula, dicho transporte depende de la
magquinaria de la célula. Una vez en el nucleo de la célula, el complejo polimerasa (PB2, PBly
PA) realiza la transcripcion y replicacion de ARN viral (ARNv) para ser exportado hacia el
citoplasma para la sintesis de nuevas proteinas virales para la formaciéon de nuevos RNPv.
Después de varias amplificaciones, las RNPV son dirigidas hacia la membrana celular para
posteriormente ser ensambladas y cubiertas para formar los nuevos viriones y finalmente ser
liberados mediante la acciébn de la neuraminidasa (Dou et al.,, 2018; Herold et al.,, 2015;
Wohlbold & Krammer, 2014).
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Figura 1.8 Ciclo de replicacion del virus

Fuente: modificado y tomado de Herold et al., 2015

1.3.3 Evolucioén del virus

La diversidad en los virus de influenza tipo A se producen de acuerdo con dos sucesos

nombrados como “shift antigénico” y “drift antigénico (Sleman, 2017). El shift antigénico (salto
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antigénico) ocurre por dos vias, la primera consiste en que una especie es infectada por un
virus de la influenza de otra especie sin que el virus sufra modificaciones, este tipo de evento
requiere un periodo de adaptacion, donde el virus logra eficiencia en la replicacion en el nuevo
huésped. La segunda via es consecuencia de que el genoma del virus, que contiene 8
segmentos de ARN, sufre un intercambio entre segmentos “rearreglo de genes”, estos
reordenamientos generan un virus nuevo que expresa proteinas en una nueva combinacion,
incluyendo nuevas variantes de HA, NA o ambas, logrando evadir la inmunidad adquirida por la
misma especie generando una nueva cepa (Kim et al., 2018). El drift antigénico o deriva
antigénica ocurre mas lentamente, consiste en la acumulacion de mutacién del virus,
provocando modificaciones en las proteinas del mismo, produciendo nuevas cepas mas
resistentes, con ello la especie hospedera se vuelve mas susceptible a la reinfeccion (Berlanda

Scorza, 2017; Wohlbold & Krammer, 2014); ambos cambios se observan en la figura 1.9.

shift
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Figura 1.9 Cambios Shift y Drift antigénico en el virus de la Influenza tipo A.

1.3.4 Tratamientos
1.3.4.1 Vacunas

Los tratamientos que actualmente existen contra el virus de la influenza A consisten en la
prevencion a través de la aplicacion de vacunas trivalentes que contienen cepas segun los
virus circulantes (Ohfuji et al., 2017). La CDC y OMS autorizan el uso de vacunas producidas
en huevo, o basadas en células recombinantes, las cepas autorizadas por la FDA para el
periodo 2021-2022 se observan en la Tabla 1.3.
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Tabla 1.3 Composicion de vacunas para el periodo 2021-2022 aprobadas por la FDA.

Método de produccion Formulacion Cepas
AlVictoria/2570/2019 (H1N1) pdm09
Trivalente A/Cambodia/e0826360/2020 (H3N2)

A base de huevo

Cuadrivalente
Trivalente
A base de
células/recombinantes
Cuadrivalente

B/Washington/02/2019 (linaje B/Victoria);
AlVictoria/2570/2019 (H1IN1) pdm09
A/Cambodia/e0826360/2020 (H3N2)

B/Washington/02/2019 (linaje B/Victoria);

B/Phuket/3073/2013 (linaje B/Yamagata).

A/Wisconsin/588/2019 (H1N1) pdm09
A/Cambodia/e0826360/2020 (H3N2)
B/Washington/02/2019 (linaje B/Victoria);
A/Wisconsin/588/2019 (H1N1) pdm09
A/Cambodia/e0826360/2020 (H3N2)
B/Washington/02/2019 (linaje B/Victoria);

B/Phuket/3073/2013 (linaje B/Yamagata)

De acuerdo con los estandares de la FDA (Food and Drug Administration, en Estados Unidos),

son tres tecnologias aprobadas para la produccion de vacunas contra la influenza con cepas

autorizadas por la CDC y OMS conocidas por sus siglas en inglés como CVV (candidate virus

vaccine) y se describen a continuacion:

1. Vacunas a base de huevo: utiliza los CVV del tipo IV o LAIV que son inyectados en

huevos de gallina fertilizados; se incuban para que se replique el virus, de la fase liquida

se recuperar el virus, se inactiva y se purifica el antigeno. Este método de produccion
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requiere cantidades grandes de huevos de gallina para producir la vacuna, y por lo
general lleva méas tiempo que otros métodos utilizados.

2. Vacunas a base de células: Esta metodologia fue aprobada por la FDA en 2012, no
requiere huevos de gallina porque los virus que se utilizan para fabricar la vacuna se
cultivan en células animales (de rifion canino Madin-Darby o por sus siglas en ingles
MDCK) para su replicacién, se recupera el sobrenadante para obtener el antigeno de

los virus. Es un proceso mas rapido.

3. Vacunas recombinantes: Este método consiste en aislar una proteina especifica de un
CVV que crece en un medio “silvestre”, generalmente la proteina aislada es la
hemaglutinina que luego se recombinan con porciones de otro virus que crecen en
células de insectos y se replica; se recupera la proteina HA de estas células y se
purifica. La proteina purificada se conserva mientras se espera que la FDA realice las
pruebas y apruebe la distribucion de lotes. Por el momento la vacuna recombinante
contra la influenza es la Unica que se produce 100% sin el empleo de huevos de gallina

en el mercado estadounidense y fue autorizada para su uso en 2013.

Los CDC y la FDA monitorean rutinariamente la seguridad de todas las vacunas con licencia en
los Estados Unidos, incluyendo las vacunas contra la influenza estacional. Actualmente en la
pagina de la CDC (www.cdc.gov) se encuentra la informacion completa sobre el virus de la

influenza y la actualizacion de las vacunas.

1.3.4.2 Farmacos Antivirales

Los farmacos antivirales, se aplican una vez contraida la enfermedad, los cuales actian sobre
las proteinas M2 (amantadina, rimantadina), NA (zanamivir, oseltamivir, peramivir, LANI), HA
(cyanovirin-N), inhibidores de la polimerasa (T-05,ARNSsi) y aquellos que actidan sobre alguna
de las etapas de replicacion del virus (Edinger et al., 2014). Anualmente la CDC debido a los
cambios en las cepas del virus de la Influenza, se mantiene en alerta en cuanto a la revision de

nuevos tratamientos.

Los antivirales son moléculas activas que bloquean la ruta de replicacion del virus de la
influenza de distintas maneras, ya sea por inhibicion del canal M2, HA, NA y el complejo

polimerasa. En la figura 1.10 se observa a los adamantanos que actian sobre el canal idnico
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M2; la DAS 181 que es una proteina de fusién sialidasa que actla en la primera etapa de la
invasion del virus; el arbidol que es una molécula que actualmente es un tratamiento profilactico
para el tratamiento de influenza aprobado en Rusa y Japon y actia sobre HA; y la nitazoxanida
puede bloquear la maduracion de la hemaglutinina (Dobrovolny & Beauchemin, 2017; Nasser et
al., 2013). En el caso de ribavirin actta en la interferencia en la sintesis de ARN; en cuanto a la
accion a nivel el complejo polimerasa; el favipiravir que es un derivado de pirazincarboxamida,
el pimodivir, AL-794; recientemente la aprobacion por la FDA en 2018 del baloxavir marboxil; y
finalmente los inhibidores de la NA como lo son el oseltamivir, peramivir, zanamivir y laninamivir
(Kikuchi & Watanabe, 2019; Mifsud et al., 2019; O’Hanlon & Shaw, 2019; Giese et al., 2017,
Kakisaka et al., 2015).

Empacamiento
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Figura 1.10 Actividad de los antivirales en distintas etapas de la replicacién del virus
Fuente: modificado de Shen et al., 2015

Recientemente se propone como objetivo blanco para la biasqueda de antivirales, la proteina
nuclear del virus NP ya que no existen hasta ahora evidencia de mutaciones a este nivel, lo que
evita que las cepas de influenza adquieran resistencia a este tipo de antivirales. En el 2018
Huang y colaboradores realizaron estudios in vitro, in silico e in vivo a un compuesto nombrado
como ZBMD-1, el cual mostré actividad antiviral contra distintos subtipos del virus de influenza

tipo A a bajas concentraciones, colocandolo como futuro candidato contra actividad antiviral
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gue tiene como objetivo una proteina distinta a la de los antivirales que actualmente existen en
el mercado (Huang et al,. 2018).

Debido a que las cepas de influenza han mostrado resistencia a algunos antivirales de los
antes mencionados y que otros compuestos aun estdn en investigacion, la CDC y la OMS
actualmente para el 2020 recomiendan Unicamente el uso de oseltamivir (disponible en version
genérica o el nombre Tamiflu®), zanamivir (Relenza®) y peramivir (Rapivab®) bajo receta

meédica y mas reciente baloxavir marboxil (Xofluza ®) (FDA 2021).

Shen y colaboradores (2015) estudiaron la resistencia de la influenza A contra los antivirales
dirigidos a las proteinas M2 y a la neuraminidasa. Los sitios de unién de la NA y SA (acido
sialico) estan altamente conservados, por lo que el disefio de algunos antivirales se basa en
mimetizar la estructura del SA (16) y catalizar la hidrdlisis de la NA, como lo son zanamivir (17),
oseltalmivir (18) y peramivir (19) como se muestran en la Figura 1.11, compuestos que como se
ha mencionado, estan autorizados actualmente por la OMS. Su uso en pacientes se realiza de
distintas maneras, en el caso de zanamivir al tener una baja biodisponibilidad oral, se limita a la
inhalacion, por lo que no puede ser utilizado en niflos o pacientes con enfermedades
respiratorias, caso contrario con oseltamivir que es suministrado via oral debido a que se
convierte rapidamente a su forma activa carboxilato de oseltamivir por una esterasa que se
encuentra en el cuerpo humano y al ser de naturaleza lip6fila, aumenta su biodisponibilidad y
finalmente peramivir que es via intravenosa mostrando desventaja frente a los dos anteriores
(Wu et al., 2016).

“HIINHAS

16

18 19

Figura 1.11 Estructura quimica de compuestos que interactian en los sitios de la NA

Fuente: tomado y modificado de Shen et al., 2015.
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En la Figura 1.12 se observa la estructura de la proteina neuraminidasa resaltando los sitios
gue interactian con los tres farmacos. Aunque los sitios NA viral estan altamente conservados,
la causa de la resistencia para oseltamivir es la mutacion en el sitio His274 (H274), mutacion
gue no bloquea la accion de zanamivir ya que la mitad del glicerol hidrofilico en zanamivir
interactta con la Glu276 (E276) de la NA a través de enlaces hidrégeno de manera similar que
el sustrato natural (SA) y no necesita un reordenamiento conformacional. En el caso de
peramivir comparte la misma interaccion hidrofébica con la Glu276 que oseltamivir, 1o que
puede reducir su actividad contra influenza A, mas sin embargo si ocurre mutacién en el sitio

Glu276 (E276), el virus crea resistencia tanto a oseltamivir como zanamivir (Shen et al., 2015).

430-160p > , X
N ‘ g

R371
R118
E119 { \RZQZ‘

Figura 1.12 Sitios activos de la neuramidasa y la interaccién de oseltamivir en las
posiciones 150 y 430 loop.
Fuente: Shen et al., 2015

La molécula aprobada en octubre de 2018 por la FDA (aprobada meses antes en Japén) es el
baloxavir marboxil denominado comercialmente como Xofluza™ (Figura 1.13 A), este farmaco
inhibe la replicacion viral a nivel endonucleasa (figura 1.13 B). Los estudios clinicos revelan su
efectividad sin efectos adversos contra el virus de la influenza, si se administra en las primeras
48 horas en las que se presentan los sintomas leves en pacientes a partir de 12 afios y adultos
(Reina & Reina, 2019: Heo, 2018;). Sin embargo existen reportes de la baja susceptibilidad al
baloxavir de cepas de influenza, asi como resistencia a otros antivirales a nivel polimerasa
(Takashita, 2021; Mifsud et al., 2019).
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Figura 1.13 Estructura quimica del baloxavir marboxil (A). Sitio de accion del
baloxavir marboxil en la endonucleasa PA de influenza A H1IN1 (B).
Fuente: Figura 1.13B tomada de Omoto et al., 2018

Debido al modo de administracion en pacientes y posibles mutaciones en sitios de la
neuraminidasa y al complejo de la ARN polimerasa, la efectividad de los farmacos autorizados
en el mercado aun es objeto de estudio, lo que conlleva a una demanda de agentes antivirales

sin efectos secundarios y toxicidad a la célula.

1.4. Compuestos con actividad antiviral en plantas

Las plantas ofrecen una variedad de metabolitos con potencial actividad antiviral a través de
distintas vias: por la regulacién de adsorcion viral, uniébn a receptores, inhibicion de la
penetracion del virus a la célula y por competencia a las vias de activacion de las sefiales
intracelulares, entre los que destacan alcaloides, terpenos, polifenoles, flavonoides,

polisacaridos y proteinas (Ali et al., 2021; Kapoor et al., 2017).

Estudios realizados en hojas de Jatropha curcas L., llevaron al aislamiento de compuestos del
tipo alcaloide que mostraron ser candidatos como terapia anti-influenza asi como la evaluacion
de extractos obtenidos a partir de la especie Jatropha multifida Linn (Shoji et al., 2017; Patil et
al., 2015); en otras especies se han aislado alcaloides como la hirsutina (20), hipeastrina (21),
homonojirimicina (22), neoquinulina B (23), hidroxivittatina (24), hemantamina (25), berberina

(26), licorina (27), talimonina (28) (+)-12a-hidroxisofocarpina (29), (-)-12B-hidroxisofocarpina
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(30), (+)-soforamina (31), dihidroaloperina (32) y aloperina (33), las cuales han mostrado
actividad antiviral importante contra la influenza pero ain no se ha elucidado el mecanismo de

accion sobre el virus y sus estructuras se aprecian en la figura 1.14 (Moradi et al., 2018).

Otros compuestos de interés son los polifenoles, los cuales han mostrado inhibir proteinas o
sintesis de ARN del virus de la influenza. Wang y colaboradores (2006) reportaron treinta
plantas usadas en la medicina tradicional china con actividad antiviral, destacando los
polifenoles presentes en Geranium sanguineum L y Cydonia oblonga Mill sobre la inhibicién de
HA (Wang et al., 2006). Estudios mas recientes sefialan a un compuesto identificado con el
nombre RCSF1 y 4cido gélico aislados de semillas de Rubs coreanus como compuestos con
alta y amplia actividad contra influenza del tipo A y B (Lee et al., 2016). En el caso de los
extractos etandlicos de Eupatorium perfoliatum se encontré que son ricos en polifenoles por lo
gue son candidatos para posteriores estudios de mecanismos de accién antiviral (Derksen et
al., 2016).

En lo que respecta a los flavonoides, se ha demostrado su capacidad como inhibidores de la
actividad neuraminidasa, como los compuestos aislados de hojas de Ficus virens, elucidando
seis compuestos que dieron actividad antiviral, como la quercetina (34), quercetin-3-O-a-D-
arabinopiranésido  (35), quercetin-3-O-B-D-galactopirandsido  (36), kaempferol-3-O-a-D-
arabinopiranésido (37), kaempferol-3-O-B-D-galactopirandsido (38) y Vogelina J(39), asi como
cumarinas aisladas de Sarcandra glabra como el eleuterdsido B1 (40) y la isofraxidina (41)
demostraron tener actividad antiviral y antiinflamatoria contra el virus de la influenza A como se
muestran en la figura 1.15 (Wang et al., 2017; Orabi & Orabi, 2016).
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32 33

Figura 1.14 Alcaloides aislados de plantas con actividad antiviral contra el virus de
influenza

Fuente: tomada y modificado de Li et al., 2017

También se han realizado estudios del acido clorogénico (42), abundante en Lonicera japonica
Thunb. mostrando actividad antiviral reduciendo los titulos virales e inflamacion en los
pulmones de manera efectiva a nivel NA contra cepas H1IN1 y H3N2; asi como la actividad del
acido cafeico (43) y sus derivados contra la NA del virus de la influenza, al parecer debido a la
presencia de grupos hidréxilo fendlicos (figura 1.16) (Ding et al., 2017; Gamaleldin et al,. 2016;
Xie et al., 2013).

Los compuestos de tipo terpeno también se han estudiado, lo es el caso del 1,8-cineol (44),
monoterpeno principal del aceite esencial de eucalipto, mostré inducir una inmunidad protectora
sinérgica contra la infeccion por influenza junto con la vacuna administrada en ratones (Li et al.,
2017). En el caso de Lyonia ovalifolia, se aislaron 11 nuevos 9,10-seco-cicloartan
triterpenglicosidos, 7 nuevos lanostano triterpenglicésidos y 2 nuevos ursano triterpenoides, a

partir de partes lefiosas y hojas, de los cuales cuatro mostraron actividad contra cepas de
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influenza A (45-49); asi como el isébmero del compuesto 47 (Lv et al., 2016). También
modificaciones en el acido 3-O-B-chacotriosil ursolico (50) revelaron mediante estudios in vitro
e in silico, que puede unirse fuertemente a la hemaglutinina del virus bloqueando la unién del

virus a las células huésped (Song et al., 2015).
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Figura 1.15 Flavonoides aislados de plantas con actividad antiviral contra el virus de
influenza
Fuente: tomada y modificada de Orabi & Orabi, 2016; Wang et al., 2017
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Figura 1.16 Acido clorogénico aislado de Locinera japénica Thumb. (42) y &acido
caféico (43) que han mostrado actividad antiviral a nivel neuraminidasa del virus de la

influenza.
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Figura 1.17 Terpenos aislados y sintetizados con actividad antiviral contra el virus de

la influenza

Son escasos los trabajos que han evaluado la actividad antiviral de quinonas aisladas a partir
de plantas sobre el virus de la influenza. Existen reportes sobre su actividad antiviral y la
capacidad que tienen estas moléculas como agentes anti inflamatorios, lo es el caso de

triptoquinonas sintetizadas a partir de &cido abiético (50, 51) contra herpes simplex, y
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naftoquinonas aisladas y modificadas de Rhinacanthus nasutus (L.) Kurz (Acanthaceae) contra
PR8, HRV1B y CVB3 (52-55) (Ngoc et al., 2019; Zapata et al., 2013). Los trabajos que existen
sobre el virus de la influenza A, se han basado en la actividad antiviral de moléculas
sintetizadas a partir de 1,4-naftoquinona (56-59) contra el virus de influenza A y el de herpes
simplex (Tandon et al., 2004); otros han demostrado, mediante estudios in vitro e in silico, la
actividad antiviral de derivados de una naftoquinona dimérica (60) donde los derivados p-
hidroxilo tiene una mejor actividad antiviral a nivel NA contra el subtipo H5N1 (Sharma et al.,
2017). Asi como la capacidad de las antraquinonas aisladas a partir de raices de Polygonatum

odoratum con actividad contra el virus de la influenza A (Pang et al., 2021).
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Figura 1.18 Compuestos de naturaleza tipo quinona aisladas y sintetizadas para el

estudio de actividad antiviral.

1.4.1 Ep6xido de Zeylanona

Como se hizo mencién en el apartado 1.2.1 el extracto de baja polaridad de corteza de D.
anisandra, contiene un compuesto nombrado como epéxido de zeylanona (EPZ), molécula del
tipo quinona que posee actividad antiviral contra cepas resistentes de virus de la influenza Ay
B como se aprecia en la Tabla 1.4 con indices de selectividad por arriba de 5, el modo de
accion de esta molécula se confirmé con estudios de qRT-PCR e inmunofluorescencia
indirecta, los resultados se aprecian en la figura 1.19 en donde se observa que la presencia de
EPZ durante el proceso de replicacion inhibe la exportacion de NP hacia el citoplasma desde

las primeras cuatro horas de infeccion, concluyendo que la molécula interviene en la sintesis de
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ARN durante la etapa de replicacion/traslacion resultando en un efecto sobre las
nucleoproteinas virales, una actividad novedosa, ya que hasta ahora no se conocen detalles
sobre mutaciones a nivel NP del virus de influenza (Cetina-Montejo et al., 2019).

Tabla 1.4 Actividad antiviral de EPZ contra cepas del virus de la influenza.

Virus (MOI: 0.01) CCso (UM) ICso (LM IS
A/Yucatan/2370/09 (H1N1) pdm 0.65 + 0.007 33.3
A/México/InDre797/10 (HIN1-H275Y) pdm 2.77£0.24 7.8
21.70£1.7
A/Sidney/5/97 (H3N2) 1.6 £ 0.09 13.6
B/Yucatan/186/10 2.22 +0.37 9.8

Fuente: Tomada y modificada de Cetina-Montejo et al., 2019
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Figura 1.19 Inmunofluorescencia indirecta del proceso de exportacion nuclear de las

ribonucleoproteinas virales en ausencia y presencia de EPZ

Fuente: Tomada y modificada de Cetina-Montejo et al., 2019
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JUSTIFICACION

Una de las enfermedades virales mas recurrentes a nivel mundial segin la OMS es la influenza
principalmente causada por virus del tipo A y B, las cuales generan epidemias que causan unos
3 a 5 millones de casos de enfermedad grave y unas 250 000 a 500 000 muertes a nivel
mundial, ademas del absentismo laboral y escolar reflejando baja productividad y alta afluencia
en hospitales (OMS, 2022).

En México es considerado un problema de salud publica, “durante la temporada 2019-2020
(semana 40 a la 20) se registraron 6277 casos y 359 defunciones por influenza”; a pesar de
gue en el periodo 2017-2018 solo se reportaron 735 casos. Actualmente para la temporada
estacional del periodo 2021-2022 sigue aumentando el registro de casos para influenza, hasta
ahora se han registrado 920 casos, por ello el monitoreo semanal de los casos de influenza
cambia constantemente segun las condiciones y épocas del afio, manteniendo un nivel de
vigilancia elevado, uso de vacunas 0 nuevas alternativas que permitan reducir dichas
estadisticas (DGE, 2022).

Aunque en la actualidad se conocen compuestos antivirales como zanamivir y oseltamivir, y el
recientemente aprobado Baloxavir marboxil, estudios han demostrado que el virus de la
influenza desarrolla resistencia a dichos compuestos (Li et al., 2015). Por otro lado, a partir de
extractos obtenidos de Diospyros anisandra, se han identificado moléculas con actividad
antiviral (Cetina-Montejo et al., 2019), lo que permite sugerir que los metabolitos secundarios
presentes en dicha especie poseen actividad antiviral; aunado a que esta especie es cuasi
endémica de la PBPY. De ese modo se contribuye al conocimiento y se refuerza la importancia

gue tienen las plantas endémicas.

HIPOTESIS

Diospyros anisandra posee metabolitos secundarios (distintos al EPZ) con actividad antiviral
contra cepas del virus de la influenza mediante la inhibicién de la actividad de la hemaglutinina

y neuraminidasa.
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OBJETIVO GENERAL

Identificar los metabolitos secundarios con actividad sobre la hemaglutinina y neuraminidasa

del virus de la influenza, presentes en fruto, hoja, tallo y raiz de Diospyros anisandra.

OBJETIVOS PARTICULARES

» |dentificar los compuestos mayoritarios de baja, mediana y alta polaridad presentes en

hoja, fruto, tallo y raiz de D. anisandra.

» Realizar el estudio biodirigido de extractos de fruto, hoja, tallo y raiz de D. anisandra
gue exhiban inhibicién de la actividad de la HA e inhibicién de la NA del virus de la

influenza.

» FEvaluar el efecto de los compuestos activos no citotéxicos de D. anisandra en el ciclo

viral.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

La estrategia experimental se describe en la Figura 1.20, la cual esta en funcion de los

objetivos especificos.

OBJETIVO 1

Obtencion del
material vegetal

Procesamiento del
material vegetal

Extraccion

Identificacion y
monitoreo de
compuestos

presentes en D.

anisandra

Figura 1.20 Diagrama de flujo de la estrategia experimental.

OBJETIVO 2

Fraccionamiento

de muestras de

interés

A

Ensayo de Ensayo de

INA

Seleccion de
compuestos y/o
fracciones activas

para ensayos
antivirales

OBJETIVO 3

Ensayo de
citotoxicidad
CCs

Efecto
citopatico
(ECP)
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CAPITULO I

CAPITULO Il

ANALISIS FITOQUIMICO DE EXTRACTOS Y FRACCIONES OBTENIDOS A PARTIR DE
HOJA, FRUTO, TALLO Y RAIZ DE Diospyros anisandra MEDIANTE METODOS
ESPECTROMETRICOS Y ESPECTROSCOPICOS

2.1 INTRODUCCION

El interés por los productos naturales se ha revitalizado en funcién de las necesidades actuales
y la actividad econdémica del ser humano. El estudio quimico de las plantas ha permitido
obtener una amplia variedad de compuestos con aplicacion en campos como la cosmetologia,
la medicina, los alimentos, el medio ambiente, entre otros rubros; logrando cubrir las
necesidades de quien hace uso de ellos (Zhao et al., 2018). Ademas de que las plantas son un
recurso renovable y de amplia distribucion, especialmente las utilizadas desde hace miles de

afios para el tratamiento de algunas enfermedades (Yuan et al., 2016; Dias et al., 2012).

La cantidad de compuestos aislados a partir de plantas no esta aun determinada, tomando en
cuenta algunas fuentes que indican la presencia de 200 000 compuestos de origen vegetal y
los nuevos compuestos que aun esperan ser identificados, lo que hace a los metabolitos de
origen vegetal objeto de estudio. (Newman & Cragg 2020; Pichersky & Gang 2000).

Uno de los géneros de plantas estudiados como fuentes de metabolitos de interés es
Diospyros, que abarca mas de 350 especies en el mundo y de los cuales se han aislados
compuestos activos como terpenos, fenoles, taninos, naftoquinonas entre otros (Rauf et al.,
2017a). Algunas especies han mostrado actividad antiviral contra virus como HIV, influenza,

herpes simple y dengue (Peyrat et al., 2016).

En México se encuentran distribuidas poco mas de 20 especies del género Diospyros de las
cuales 8 se localizan en la peninsula de Yucatan: D. anisandra, D. bumeloides, D.
campechiana, D. digna, D. tetrasperma, D. yatesiana, yucatanensis ssp. spectabilis y D.
yucatanensis ssp. Longipedicellata (Garcia et al., 2015). La especie, Diospyros anisandra es
cuasi endémica de PBPY, convirtiéndose en un material de estudio interesante; de este modo
contribuir al estado del arte de esta especie y sus potenciales aplicaciones de sus

componentes quimicos (CICY, 2020).
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En esta especie se han aislado quinonas de la corteza de D. anisandra, entre las cuales el
epodxido de Zeylanona (compuesto novedoso) mostro poseer actividad antiviral (Cetina-Montejo
et al., 2019; Uc-Cachon et al., 2013). Por ello este trabajo es una contribucién al conocimiento
fitoquimico de especies endémicas y cuasi endémicas de la PBPY. En este capitulo se reporta
el fraccionamiento, aislamiento, purificacion e identificacion de los metabolitos mayoritarios
presentes en hoja, raiz, tallo y fruto de D. anisandra; asi como el perfil fitoquimico utilizando
cromatografia en capa delgada (CCD), cromatografia de gases acoplado a espectrometria de

masas (CG-EM) y cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC por sus siglas en inglés).

2.2 MATERIALES Y METODOS

Para el estudio fitoquimico hasta el aislamiento de compuestos de baja, media y alta polaridad
se utilizaron extractos metandlicos (hoja, fruto, corteza, y raiz) de dos ejemplares de D.
anisandra colectados en el mes de febrero de 2018 en el Parque Cientifico Tecnoldgico de
Yucatan ubicado en Sierra Papacal, Yucatan. Para el estudio fitoquimico de compuestos de
baja polaridad de fruto, se llevaron a cabo dos colectas colectados en la comisaria de Dzitya,
municipio de Mérida durante los meses febrero y septiembre de 2019. Los respaldos de los
especimenes colectados fueron depositados como muestras en el herbario del CICY con el
namero de colecta 71015y 71016.

El secado del material vegetal se realiz6 en un secador eléctrico. Para la reduccion de tamafio
de particula se utilizaron dos molinos de acuerdo al grosor y tamafio de las muestras vegetales,
se utilizé una trituradora modelo CH5653 marca ECHO Bear Cat, un molino adaptado con un
motor Kohler command pro 9.5 (para corteza y tallo), y un molino pagani Modelo 1520 (hoja y
raiz). Se utilizé n-hexano (n-Hx), para la obtencion de extractos de baja polaridad, grado
industrial destilado en el laboratorio; acetato de etilo (AcOEt) para la obtencién de extractos de
mediana polaridad y metanol (MeOH) para los extractos de mayor polaridad, estos ultimos de
grado analitico (Fermont). Ademas de los ya mencionados, se utilizé diclorometano (CH2Cl.)
grado industrial y acetona (An) grado analitico (Fermont) durante los posteriores

fraccionamientos de cada extracto.

La concentracion de los extractos se llevd a cabo en rotavapores de la marca Bichi (modelos

RIl, R111, R300), equipados con recirculador de agua fria, vacio y termobafio. La obtencion de
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extractos y fracciones se obtuvieron por distintos métodos como la maceracién estatica y con

ultrasonido en un sonicador marca Cole Parmer.

El andlisis por CCD (cromatografia en capa delgada) se llevd a cabo en cromatofolios de
soporte de aluminio, impregnadas con gel de silice 60 Fzss, de 0.20 mm de espesor (Merck,
Darmstadt, Germany). Se utilizé un visualizador UV/Visible marca Chromato-Vue® Modelo C-
75 de gabinete de onda larga y corta (254 nm /365 nm). Los reveladores quimicos utilizados
fueron: éacido fosfomolibdico en acido sulfarico al 5%, y KOH al 5% en etanol. Para la
argentacién de placas de CCD se empleé Nitrato de plata (Sigma Aldrich). Para la
cromatografia liquida al vacio (CLV) se utilizé arcilla activada (tonsil ®); para cromatografia de
gravedad y tipo flash se utilizé gel de silice de diferentes tamafios de malla (70-230 y 200-400
mesh marca Sigma-Aldrich) y en la cromatografia de permeacion en gel se utiliz6 Sephadex
LH-20 (25-100 ym marca Sigma-Aldrich) (Figura Al.a y Al.b seccién Apéndice A). Para
extractos obtenidos a partir de fruto y raiz, se utilizé6 un sistema de purificacion flash isolera
(Biotage), utilizando una columna SNAP ultra 10 g (Biotage, Uppsala, Sweden) (Figura Alc
seccion Apéndice A). Para la confirmacién de los componentes detectados en CG/EM se
emplearon estandares comerciales (uvaol, acido betulinico, estigmasterol, B-sitosterol, amirina)
u obtenidos previamente de estudios anteriores (betulina, plumbagina, lupeol) de la corteza de

esta especie.

Para la obtencién de los espectros de RMN-'H (600 MHz) se empled un espectrometro
VARIAN/AGILENT, modelo 600 MHz AR Premium COMPACT, con un campo magnético de
14,4 T. Se utilizaron como referencias las sefales residuales de CDCls (7,26 ppm).

2.2.1 Procesamiento del material vegetal.

De las colectas realizadas, se procedié a separar hojas, frutos, corteza, tallo secundario y
raices. Posteriormente las hojas y la corteza fueron secadas durante tres dias en un secador
eléctrico para proceder a la reduccion de tamafio. En cuanto al tallo secundario y la raiz
primero fueron sometidos a una reduccion de tamafio en una trituradora para la obtencién de
trozos mas pequefios para después ser secados y sometidos a una segunda molienda. En
cuanto al fruto, se retir6 la semilla y la pulpa fue recuperada para proceder a la maceracion
estatica. Todas las partes fueron pesadas antes y después de ser procesados y sometidos a

una maceracion estatica con MeOH durante un periodo de siete dias, recuperando el disolvente
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durante el proceso de concentracion hasta obtener un extracto crudo seco (Figura 2.1, Tabla
2.1).

Tabla 2.1 Porcentajes de obtencidon de extractos metandlicos obtenidos de distintas partes de

Diospyros anisandra.

Material vegetal Material Extracto Porcentaje de
vegetal (g) metandlico (g) obtencion (%)
Hoja 580.00 96.25 16.59
Fruto 22.79 9.82 43.09
Tallo secundario 3300.00 294.17 8.91
Raiz 2460.00 128.50 5.22
Corteza del tallo 280.00 43.60 15.57

2.2.2 Obtencioén de los extractos

Del extracto crudo de cada parte de D. anisandra, se obtuvieron extractos de distinta polaridad
mediante una particién liquido-liquido. Para la particion liquido-liquido con n-Hx, cada extracto
crudo fue resuspendido en MeOH hasta disolverse completamente, del volumen resultante de
MeOH adicionado, se agreg6 agua en una proporcion 1:1, al volumen resultante se le adicioné
el disolvente n-hexano en una relacion 3:1 (n-hexano /MeOH-H;0) y se llevé coloco en un bafio
ultrasénico durante 30 min. Posteriormente dicha mezcla se vertié en un embudo de separacion
obteniendo el extracto n-hexanico y la mezcla MeOH-H,O en distintas fases, esta operacion se
realizé 3 veces para asegurar una extraccion eficiente de los metabolitos de baja polaridad. El
extracto n-hexanico se concentrdé en un rotaevaporador para finalmente obtener un producto

seco que posteriormente fue almacenado a 4 °C (Figura 2.1).

Para los extractos de mediana polaridad, se realizé una particiéon liquido-liquido con AcOEt a
partir de la mezcla recuperada durante el proceso anterior (MeOH-H,O). Primero se le adicion6
acetato de etilo (AcOEt) en una relacion 3:1 (AcOEt/fase MeOH-H,O) y sometida a una
extraccion por sonicacion durante 30 minutos, para posteriormente recuperar la fase de AcOEt

mediante un embudo de separacion, dicha operacion se realizd tres veces. Finalmente se
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concentrd el extracto de AcOEt en un rotaevaporador y una vez seco dicho extracto fue
almacenado a 4 °C hasta su uso. La fase restante (MeOH-H-0) se llevo a concentraciéon en un
rotaevaporador, pero la formacion de espuma no permitié6 concentrarla completamente y se

procedio a su almacenamiento a -18 °C hasta su andlisis (Figura 2.1 Tabla 2.2).

Tabla 2.2 Porcentajes de obtencidon de extractos n-hexanicos (Hx) y de acetato de etilo (AcOEt) a

partir de extractos metandlicos de distintas partes de D. anisandra.

Extracto Extracto Hx Extracto AcOEt

Material vegetal
(%)

metandélico (g)

(%)
Hoja 92.06 10.04 25.06
Fruto 8.28 6.08 33.35
Tallo secundario 137.75 5.96 17.79
Raiz 113.32 4.87 10.87
Corteza de tallo 40.33 8.26 46.25

Colecta
Parque Cientificoy
Tecnologico de Yucatan

Concentracion
Rotaevaporador Buchi
1Ly5L

40°C 72h PARTICION

+ Extractos n-Hx
+ Extractos de AcOEt
| Molienda l + Extractos MeOH/H,0

Maceracion en
MeOH 72 horas (3x)

[ Secado eléctrico ]

FRACCIONAMIENTO
CLV, CCG, CCF

Figura 2.1 Diagrama general del procesamiento del material vegetal y obtencion de
los extractos y fracciones de hoja, fruto, corteza, tallo secundario y raiz a partir de D.
anisandra.
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2.2.2.1 Fraccionamiento de extractos n-Hx y AcCOEt mediante cromatografia liquida al vacio
(CLV).

Los distintos extractos obtenidos de baja (n-Hx) y mediana polaridad (AcOEt) de hoja (H), fruto
(F), corteza (C), tallo secundario (T) y raiz (R) se sometieron a un fraccionamiento utilizando
CLV.

A partir de 1000 mg de hoja, tallo y raiz y 925 mg de fruto, se procedié a realizar la CLV
empleando como fase estacionaria arcilla activada (tonsil ®) empacada en una columna de
vidrio de 2.8 cm de diametro x 4 cm de altura, la fase movil utilizada fue un sistema de elucién
en gradiente con n-Hx y mezclas de n-Hx-Acetona. Para los extractos n-hexanicos la elucién se
inicié con un volumen de 50 ml para cada fraccién con n-HX (100%, fracciones 1-2); mezclas n-
Hx-An (95:5-fracciéon 3, 90:10-fraccidn 4, 80:20-fraccién 5, 50:50-fraccion 6), An (100%, fraccién
7) y finalmente MeOH (100%, fraccidén 8) como se observa en la figura A2.a (Apéndice A) en la
seccion de anexos. Para los extractos de AcOEt de hoja, raiz, fruto y tallo se utilizé como
soporte arcilla activada (2.8 x 4 cm) con un sistema de elucién en gradiente utilizando 50 ml de
disolvente para cada elucion, comenzando con n-Hx (100%, fracciones 1); n-Hx:An (90:10-
fraccion 2, 80:20-fraccion 3, 50:50-fraccion 4); An (100%, fraccion 5); An:MeOH (50:50-fraccion
6) y finalmente MeOH (100%, fraccién 7) (Figura A2.b seccion Apéndice A).

Se sigui6 la misma metodologia para el fraccionamiento de cantidades mayores de extractos n-
Hexanicos y de AcOEt. En el caso de extracto n-Hx de fruto (408 mg + 1844.7 mg) y de
extracto de AcOEt de raiz (9100 mg) se utilizaron columnas con dimensiones de 6.5 cm de
altura x 5 cm de ancho utilizando 250 mL de disolvente para cada elucion. Mientras que para el
fraccionamiento de 20 g de extracto AcOEt de hojas, las dimensiones de la columna fueron 12
cm de diametro x 5 cm de altura utilizando 500 mL de disolvente para cada elucion con las
mezclas correspondientes. Todas las fracciones fueron secadas en un rotaevaporador y
transferidas a viales para su posterior subfraccionamiento, el cual dependié de la naturaleza de

las fracciones obtenidas de las distintas partes de la planta (Figura 2.2).
2.2.2.2 Obtencion de subfracciones a partir del fruto

Durante el fraccionamiento por CLV, se obtuvieron 8 fracciones a partir del extracto n-hexanico
de fruto, de las cuales se decidi6 trabajar con la fraccion 3 (F3) y la fraccion 4 (F4). En la figura
2.3 se muestra el subfraccionamiento de la fraccion F3 utilizando dos técnicas cromatograficas:

primero se tomaron 40 mg realizando una CCG (1 x 35 cm) por elucién isocratica Hx:AcEOt 80-
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20 para pasar a un sistema AcEOt al 100%, y se repitid el proceso con otros 40 mg de dicha
fraccion reuniendo las fracciones similares. El segundo método consistié en colocar 270 mg de
la fracciobn F3 utilizando un sistema de purificacion flash isolera (Biotage), utilizando una
columna SNAP ultra 10 g (Biotage, Uppsala, Sweden) a un caudal de 36 mL/min, como sistema
de elucién se emple6 n-hexano (disolvente A) y acetato de etilo (disolvente B). En funcién de
un andlisis por CCD se utilizé para ambas fracciones un equilibrio con 5% de A/B de etilo con
tres volimenes de columna (VC), un gradiente que comenz6 con 5% de A/Ba 1 CV,de 5 a
40% de A/B con 10 VC, 40% A/B con 2 VC y finalizar con un lavado 40% A/B con 3.5 VC.

Posteriormente se tomaron 29 mg de una de las subfracciones obtenidas por dicha
metodologia nombrada como 3cF6i y fueron sometidos a una particion acido-base, se disolvié
en 10 mL de diclorometano (CH2Cl;) y 20 mL de solucién de KOH al 5%, se colocé en un
embudo de separacion, se recuperé la fase organica rica en terpenos (FiT) y se sometié a 5
lavados cada uno con 20 mL de solucion de KOH. Los lavados reunidos fueron acidificados con
una solucién de HCI al 10%, posteriormente se realizaron lavados con CHCl; hasta recuperar

en la fase organica rica en quinonas (FiQ).

Finalmente se colocaron 867 mg de la fraccion F4 de fruto utilizando un sistema de purificacion
flash isolera (Biotage), utilizando una columna SNAP ultra 10 g (Biotage, Uppsala, Sweden) a
un caudal de 36 mL/min, los disolventes a utilizar fueron n-hexano (disolvente A) y AcOEt
(disolvente B). En funcién de un analisis por CCD se utilizé para ambas fracciones un equilibrio
con 5% de A/B de AcOEt con tres volumenes de columna (VC), un gradiente que comenz6 con
5% de A/Bal CV, de 5 a 40% de A/B con 10 VC, 40% A/B con 2 VC y finalizar con un lavado
40% A/B con 3.5 VC.

2.2.2.3 Obtencion de subfracciones a partir de la raiz y tallo

En el caso de la raiz, la fraccion 4 del extracto de acetato de etilo (R4), se realizé un
procedimiento similar al de la fraccién F3 con el extracto n-Hx del fruto utilizando dos técnicas
cromatogréficas. Primero se tomaron 462 mg y se fracciond en una CCG (2.5 cm de didmetro x
15 cm de altura) empleando un sistema de elucion por gradiente con n-hexano:AcOEt (95-5,
90:10, 80:20, 70:30, 60:40, 50:50), y AcOEt:MeOH (100:0, 50:50, 0:100). El volumen de elucién
fue de 100 mL por cada mezcla de sistema de disolventes. Se obtuvieron 87 fracciones, las
cuales fueron reunidas en 14 fracciones de acuerdo a perfiles cromatograficos similares por

CCD. Nuevamente se tomaron 400 mg de la fraccion R4 y se fraccionaron en una columna del
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sistema de purificacion flash isolera utilizando la columna SNAP ultra 10 gr (Biotage, Uppsala,
Sweden) a un caudal de 36 mL/min, utilizando como disolventes n-hexano (disolvente A) y
acetona (disolvente B), comenzando con un equilibrio con 7% de A/B de acetona con tres
volimenes de columna (VC), un gradiente que comenzd con 7% de A/B a 1 CV, de 7% a 60%
de A/B con 10 VC, 60% A/B con 2 VC y finalizar con un lavado 60% A/B con 3.5 VC.

Finalmente la fraccion 5 de raiz (R5) y de tallo (T5) resultado de la CLV fueron sometidas a un
subfraccionamiento por exclusion molecular en columnas de vidrio de 1.5 cm de diametro y 30
cm de altura empacadas con Sephadex (LH-20), utilizando una elucién isocratica con 100%
metanol colectando 20 mL de cada subfraccion resultando en 30 subfracciones; se llevé a cabo
el monitoreo por CCD y se redujeron a un total de 9 subfracciones para raiz y 6 subfracciones
para tallo. De las subfracciones obtenidas de R5 la subfracciones de la 11 a la 14 fueron
reunidas [R5(11-14)] y colocadas en una columna (1.5 x 30 cm) con silica gel (200-400 mesh)
utilizando un sistema de elucién en gradiente con volumenes de 100 mL por cada mezcla de n-
hexano:AcOEt (80:20, 70:30, 60:40); n-hexano:AcOEt:MeOH (50:40:10, 30:50:20, 10:60:30) y
finalmente MeOH (100%) obteniendo 20 subfracciones y durante el monitoreo por CCD se
redujeron a 10 subfracciones como observa en la figura 2.4.

2.2.3 Obtencion de perfiles cromatograficos e identificacion de moléculas presentes en distintas
partes de D. anisandra.

2.2.3.1 Analisis por cromatografia en capa delgada (CCD)

Para la realizacion de los perfiles cromatograficos se emplearon los siguientes sistemas de
elucion: n-hexano/An (8:2 y 7:3), n-hexano/AcOEt/MeOH 8:1.8:0.2, los extractos y fracciones
obtenidas durante la metodologia fueron diluidos en diclorometano (CH:Cl,) a una
concentracion de 1%, se realizaron cuatro aplicaciones por cada muestra. Para el revelado de
las placas se empled una soluciéon general con acido fosfomolibdico y uno especifico para

guinonas (KOH al 5% en etanol).
2.2.3.2 Andlisis por cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas (CG/EM).

Los estudios de cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas (CG-EM) de las
particiones Hx y AcOEt, se realizaron en un equipo Agilent technologies 6890N Network
acoplado a un detector masico Agilent technologies 5975B inert MSD, utilizando una columna
capilar 100% dimetilpolisiloxano (ULTRAL, modelo 19091A-112) de una longitud de 25 m,

42



CAPITULO I

diametro de 0.320 mm y 0.52 pm de espesor y como programa de temperatura T,=140 °C (3
min), T,=280 °C (30 min) con un gradiente de 10 °C/min. Se utiliz6 helio UAP (ultra alta pureza)

marca Praxair como gas acarreador a un rango de flujo de 1 mL/min.
2.2.3.3 Anélisis por cromatografia de alta resolucion (HPLC)

Para la realizaciéon de los perfiles cromatogréficos por HPLC de las particiones de los extractos
n-Hx asi como los de AcOEt, se utilizé un equipo Perkin-Elmer con detector UV/Vis (FXUVDet-
2), a una longitud de onda de 250 nm y una columna ODS Hipersil ™ (200 x 4.5 mm). El
disolvente A fue acetonitrilo grado HPLC (J.T. Baker) y el disolvente B fue H>O desionizada tipo
I (18 MQ). La velocidad de flujo del eluyente fue de 0.7 mL/min. El perfil de gradiente A:B en
equilibrio (2 min) en una relacién 5:95, durante la corrida (2 min 5:95, 48 min 95:5 y 10 min
5:95) siendo un tiempo total de 60 minutos y 15 minutos de lavado en una proporcion 5:95. El

volumen de inyeccion fue de 20 L.
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Material vegetal
(Diospyros anisandra)

Maceracion en MeOH
*580¢ *22.79g *280 g *3330 g *2460 g
Extracto crudo de hoja Extracto crudo de fruto Extracto crudo de corteza Extracto crudo de tallo Extracto crudo de raiz
(MeOH-H) (MeOH-F) (MeOH-C) (MeOH-T) (MeOH-R)
96.259g *8.28¢g 9.82¢g 43.60g *137.75g| 294.17g 128.5g
Particion v A e A " - g -
. L n-Hexano cetato de etilo cuoso n-Hexano cetato de etilo cuoso
liquido-liquido E-Hx F-ACOEt F-W fugr T-AcORS TV
*92.06g *113.32¢g
n-Hexano Acetato de etilo Acuoso n-Hexano Acetato de etilo Acuoso n-Hexano Acetato de etilo Acuoso
L-Hx H-AcOEt L-w C-Hx C-AcOEt c-w R-Hx R-AcOEt R-W
9.57¢g 23.07¢g =60g 3.33g 18.65g =19g 5.52g 12.32¢g =96 g

*Cantidad sometida a maceracion
*Cantidad sometida a particion

Figura 2.2 Diagrama de obtencién de extractos n-hexanicos (n-Hx), de acetato de etilo (AcOEt) y acuosos (W) a partir de

extractos crudos metandlicos (MeOH) de hojas (H), frutos (F), corteza (C), tallo (T) y raices (R) de D. anisandra.
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Fraccionamiento

s{e{cy

Fruto
(Diospyros, anisandra)
Maceraciog: I Maceracion Maceraciop
en MeOH| Colecta 1 enn-Hx | Colecta 2 enn-Hx| Colecta 3
9280.6 mg 421.3 mg 1902.9 mg
Particion n-Hexano 1 n-Hexano 2 n-Hexano 3 | 268 mg
liquido-liquido F-Hxa F-Hxb F-Hxc
Fraccionamiento Fraccionamiento Fraccionamiento
CLV CLV CLV

F1a F2a*F3a F4a F5a F6a F7a F 8a

Fraccionamiento CCG |

*j *k *I *n *o

80 mg

.
1

3bF6i

29 mg

Particion

*F23 F27 F35 F46 F51

acido-base

[ 1

F 1b F 2b*F3b F4b F5b Féb F7b F 8b

| <«— Fraccionamiento —

cromatografia flash

270 mg

16 fracciones

\_l

89 subfracciones

F 1¢F 2¢*F3c F4c F5c Féc F7c F 8c

\

bFCCG1(34-55)

bFCCG1(56-84)

Fraccionamiento
CCG2

Sephadex

30 fracciones

10 fracciones

FiQ FiT

3cF3 - 3cF4 - 3cF5 - 3cF6 - 3cF7 - 3cF8 - 3cF9A - 3cF9B- 3cF10

Figura 2.3 Diagrama de obtencién de fracciones a partir de extractos n-hexanicos (n-Hx) de fruto mediante distintas técnicas

cromatograficas
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Extractos AcOEt

Fraccionamiento por CLV

7 fracciones | |

Hoja-AcOEt Raiz

Fraccionamiento

CCG1

Fraccion H4 R-AcOEt

Fraccionamiento

CLV 7 fracciones

Fraccionamiento CCG

53 fracciones

4H1,...4H22, 4H23,... 4H53)

43 fracciones

RCCG1 (7-20)

Fraccionamiento
CCG2

| | 111.6 mg
R

R4 5

Fraccionamiento CCG Sephadex MeOH

86 fracciones

4R34 4R35 4R36 4R48 R5-4 R5-5 RS5-6
285mg 6.9mg 1.8mg

14 subfracciones

30 fracciones

RCCG2

(26-28)

Fraccionamiento
Sephadex

12 fracciones

4R50 4R51 4R64 4R65

R5-11 R5-12 R5-13 R5-14

28.8 mg

Columna
Flash

R5-(11-14)-6 1.2 mg
R5-(11-14)-11 1.4 mg
R5-(11-14)-15  0.3mg

Figura 2.4 Diagrama de obtencién de fracciones a partir de extractos de acetato de etilo (AcOEt) de hoja y raiz mediante

distintas técnicas cromatograficas.
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2.3 RESULTADOS
2.3.1 Obtencion de los perfiles cromatogréaficos por CCD

Se analizaron por CCD los extractos crudos metandlicos de la hoja, tallo y raiz para visualizar
la complejidad de cada extracto. En la Figura 2.5A y 2.5B se aprecian compuestos que
absorben a longitudes de 254nm y 365nm lo que permite previamente confirmar moléculas que
poseen anillos aromaticos, en la figura 2.5C se muestran que dichas partes de la planta son
ricas en quinonas y finalmente la figura 2.5D nos permitié obtener una comparacién general
entre los perfiles de cada parte de la planta. Las fracciones obtenidas por CLV a partir de
extractos n-Hx de hoja, raiz y fruto de D. anisandra, de las cuales se colectaron 8 fracciones
mostraron perfiles complejos y aparicion de mas bandas que en los extractos metanoélicos no
pudieron apreciarse; ademas de la aparicion persistente de una mancha amarilla a un Rf de
0.69 en la fraccion 4 de hoja (H4), a un Rf de 0.74 en la fraccién 3 de raiz (R3) y a un Rf de
0.69 en la fraccién 2 del fruto (F2) correspondiente a compuestos del tipo quinona (Apéndice B
Figura B1.A), mientras las fracciones obtenidas a partir de AcOEt, podemos observar un perfil

menos complejo que de los n-Hx y sin la aparicion de bandas amarillas (Apéndice B Figura

B1.B).
A B C D

Figura 2.5 CCD de hoja, tallo y raiz observadas a onda corta (A), onda larga (B),
revelada en KOH en etanol (C) y en acido fosfomolibdico (D) de extractos metanolicos

a partir de D. anisandra.

Los perfiles de los fraccionamientos subsecuentes, permitieron reunir las fracciones que
mostraban bandas similares y seleccionar aquellas que se observaron con mayor pureza para
lograr realizar los andlisis de identificacion de compuestos presentes en dichas muestras como

lo muestra el fraccionamiento realizado de la F3 del fruto mediante CCG (Apéndice B Figura
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B2). En el caso de la raiz se lograron obtener subfracciones semipuras como lo fue en el caso
de la R5-(11-14)-6, R5-(11-14)-11, R5-(11-14)-15 (Apéndice B Figura B3).

Para la confirmacién de algunos de los componentes reportados en el género Diospyros en
fracciones semipuras obtenidas de las distintas partes vegetales de D. anisandra se emplearon
estandares comerciales (uvaol, acido betulinico, estigmasterol, [-sitosterol, amirina) o
compuestos puros obtenidos de estudios anteriores (betulina, plumbagina, lupeol) de la corteza
de esta especie. Como se aprecia en la Figura 2.6 algunas de las fracciones obtenidas de la
fraccion F3 del fruto, sugieren la presencia de B-amirina, lupeol, estigmasterol y/o campesterol

(Fracciones 1-7), asi como betulina (fracciones 8 a 11) y B-sitosterol (fracciones 8 y 9).

Figura 2.6 CCD de 14 subfracciones obtenidas a partir de de la fraccién F3 de fruto
mediante CCG, comparada con [-amirina (B), betulina (B), campesterol (C),

estigmasterol (E), lupeol (L) y sitosterol (S).

Estos resultados llevaron a comparar dos de las fracciones semipuras que se obtuvieron
durante el fraccionamiento (F23, F28 y 4R34) con otras referencias de naturaleza terpenica
como el uvaol y el acido betulinico, a pesar de manejar distintos sistemas, la estructura similar
de algunos de los terpenos (uvaol, betulina, y acido betulinico) empleados en la comparacion,
presentan un Rf muy similar en distintos sistemas de disolventes, lo que hizo dificil identificar
mediante CCD de fase normal (Figura 2.7).
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Figura 2.7 Comparacion de la fraccion 3F23 de fruto (23) y 4R34 de raiz (34) con
campesterol (C), B-amirina (B), acido betulinico (ab), betulina (B), uvaol (U), sitosterol

(S), estigmasterol (E) y lupeol (L).

Por lo anterior, fue necesario emplear cromatografia de argentacion, mediante esta técnica se
le dio un tratamiento previo a la placa de CCD con una solucién de nitrato de plata al 10% en
acetonitrilo. De esta forma, fue posible diferenciar las bandas correspondientes a cada tipo de
terpeno, por la interaccion del doble enlace de sus estructuras con el nitrato de plata, formando
un complejo que permite diferenciar estos metabolitos mediante una diferencia en el Rf con
respecto a uno y otro. De esta forma fue posible sugerir la presencia de betulina y uvaol en la
subfraccion de fruto (3F23) y hoja (4H23), mientras que en raiz (subfracciones R27, 4R34 y

R11), la presencia de betulina y acido betulinico que se evidencia en la figura 2.8.

Figura 2.8 Comparacion de la fraccion 3F23 de fruto (F23) y 4R34 de raiz (R34) con
acido betulinico (ab), betulina (B) y uvaol (U), adicionalmente se compararon las
fracciones, 4H23 (1), ccgR27(2) y R11 (3).
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2.3.2 Andlisis por CG/EM de extractos y fracciones a partir de D. anisandra

En la Tabla 2.3 se enlistan los componentes presentes identificados en los extractos n-Hx de
hoja, fruto, tallo secundario y raiz de D. anisandra con respecto a la base de datos NITS11 con
un porcentaje de similitud mayor al 90%. Cabe sefalar que, si bien 6 fueron los componentes
gue se lograron identificar de acuerdo con la base de datos del equipo, existen otros que no
pudieron identificarse por su patron de fragmentacién masico. La presencia de plumbagina (5-
hidroxy-2-metil-1,4-naftalendiona) presente en todas las partes de la planta se visualiza en
todos los cromatogramas que registraron picos en tiempo de retenciones entre 10.3 y 10.5
minutos (Tabla 2.3 y Figura B4 del apéndice B); esta naftoquinona tiene un peso molecular de
188 g/mol y su patron de fragmentacion corresponde a lo ya reportado anteriormente por
trabajos realizados en el laboratorio de Quimica de Productos Naturales (Uc-Cachon et al.,
2013) (Figura 2.9). Otro metabolito identificado, que es comun en hoja, fruto y tallo, con un
tiempo de retencion (TR) alrededor de los 24 minutos, es la vitamina E, mientras que el acido n-
hexadecanoico solo se identificd en hoja y raiz; y finalmente el acido 9,12-octadecadienoico en
fruto y raiz. Los restantes compuestos fueron particulares para cada una de las partes de la
planta (Tabla 2.3). También se analizaron otras fracciones obtenidas de los extractos n-
hexanicos que se muestran en la figura B5 (Apéndice B), y que ademas se registran en forma
de tabla (Tabla 2.4).

Del fruto se obtuvieron 6 fracciones semipuras, una de ellas la fraccion 3F23 (obtenida
mediante CCG de la fraccion F3), en la cual se identificaron dos compuestos del grupo de los
terpenos, el uvaol y la betulina (Figura 2.10A) los cuales ya se habian confirmado mediante el
andlisis por CCD por argentacion, mientras que en la Figura 2.10B se confirmé la presencia de
plumbagina en la fraccion F3-2-5i obtenida mediante una purificacion flash de la fraccion F3, y
se observa como una banda amarilla presente en la placa de CCD después de ser revelada

con acido fosfomolibdico.

En cuanto a la fraccibn HxF6, que fue obtenida mediante el fraccionamiento por CLV del
extracto n-hexanico de fruto, se observan dos picos mayoritarios a tiempos de retencion de
16.87 y 17.595 min que corresponden a a-amirina (16) y lupeol (5) respectivamente (Figura
2.11A), mientras que la fraccion 3F48 obtenida mediante CCG, se identificé un pico a un TR de
15.401 min que corresponde al 4-(pentiloxi)benzaldehido (17) como se aprecia en la Figura
2.11B.
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Dos de las fracciones obtenidas por purificacién flash de la fraccién F3 de fruto, 3F8i y 3F9i,
mostraron la presencia de a-amirina (16) y lupeol (5) que se aprecian en la figura 2.12,
permitiendo observar claramente que las fracciones semipuras obtenidas fueron ricas en
compuestos de naturaleza terpénica. Finalmente, de la particiébn acido de base, tanto en la
fraccion rica en quinonas FiQ como en la fraccion rica en terpenos, ambas contienen lupeol
(Figura 2.13).

Tabla 2.3 Moléculas presentes en los extractos n-hexanicos de las distintas partes de Diospyros
anisandra a diferentes tiempos de retencion (TR) en el analisis de CG/MS comparados con la base
de datos NIST11.

PARTE TR (min) Compuesto % Similitud
Hoja 10.337  5-hidroxy-2-metil-1,4-naftalendiona (1) 98
14.337 Acido n-hexadecanoico (2) 97
21.165 Escualeno (3) 99
24.092 Vitamina E (4) 99
Fruto 10.368  5-hidroxy-2-metil-1,4-naftalendiona(1) 98
15.762 Acido 9,12-octadecadienoico (6) 98
24.079 Vitamina E (4) 98
26.782 sitosterol (7) 97
28.083 Lupeol (5) 91
Raiz 10.362  5-hidroxy-2-metil-1,4-naftalendiona (1) 99
14.102 Acido n-hexadecanoico (2) 90
Tallo 10.368  5-hidroxy-2-metil-1,4-naftalendiona (1) 99
15.316 Acido 9,12-octadecadienoico (6) 99
24.073 Vitamina E (4) 99
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Figura 2.9 Patron de fragmentacion de la plumbagina (5-hidroxy-2-metil-1,4-

naftalendiona).

En el caso de los extractos de AcCOEt debido a la presencia de compuestos polares, dificult6 el
andlisis de estos por CG-EM, solamente fue analizada la fraccion R4 proveniente del extracto
de AcOEt de raiz y que se muestra en la figura B6 (Apéndice B) donde de acuerdo a la base de
datos NIST11 se identificé plumbagina (1), sitosterol (7), betulina (9), 8b,13:13,17-Diepoxi-
14,15-bis-norlabdano (13) y B-tocoferol (14).

En lo que respecta a la raiz, las fracciones semipuras fueron dos, entre las que encontramos a
la fraccion 4R34 obtenida por CCG de la fraccion R4 del extracto de acetato de etilo de raiz, y
4R9i obtenida por cromatografia flash, ambas mostraron contener lupeol como pico mas

abundante después de los 30 minutos de TR (Figura 2.14).
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Tabla 2.4 Moléculas identificadas mediante la base de datos NIST11 en las fracciones obtenidas a

partir de extractos n-hexéanicos de fruto y raiz de Diospyros anisandra mediante CG/MS.

Fracciéon TR (min) Compuesto Area (%) % Similitud

F2 13.702 Acido n-hexadecanoico (2) 18.07 97
21.165 Escualeno (3) 81.93 99

F3 28.798  5-hidroxy-2-metil-1,4-naftalendiona (1) 4.92 97
28.899 Acido n-hexadecanoico (2) 3.97 97

52.645 Estigmasterol (8) 1.87 90

53.359 Sitosterol (7) 5.16 97

58.999 Betulina (9) 40.538 50

HxR2 10.354  5-hidroxy-2-metil-1,4-naftalendiona (1) 3.61 96
13.71 Acido pentadecanoico (10) 3.37 98

15.391 Acido 9,12-octadecadienoico (6) 2.26 99

24.036 Vitamina E (4) 12.29 98

26.813 Sitosterol (7) 12.09 93

27.914 Lupeol (5) 25.08 90

HxR4 10.398  5-hidroxy-2-metil-1,4-naftalendiona (1) 78.32 99
26.594 sitosterol (7) 441 97

HxXR5 14.102 Acido n-hexadecanoico (2) 4.06 94
25.374 Ursa-9(11),12-dien-3-ona (11) 1.96 91

26.74 Urs-12-en-3-ona (12) 9.346 95
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Figura 2.10 Andlisis por cromatografia de gases y por CCD de la fraccién F23 (A) y

F3-2-5i (B). En cada cromatograma se observan las estructuras de la betulina (9), el

uvaol (15) y la plumbagina (1).
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Figura 2.11 Andlisis por cromatografia de gases y CCD de la fraccion HxF6 (A) y
3F48 (B).

En la fraccion semipura HxF6 se observa una banda en el analisis de CCD en un
sistema de disolventes n-Hx/An 7:3, mientras que se observan 2 bandas en el
sistema de disolventes 8:2, confirmando la presencia de a-amirina (16) y lupeol (5)
(A) y la fraccion 3F48 donde mediante CCD se observa una sola banda en un
sistema Hx:AcOEt 8:2 y corresponde a 4-(pentiloxi)benzaldehido (17).
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Figura 2.12 Analisis por cromatografia de gases y CCD de las fracciones obtenidas
mediante cromatografia flash.

En la fraccién semipura 3F8i (A) se observa la presencia de a-amirina (16) y lupeol
(5) y la fraccion 3F9i (B) donde el analisis por CG/EM confirmé lupeol (5), mientras

gue por CCD en un sistema de disolventes n-Hx/An 8:2, se observa una sola banda.
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Figura 2.13 Andlisis por cromatografia de gases de FIT (A) y FIQ (B) obtenidas por
fraccionamiento &cido-base donde se identifico lupeol (5) y a-amirina (16).
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Figura 2.14 Analisis por cromatografia de gases de la fraccion 4R34 (A) y R9i (B).
En ambas fracciones se identificé lupeol (5) y se observan bandas a un factor de
retencion (Rf) similar en ambas muestras en un sistema Hx/An 8:2.
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2.3.2.2 Analisis mediante HPLC de extractos obtenidos a partir de D. anisandra.

En la Figura B8 (apéndice B) se aprecian los perfiles cromatogréficos por HPLC de los
extractos de AcOEt de las distintas partes vegetales. En el caso de corteza se observan un
perfil de aproximadamente 34 picos, lo que revela que la mayoria de las moléculas presentes,
pueden ser detectadas mediante esta técnica, encontrandose un pico muy notable a tiempo de
retencién (TR) de 28.406 minutos (Figura B7.A), en el perfil cromatogréfico del fruto se aprecian
Unicamente tres picos, entre los que destaca un pico a un tiempo de retencién de 3.667
minutos (Figura B7.B), en el caso de hoja el de mayor abundancia es similar al de la corteza a
un TR de 28.408 minutos (figura B7.C) y finalmente mientras que para tallo el de mayor
abundancia se localiza a un tiempo de retencion de 28.455 minutos (Figura B8.D), ese pico a

ese tiempo de retencién pareciera que se trata de la misma molécula.

En cuanto a los extractos acuosos en la figura B9 (Apéndice B) se visualizan los perfiles
cromatogréaficos de fruto, hoja, tallo secundario y raiz. Se observa que la hoja mostr6 mayor
complejidad en el perfil cromatografico, siendo que las restantes solo mostraron picos mas
abundantes en los primeros 4 minutos de tiempo de retencion, indicando la presencia de

componentes mas polares en estas partes vegetales.

Los cromatogramas que aparecen en las figuras 2.14 y 2.15 pertenecen a las fracciones de
extractos de AcOEt de raiz. En el caso de 4R34 el pico mas abundante se presenté a un
tiempo de retencion (TR) de 28.356 minutos con una absorbancia por arriba de 200 mAU, el
pico de 4R35 a un TR de 28.397 minutos por arriba de los 100 mAU y en 4R36 en el que solo
se aprecian dos picos, el pico mas abundante se registré a un TR de 28.456 minutos por arriba
de 400 mAU y un segundo pico a 30.073 minutos. Los picos que muestran mayor absorbancia
aparecen en tiempos de retencidn que oscilan entre los 28 minutos sugiriendo que se trata del

mismo compuesto presentes en las muestras 4R34, 3R35 y 4R36.

En la figura 2.15 se aprecia que para la sub fraccién 4R50, el pico que aparece a un tiempo de
retencion de 27.604 minutos es la sefial de mayor absorbancia seguida por un pico a 29.755
minutos y una tercera sefial a 28.434 minutos. En consonancia con los perfiles por CCD el perfil

de bandas y de pico esta en consonancia con la complejidad de la muestra.

59



CAPITULO II

>
n
>

] £
E € 4R34
q -3
- wn
B 200+ =
_— - 0
2 1 &
P
E 1]
8
S .
© 100 E
o a &2 <
S -1 2 3
o = = < £ g <
7 R £ s & EE
o s = g8 g3
< 3 = N RS
1 g T8 3s
0
TTTT TTTTITTTT TTTTITTTT Aalmipisbainkatak TTTTITTTT TTTTTI T TTTITTTT
Hx/An 8:2 5 10 15 20 2 30 35 40 &5 50 55 60
oot 4R35
ABO_:
=) &
‘é =
=80
8 r
%] H B
c T
g B §
- s Es
S+ : § &£
b3 - 2 =
o - : =
2.5 - OV O
34 35 36 50 5159 6465 B
_20_:
(8 VAN B G e W e ML W LY M D B IS 10 MR U5 O Wt ] s T M M T (6 N U e I e Y W T L A it Y e W O e O N 1 0 D O e AN
° s 10 15 20 25 30 35 40 as 50 55 60
A e
- 4R36
400 £
= E
= 8
300 &
2 E
<L 300 -~
~ 250 -
8 E
© 200
< =
o E
L2 150+
= E E
- :
100 - 5
el E Sl E
< 50 t =
ot LLA_NJ\/\,_A/__&NAA_P,
F I'
ST N U U W S U T U W U U U U U U W U U U U U U U U U U0 O U O 0 U 0 U U0 0 W 0 A O O M O Y
° 5 10 15 20 25 30 35 40 as 50 55 60

Tiempo (min)

Figura 2.15 Perfil cromatografico por CCD (A) y por HPLC (B) de subfracciones
(4R34, 4R35 y 4R36) obtenidas por cromatografia de gravedad a partir de la fraccién
R4 de raices de D. anisandra
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Figura 2.16 Perfil cromatografico por CCD (A) y por HPLC (B) de subfracciones
(4R50, 4R51 y 4R64) obtenidas por cromatografia de gravedad a partir de la fraccion
R4 de raices de D. anisandra
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2.4 DISCUSION

Los compuestos identificados en los extractos n-hexanicos de las distintas partes de D.
anisandra, algunos ya han sido reportados en corteza, por el grupo de trabajo de quimica de
productos naturales, como la plumbagina, lupeol y betulina (Uc-Cachén et al.,, 2013). La
plumbagina se ha identificado en abundancia en especies del género Plumbago entre las que
se destaca Plumbago zeylanica (Chitrak) y también se ha aislado en especies del género
Diospyros como D. elliptifolia, D. gracilipes, D. hebecarpa, D. hoyleana, D. kaki, D. maritima, D.
mespiliformis entre otras (Jaradat et al., 2021; Sharma, 2017; Pant et al., 2012). La plumbagina
posee propiedades entre las que destaca su capacidad anticancerigenas asi como aplicaciones
farmacoldgicas de interés, colocandola como objeto de estudio para aumentar su produccion
(Thakor & Janathia et al., 2021; Cao et al., 2018; Roy & Bharadvaja, 2017).

Adicionalmente mediante el andlisis de CG/EM se identificd vitamina E, presente en todas las
partes vegetales con excepcién de la raiz. La vitamina E tiene un papel importante en plantas,
ya que protegen contra el estrés oxidativo limitando la generacién de especies reactivas de
oxigeno (ROS), participando en procesos de sefializacion ante factores abi6ticos y bidticos
para mejorar la tolerantica al estrés en plantas (Miyazawa et al., 2019; Hasanuzzaman et al.,
2014), lo que no es de extrafiar en D. anisandra que crece muy bien en climas de la selva
caducifolia. La presencia de acidos grasos como el acido n-hexadecanoico, acido 9,12-
octadecadienoico y acido 9,15-octadecadienoico esta reportado en la mayoria de las plantas,
ya que los acidos grasos poliinsaturados (PUFAs) son el principal constituyente de las

membranas lipidicas de plantas (Adewuyi & Rotimi, 2014; Walley et al., 2013).

En lo que respecta al escualeno es un precursor para la sintesis de triterpenos como lupeol y
fitoesteroles: sitosterol y estigmasterol, los cuales sirven de precursores de hormonas
esenciales en el desarrollo de la planta, asi como la respuesta a estrés bibtico y abiotico (Jafari
et al., 2019; Ferrer et al., 2017). Estos resultados son preliminares y de apoyo para trabajos
futuros que requieran conocer el impacto de factores bioticos y abiéticos en el perfil fitoquimico
de D. anisandra. Dicha diferencia es esperada ya que los factores ambientales son
determinantes en el rendimiento de metabolitos de ésta especie, acorde a trabajos reportados
ya estéd bien documentado que los factores bidticos y abidticos a los que estan expuestos las
plantas estimulan o inhiben la produccién de metabolitos primarios o secundarios para

contrarrestar los efectos a los que se encuentran expuestas (Buchanan et al., 2015).
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En cuanto al analisis de los perfiles por CCD, nos permitié confirmar de manera rapida el perfil
general de cada parte de la planta, utilizando referencias comerciales como la -amirina,
betulina, campesterol, estigmasterol, sitosterol, uvaol y 4cido betulinico y otros aislados como la
plumbagina, betulina y lupeol, dichas moléculas ya han sido confirmadas en otras especies del
género Diospyros,(Somwong et al., 2021; Rauf et al., 2017; Herath et al., 1978).

Respecto a los extractos de AcOEt, cabe mencionar que ya se han realizado estudios sobre
compuestos de mediana polaridad en el género Diospyros, es el caso de la corteza de D. glans,
de la que se aislaron ocho moléculas a partir de extractos de AcOEt, identificandolas como
acido uUsnico, acido 1ll-oxoacetil ursélico, 13-28-epoxiurs-11-en-3,28-diona, &cido betulinico,
acido  (3B)-3,23-dihidroxilup-20(29)-en-28-oico, acido (3[)-3-(acetiloxi)-urs-12-en-28-oico,
aldehido betulinico, y acido (3pB)-3,23-dihidroxilup-12,20(29)-dien-28-oico, mediante
cromatografia liquida de alta resolucion acoplada a espectrometria de masas (LC-HEMS),
algunos de ellos exhibieron inhibicién de la replicacion del virus del dengue como el acido
betulinico y aldehido betulinico. (Peyrat et al. 2016). Se ha estudiado las fracciones solubles en
cloroformo (CHCIs) a partir de corteza y hoja de D. gracilipes de la que se aislaron: lupenona,
acido ursdlico, 3a-taraxerol, 33-taraxerol, pinocembrina, escopoletina, plumbagina, elliptinona y
por primera vez se identificé acido corosolico y 3B-E-cumaroiltaraxerol en esta género, todas
las moléculas fueron elucidadas mediante datos de espectros de 1H NMR, 1H-1H COSY y EM
(Rasamison et al., 2016).

Recientemente se estudiaron extractos de acetato de etilo de la corteza de D. undulata, los
cuales fueron fraccionados mediante cromatografia en columna flash y permeacién en gel,
mediante propiedades fisicas y métodos espectroscopicos se identificd cis-isoshinanolona,
plumbagina, 2-hidroximetil-5- metoxy-1,4-naftoquinona, isodiospyrina, maritinone, 7,7'-
biplumbagin, 3,3"-biplumbagin, umckalina, escopoletina, friedelina, 28-O-acetilbetulina, betulina
y acido betulinico (Suchaichit et al., 2018). Por lo que cabe la posibilidad de que alguno de ellos
también esté presente en los extractos de acetato de etilo de D. anisandra lo que se requiere

continuar con la purificacion para aislar e identificar los compuestos mayoritarios.

En cuanto a los extractos acuosos, no fue posible determinar un perfil fitoquimico, pero en se
ha identificado &cido gélico, acido elagico, kampferol, quercetina , miricetina, miricetina-3-O-f3-
glucuronido, miricetina-3-O-a-ramnosido, acido feralico, acido fotocatecuico y acido caféico en
extractos acuosos de frutos de D. lotus (Gao et al., 2014; Loizzo et al., 2009). En otras especies

como D. bipindensis se identificaron compuestos del tipo cumarinas 4-O-glicosiladas aisladas a
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partir de una maceracion acuosa de corteza y en el caso de D. crassiflora fueron aislados dos
novedosos glicosidos 5-metilcumarina nombrados diosfebosido A y B, kaempferol, 3-O-a-L-
ramnopiranosil-(1—2)-B-D-glucopiranosido, &acido ursoélico, acido betulinico, estigmasterol y
estigmasterol 3-O-B-D-glucopiranosido, en hojas (Cesari et al.,, 2013; Akak et al.,, 2010). Lo
anterior muestra que en extractos acuosos de algunas especies del género Diospyros podemos
encontrar una amplia variedad de familias de compuestos, por lo que los extractos acuosos
obtenidos de D. anisandra son un material interesante para la continuaciéon de estudios

fitoquimicos mas detallados.
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Diospyros anisandra phytochemical analysis and anti-Hemagglutinin-Neuraminidase
activity on Influenza AHLIN1pdmOQ9 virus.
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Abstract

Influenza viruses mutate frequently, prompting the search and design of new
drugs. Influenza viral proteins Haemagglutinin (HA) and Neuraminidase (NA) are
important targets for antiviral design. We analyzed for the first time the anti-HA
activity and the NA inhibitory activity of extracts and their fractions from Diospyros
anisandra leaves, stem bark, fruits, and roots on the influenza AH1IN1pdmO09 virus.
Five fractions from the n-hexane fruit extract exhibited HA inhibitory (HAI) activity,
and fraction F3 inhibited the hemagglutination from 12.5 up to 100 yg/mL. Gas
chromatography-mass spectrometry analysis (GC-MS) on fraction F3 and the n-
hexane extract of the fruit identified six compounds that were individually
evaluated. Only vitamin E and lupeol showed a slight inhibitory activity on HA at
100 pg/mL. Regarding the NA assays, none of the fruit, leaves, and stem bark
extracts showed an effect. Noteworthy, the presence of fluorescent (coumarin) and

antioxidant (a-tocopherol) compounds in the root extract, unmasked the NA
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assays when using fluorescence techniques. We concluded that D. anisandra is a
promising source of bioactive compounds with diverse properties including anti-HA
activity on the influenza AHLIN1pdmOQ9 virus.

Keywords: Diospyros anisandra, haemagglutinin, neuraminidase, influenza,

fluorescence, antioxidant
3.1 Introduction

Diospyros anisandra is a quasi-endemic plant species of the Yucatan Peninsula, México. Initial
studies of the phytochemical profile of D. anisandra stem bark identified an abundance of
quinone and terpenoid compounds (Uc-Cach6on et al., 2013). Furthermore, the
antimycobacterial, cytotoxic, and antiviral properties of D. anisandra have been described
(Borges-Argaez et al., 2007). Zeylanone epoxide, a compound isolated from an extract of the
stem bark of D. anisandra, has potential anti-influenza activity (Cetina-Montejo et al., 2019).
Influenza is an ongoing public health concern and the pharmaceuticals currently used to treat it
promote drug resistance, driving the search for and design of new drugs and vaccines. Surface
glycoproteins haemagglutinin (HA) and neuraminidase (NA) are an important target for antiviral
design, these determine many viral properties in the influenza virus (Dou et al., 2018). Actually,
few antivirals targeting the viral neuraminidase (oseltamivir, zanamivir, and peramivir) or
affecting virus replication (baloxavir marboxil) are FDA approved (FDA, 2020). Umifenovir, a
viral hemagglutinin inhibitor, is used as a prophylactic treatment in Russia and China
(Proskurnina et al., 2020). Influenza viruses' ability to bind to turkey, chicken, and human red
blood cells has been used to qualitatively identify extracts, fractions or compounds from plants
with possible anti-haemagglutinin effects (Rajasekaran et al.,, 2013). Different enzymatic
methods that mimic the neuraminidase activity, are currently available to evaluate inhibition of
influenza virus NA (Liu et al., 2018). The study aimed to evaluate the HA and NA inhibitory
activities of extracts from D. anisandra leaves, stem bark, fruits, and roots on the influenza
AH1N1pdmO09 virus, using the hemagglutination inhibition assay and two fluorescence assays
(Amplex® Red and MUNANA as substrate). In addition, the study analyses the phytochemical

profile and the cytotoxicity of extracts.
3.2 Results and discussion

Studies carried on the n-hexane stem bark extract of D. anisandra, demostrated that this plant

contains compounds with antiviral activity (Cetina-Montejo et al., 2019). However, the antiviral
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potential of the leaves, roots and fruits of this species continues to be unexplored. Therefore, in
the present work, from leaves, roots, stem bark and fruits methanol macerated, were obtained
the respective n-hexane, ethyl acetate (EtOAC) and aqueous (W) extracts (Figure S1). All were
evaluated using assays based in two important viral proteins of the influenza virus AH1N1, the
HA and the NA.

The results showed that only the n-hexane extracts of the fruit exhibited HAI activity at the
highest concentration tested of 50 pg/mL (Figure S2). Thus, the n-hexane extract of the fruit
was fractionated by VLC, and the eight resulting fractions (Figure S1) were evaluated in the HAI
assay. The results showed that fraction F3 inhibited the influenza HA activity at all tested
concentrations (Figure 1A). Thus, the n-hexane extract of the fruit and its fraction F3 were
analysed by GC-MS (Figure S3A, and S3E). Vitamin E, trans-9,12-octadecadienoic acid, B-
sitosterol, plumbagin, betulin, and lupeol, were identified (Table S1). After purchase as
commercial reagents, except plumbagin that was purified in the laboratory (Uc-Cachén et al.,
2013), their activity on the influenza HA of the virus A/Mexico/InDRE797/10 (HLIN1pdmOQ9)
(Ramirez-Gonzalez et al. 2011) was assessed using the HAI assay. Only vitamin E and lupeol
exhibited weak activity at 100 pg/mL (Figure 1B). Vitamin E is known to have antioxidant activity
and immune system benefits (Lee & Han, 2018), there are no reports of its antiviral activity
against influenza virus (IAV) strains, but specifically, a-tocopherol (Vitamin E) has been
suggested as a prospective component of influenza therapy in combination with oseltamivir, due
to its antioxidant properties, reducing the effects of oxidative stress during infection (Galabov et
al.,, 2015). Lupeol has shown several important pharmacological activities: anti-inflammatory,
cardioprotective, antimicrobial, antidiabetic among others (Siddique & Saleem, 2011). However,
neither lupeol nor vitamin E have reports of antiviral activity against the influenza virus. Overall,
our results suggest that the mixture of compounds contained on the n-hexane fruit extract may
therefore have a synergistic effect on the HA viral protein. A similar case of the synergy
between curcumin and monoacetylcurcumin has been reported against IAV infection (Richart et
al., 2018), and the combination of herbal mixture capsules known as Shufeng Jiedu together
whit oseltamivir is suggested as a strategy for treating viral infections and enhancing antiviral
activity (Ji et al., 2020).

The next step was to analyse the neuraminidase inhibition activity of all 12 extracts (n-hexane,
EtOAC and W) and their fractions (Figure S1). As a preliminary screening, the Amplex® Red
(AR) assay was first used (Gamaleldin et al., 2016). Only EtOAc extracts exhibited a higher

percentage of NAI activity (Figure 1C), these extracts were therefore fractionated, and
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evaluated with the NAI assay (Figure S1, and Figure S4A). Finally, EtOAc root extract and its
fractions R4, 4R34, and 4R64 were selected to confirm the NAI properties. Those were
evaluated using both assays, the MUNANA and the Amplex® Red (AR) against the influenza
strain A/Yucatan/2370/2009. The inhibitory effect of R4, 4R34, and 4R64 on influenza NA using
MUNANA, showed a significant difference with respect to the AR assay (Figure 1D). This
discrepancy suggested the hypothesis that extracts may contain fluorescent compounds that
were interfering with the enzymatic reaction. To confirm that, extracts and selected fractions
(R4, 4R34, and 4R64) were dissolved in DMSO, and measured at 535 nm in the absence of
virus and any other reagents. The n-hexane and aqueous extracts of leaf, stem bark, and root
showed no fluorescence emission (Figure 1E). However, the EtOAc root extracts and its
fractions R7 and 4R64 caused a significant increase in fluorescence, confirming the presence of
fluorescent compounds that clearly could mask the fluorescent substrate used in the MUNANA
assay (Figure 1F). Thin layer chromatography (TLC) analysis showed fluorescent bands at 365
nm, especially a blue fluorescent band in the EtOAc extract with a Rf (retention factor) similar to
that of commercial scopoletin (Figure S4B) suggesting its presence in the active fractions,
although in the CG/MS analysis it was not possible to be identified (Figure S3F) due to its low
concentration. Coumarins have been reported in several Diospyros species such as D.
filipendula, and D. ehretioides (Wisetsai et al., 2019; Wosawat et al., 2021); and coumarin
scopoletin has been detected in D. kaki leaves and D. ondulata stem bark (Cesari et al., 2013).
The results from the NA inhibition assays suggest that these compounds may interfere with the
assay as the two technigues employ different wavelengths. The AR assay is based on enzymes
classified as oxidoreductases, such as galactose oxidase (GAO) and horseradish peroxidase
(HRP). Scopoletin affects hydrogen peroxide and HRP in such a way that it can cause
increased fluorescence (Miller et al., 1975; Corbett, 1989). Coumarins, on the other hand, are
reported to strongly interact with other peroxidases, inhibiting their enzymatic activity (Thada et
al., 2013), and interfering with the assay performance (Summers et al., 2013). Added to this, the
presence of antioxidant compounds, in addition to scopoletin, such as a-tocopherol (native
fluorescence at 334 nm), and other compounds don’t identified (Figure S3F) may add another
interference factor to the measurement (Parra et al., 2018; Demirkaya-Miloglu et al., 2013). This
was confirmed on the DPPH assay in fractions R4, and 4R64 as yellow spots on a purple

background (Figure S4C), suggesting also antioxidant activity in D. anisandra.
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Figure 3.1 Haemagglutination and neuraminidase inhibition assay.

Haemagglutination inhibition (HAI) assay of fractions obtained by VLC from the n-
hexane extract of D. anisandra fruits (A), and pure compounds [plumbagin (C1), trans-
9,12-octadecadienoic acid (C2), vitamin E (C3), B-sitosterol (C4), betulin (C5), and
lupeol (C6)] (B). Neuraminidase activity of n-hexane (Hx), ethyl acetate (EtOAc), and
agueous (W) extracts using AR assay (C), and Neuraminidase inhibition (NAI) activity
of root fractions (R4, 4R34, and 4R64) using AR, and MUNANA enzymatic assay
using a positive control oseltamivir carboxylate (CO), with statistical analysis (D).
Fluorescence emission at 535 nm of n-hexane (Hx), ethyl acetate (EtOAc), and
aqueous (W) extracts (E). Fluorescence emission at 535 nm of n-hexane (R-Hx) and

ethyl acetate (R-EtOAc) extracts compared with R-EtOAc fractions (R4, 4R34, 4R64)
(F). (Dunnett’s Test, p<0.05).

Finally, the GC/MS analysis confirmed the presence of large amounts of plumbagin (5-hydroxy-
2-methyl-1,4-naphthalenedione) in n-hexane extracts (Figure S3A-S3E). This metabolite has
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been identified in D. anisandra stem bark, and other Diospyros species, such as D. shimbaensis
(Aronsson et al., 2016; Quintal-Novelo et al., 2013). The n-hexane and EtOAc extracts were
highly cytotoxic compared to the aqueous (Table S2). The highly content of plumbagin suggests
an association to the cytotoxicity, as it is known to be toxic and inducer of apoptosis in different
cell lines, including the MDCK cells (Messeha et al., 2018).

3.3 Experimental
3.3.1 Plant material

Samples of D. anisandra were collected in February 2018 at Sierra Papacal, Yucatan, Mexico.
A voucher specimen (collection number 71015) was deposited at the Herbarium of the Centro

de Investigacion Cientifica de Yucatan (CICY) in Mérida, Yucatan, Mexico.
3.3.2 Extraction and fractionation

Leaves, fruit, stem bark and roots were dried and then ground (Pagani Mod. 1520) to reduce
particle size. Each plant part was extracted separately three times with methanol by static
maceration for 48 hours. Solvents were removed under pressure in a rotary evaporator (Buchi
Mod. RII). A portion of each methanol extract was dissolved in MeOH:H>O (1:1) and the
resulting mixture extracted three times with n-hexane to obtain an extract. The remaining
aqueous portion was extracted with EtOAc following the same n-hexane procedure. The final
aqueous portion was lyophilized. Each extract was evaluated with cytotoxic, haemagglutinin

inhibition (HAI), and neuraminidase inhibition (NAI) assays.

Fractionation was done of the active n-hexane extract from D. anisandra fruit. The n-hexane
extract (1000 mg) was processed with vacuum liquid chromatography (VLC) using bentonite
(Tonsil®) as a stationary phase (2.5 x 5 cm). Eight final fractions (F1-F8) (Figure S1) were
produced with a gradient elution system using mixtures of n-hexane/acetone/MeOH of
increasing polarity. The fractions and the main extract were tested with the HAI assay. Active
EtOAc extract from roots (9100 mg) was processed with VLC using bentonite as a stationary
phase (6.5 x 5 cm). Eight final fractions (R1-R8) (Figure S1) were produced with a gradient
elution system using mixtures of n-hexane/acetone/MeOH of increasing polarity. Active fraction
R4 (462 mg) was fractionated by GCC (2.5 x 15 cm) using gradient elution with n-
hexane/EtOAc mixtures, resulting in 87 fractions (4R1-4R87) (Figure S1). The fractions and the

main extract were tested with the NAI assay.
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3.3.3 GC/MS analysis

The components in the n-hexane and EtOAc extracts (fruit and root) were analysed with a gas
chromatographer (Agilent Technologies 6890N) coupled with a mass selective detector
(5975B). Chromatography conditions were split injection of 1 pyL of 10 pug sample in
dichloromethane; Ultra 1 phenyl capillary column (30 m x 0.25 um); flow rate of 1 mL/min
(helium as carrier gas); initial column temperature of 140 °C for 3 minutes after injection;
increased by 10 °C/min to 280 °C. Extract component identification was done by computer
searches in commercial reference libraries. Mass spectra fragmentation patterns were
compared with those from the NISTO5 libraries and with commercial standards such as vitamin

E, B-sitosterol and trans-9,12-octadecadienoic acid.
3.3.4 Bioassays
3.3.4.1 Cells and viruses

Madin-Darby canine kidney (MDCK) cells (Donated by Instituto de Diagndstico y Referencia
Epidemiologico INDRE/IRR FR-58) were kept in 1X Dulbecco’s modified Eagle’s medium
(DMEM, GIBCO) supplemented with 10% foetal bovine serum (GIBCO), 100 U/mL penicillin and
100 pg/mL streptomycin (GIBCO). Cells were grown at 37 °C in a 5% CO, atmosphere.
Influenza virus strains were provided by the Virology Laboratory of the Dr. Hideyo Noguchi
Regional Research Centre of the Autonomous University of Yucatan (Universidad Autonoma de
Yucatdn — UADY). The identified viruses were A/Yucatan/2370/09 (H1IN1) pdm and
A/Mexico/INDRE797/10 (HIN1-H275Y) pdm.

3.3.4.2 Cytotoxicity assay

The cytotoxicity of each extract (n-hexane, EtOAc, and agueous) was evaluated in MDCK cells.
The cells were seeded in 96-well plates at a 5x10* cells/well density and incubated for 24 hours
at 37 °C in a 5% CO, atmosphere, according to previous reports (Cetina-Montejo et al. 2019).
Cells were washed twice with PBS and incubated with 100 pL of six different dilutions of each
extract (100-3.125 uyM) in triplicate, using a cell control with only DMEM and 1% DMSO. Cells
with extracts were incubated at 37 °C for 72 hours. Cell viability was quantified by staining with
0.4% crystal violet in methanol and then reading absorbance at 490 nm in a microplate reader

(Victor 3x, Perkin Elmer 2030). The optical density (OD) of the treated cells was then compared
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with that of the control cells, assumed to be 100% viable. Mean cytotoxic concentration (CCso)
was estimated by plotting the percent of cell viability versus extract concentration (pg/mL).

3.3.4.3 Haemagglutination inhibition (HAI) assay

The HAI assay was done to assess if the extracts and compounds inhibited haemagglutination
activity. The assay was done in U-bottom 96-well plates. The n-hexane extract or compounds
were serially diluted in PBS (100-12.5 pg/mL), mixed with 4 HA Units of virus, and incubated for
1 hour at 4 °C. Then, 50 pL of a 1% solution of Turkey Red Blood cells (RBC) was added and
the mixture incubated for 1 hour at 4 °C. The positive control was virus + RBC, and the negative

control was RBC only.
3.3.4.4 Neuraminidase activity inhibition (NAI) assay

The NAI assay was done to evaluate if the extracts or fractions affected neuraminidase activity.
Two fluorescence techniques were utilized: Amplex® Red for preliminary evaluation and
selection of active extracts and using the MUNANA assay on influenza virus AH1N1
neuraminidase. The Amplex® Red neuraminidase assay kit (Invitrogen) was used following
manufacturer’s instructions, preparing 2X working solution (50 yL Amplex® Red solution, 10 L
galactose oxidase solution, 250 L fetuin solution, and 45,900 uL buffer solution). Evaluation of
neuraminidase activity was done using purified NA enzyme from C. prefringes; 49 L
extracts/fraction solutions were placed in 100 pg/mL and 1 yL enzyme solution added to each
microplate well. Subsequently, 25 uL of 2X working solution was added to each well and read at

465 nm absorption and 535 nm emission.

In the MUNANA assay, 12.5 uL extract/fraction solution (100 pg/mL) and 12.5 uL virus solution
(previously titrated from H1N1 strains) were placed in each microplate well and incubated at 37
°C for 30 minutes. Subsequently, 25 uL 100 uyM MUNANA solution was placed in each well and
kept under the same conditions. After adding 75 pL 0.1M stop solution (0.7507 g glycine
dissolved in 100 ml 25% ethanol) to each well the plate was placed in a reader at 355
absorption and 535 nm emission. Relative neuraminidase activity (NARg) for both techniques was

calculated as follows:

7

A
NAg (%) =

x100

7
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Where Avc is virus activity in the presence of extract or fractions and Av was activity with only

the virus.
3.3.4.5 DPPH antioxidant assay

TLC (thin layer chromatography) analysis was realized in silica gel 60 F254 plates (Merck,
Darmstadt, Germany), exposed in a n-Hexane/EtOAc (7:3) system as mobile phase. This plate
was visualized at 365 nm using a Chromato-Vue® model C-75. Then, was sprayed with 2,2-
diphenyl-1-picryhydrazyl (DPPH) solution (0.2% in methanol). The presence of antioxidant

compounds were visualized by yellow spots on a purple-pink background.
3.3.5 Statistical analysis

Bioassay evaluation results were expressed as standard error of the mean (SEM). Statistical
analyses were done using the one-way analysis of variance (ANOVA) with Dunnett’s post hoc
multiple comparisons test run with the PRISMA software (GraphPad Software, Inc., San Diego,

CA, version 5.01). Statistical significance (sample vs. control) was set at 0.05.
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CAPITULO IV.

EVALUACION DEL EFECTO DE LOS COMPUESTOS IDENTIFICADOS EN
SUBFRACCIONES ACTIVAS DE Diospyros anisandra CONTRA INFLUENZA AH1IN1

4.1 INTRODUCCION

Las plantas son de las principales fuentes de obtencién de moléculas de estudio con alguna
actividad biolégica potencial, en el caso de metabolitos con actividad antiviral el camino es
largo, pero gracias a la tecnologia y a la presencia de virus potencialmente peligrosos, este
proceso se ha acelerado, permitiendo tener un banco de moléculas con aplicaciones para el
tratamiento de las enfermedades virales ya presentes y futuras (Hughes et al., 2011).
Actualmente las dianas de estudio para el virus de la influenza, se basan en las proteinas
superficiales de la membrana, y las nucleoproteinas virales (Yang et al., 2019; Zhang et al.,
2021).

Las dos proteinas superficiales del virus de influenza que participan durante la etapa de
reconocimiento de la célula hospedera y la liberacién de la misma, son la HA y NA (Dou et al.,
2018; Benton et al., 2017). En el caso de HA son pocas las moléculas en fases clinicas o
preclinicas, que tienen como objetivo a dicha proteina, solamente una molécula sintética, el
Arbidol, estd aprobado su uso como tratamiento profilactico de influenza en Rusia y China
(Kadam & Wilson, 2017; Koszalka et al., 2017; Wu et al., 2015; Shen et al., 2013; Yang et al.,
2013), mientras que la NA a diferencia de la HA, al menos existen tres farmacos aprobados por

la FDA con actividad anti-neuraminidasa, como lo es el Oseltamivir, Zanamivir y Peramivir.

Sin embargo, el shift y drift antigénico en estas dos proteinas (18 tipos de HA y 11 subtipos de
NA), han provocado que el virus de influenza mute facilmente. Por lo que tanto HA como NA
siguen siendo un objetivo prometedor para el descubrimiento y disefio de antivirales que van
desde anticuerpos, péptidos y moléculas de origen sintético y natural (Russell et al., 2018; Zeng
et al., 2017).

Para evaluar el efecto de inhibicion sobre la hemaglutinina (IHA) del virus o de la interaccion de
las moléculas en la superficie de la célula huésped de cualquier farmaco de manera indirecta,
se emplean ensayos de hemaglutinacion. Debido a la capacidad de los virus de influenza para

aglutinar eritrocitos de pavo, pollo o humanos, dichas técnicas permiten de manera cualitativa
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identificar extractos, fracciones y/o compuestos, sugiriendo un posible mecanismo de accion de

los mismos aislados a partir de plantas (Rajasekaran et al., 2013; Chattopadhyay et al., 2009;).

Por otro lado, existen diversos métodos enzimaticos que permiten evaluar la inhibicion de la
actividad de la NA de extractos, fracciones y compuestos que son objeto de estudio en el
campo de nuevos antivirales, estos métodos utilizan moléculas que mimetizan el sustrato de la
neuraminidasa del virus en el huésped: el acido sialico (Nayak & Reichl, 2004). Algunos estan
basados en ensayos colorimétricos (acido tiobarbiturico (TBA)), fluorométricos (NA-Fluor ™,
Amplex ® Red), quimioluminicentes ( NA-XDT™ y NA-Star™), entre los cuales los mas
utilizados y recomendados son los ensayos fluorescentes y quimioluminiscentes (Leang & Hurt,
2017; Gamaleldin et al., 2016).

Las células MDCK se han convertido en una de las mas utilizadas para el aislamiento y estudio
del virus de influenza, ya que son células altamente manipulables y resistente a los efectos
téxicos de la suplementacion por tripsina; ademas poseen receptores de acido sialico de
enlaces 0-2.3 y a-2.6 permitiendo el crecimiento de un mayor nimero de cepas del virus de
influenza y con una elevada tasa de replicaciéon (Dukes et al., 2011; Ito et al., 1997). Dichas
células son infectadas con el virus, pero para ello, se requiere previamente evaluar la

citotoxicidad de los compuestos sobre estas.

Posteriormente se puede evaluar, en un ensayo de uno o mdultiples ciclos de replicacion del
virus, la proporcion de células viables en términos de concentraciones letales (Sidwell & Smee,
2000). En un ensayo de un solo ciclo, se ha estimado que la duracién del ciclo de replicacion
del virus desde su entrada hasta liberacién de la célula, es de 8 a 10 horas aproximadamente
en células MDCK (Gaush & Smith 1968), las células son infectadas a una alta multiplicidad de
infeccion (MOI), mientras que en un ensayo de multiples ciclos (72 horas) una MOI baja
permitira que los viriones recién generados puedan infectar a las células vecinas durante varios

ciclos (Beyleveld et al., 2013).

Por lo tanto, para evaluar la actividad antiviral de los extractos, fracciones y/o compuestos
obtenidos a partir de plantas, una de las mas utilizadas es el ensayo de reduccion del efecto
citopatico (REC) de mudltiples ciclos y de un solo ciclo y finalmente llevar a cabo la
determinacion del titulo viral en funcion de ensayos de hemaglutinacién y TCIDso (Tissue culture

infection dose 50%).
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En el presente capitulo se evaluéd la actividad de inhibicién de la hemaglutinina (IHA) y de la
neuraminidasa (INA) de fracciones semipuras y compuestos identificados en fracciones activas
como parte de los resultados del capitulo Il para finalmente confirmar mediante ensayos de
citotoxicidad y ensayos antivirales si dichas fracciones y compuestos tienen actividad contra el

virus de influenza.

4.2 MATERIALES Y METODOS

Los reactivos utilizados fueron dimetil sulféxido (DMSO) estéril marca Sigma-Aldrich ®, medio
minimo esencial eagle modificado Dulbecco (DMEM), solucién salina de fosfatos (PBS pH 7.2),
bicarbonato de sodio al 7.5% y antibiéticos 10000 u/mL penicilina- 10000 pug/mL estreptomicina
de marca InVitro; L-glutamina 200 uM, suero fetal bovino y 0.05%tripsina-EDTA de la marca
GIBCO™:; cajas de cultivo de forma rectangular 75 cm? (NEST®), placas de 96 pozos de fondo
plano de marca Corning® para ensayos de citotoxicidad de los extractos, placas de 96, 24, 12y
6 pozos de fondo plano marca NEST®, cadmara de Neubauer (Hausser scientific), un
microscopio invertido (Nikon eclipse, TE2000-U) y el equipo de lector de Elisa (Victor 3%, Perkin
Elmer modelo 2030).

4.2.1. Virus y células.

Para los estudios de citotoxicidad y antivirales, se utilizaron células de rifiébn canino Madin
Darby (MDCK-L y MDCK) que se mantuvieron en medio DMEM suplementado con SFB al 10%,
1% de L-Glutamina y 1% de penicilina/estreptomicina. En cuanto a los virus, se trabajé con
cepas proporcionadas por el Laboratorio de Virologia del Centro de Investigaciones Regionales
"Dr. Hideyo Noguchi" de la Universidad Autonoma de Yucatan (UADY) identificadas como
A/Yucatan/2370/09 (H1N1) pdm, propagadas en células MDCK con 1 ug/ml de TPCK-tripsina
(SIGMA) y almacenado a -70 °C hasta su uso.

4.2.2 Bioensayos
4.2.2.1 Prueba de citotoxicidad

Se evaluaron extractos de baja, media y alta polaridad de hojas, frutos, raices y tallos de
Diospyros anisandra de la colecta realizada en el Parque Cientifico y Tecnol6gico de Yucatan

(capitulo 11). Asi como compuestos puros identificados en fracciones de fruto y raiz obtenidas
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durante los procesos de semipurificacion (uvaol, betulina, escopoletina y &cido betulinico todos
marca sigma-aldrich), y las subfracciones de fruto (3F23) y raiz (4R34). Se sembraron células
MDCK-L en placas de 96 pozos al 40 % de su capacidad (3.84 x10° células/ml) y se incubaron
por 24 horas a 37°C con 5% de CO; (tiempo durante el cual la monocapa esta confluente),
después se realizaron dos lavados con PBS y se agreg6 a cada pozo 100 pL de diluciones de
los extractos (100, 50, 25, 12.5, 6.25 y 3.125 ug), los cuales se efectuaron por cuadruplicado;
asi mismo para cada placa se incluyé dos testigo uno de células que tenia medio DMEM y otro
con DMSO al 1 % (Figura C3.1A de la seccién Apéndice C). Se incubaron a 37°C con 5% de
CO; por 72 horas, después del tiempo de incubacién se realiza una tinciéon colocando 50 L en
cada pozo de cristal violeta al 0.4 % en una mezcla metanol-agua durante un periodo de

contacto aproximado de 30 a 45 minutos y se midié la absorbancia a 490 nm.

Se determiné la viabilidad celular [%Viabilidad= (DOcglulas tratadas/ DOcontrol celuiar) X 100; a través de
una regresion no lineal de la concentracién del compuesto (UM) vs el porcentaje de viabilidad y

se determind la concentracion citotéxica media (CCso).
4.2.2.2 Ensayos de inhibicién de la hemaglutinacién (IHA)

En placas de 96 pozos de fondo U se adicionan diluciones seriadas de los compuestos con
actividad antiviral, se mezclan con 4 unidades de HA del virus y se incuban por una hora a 4°C,
después se adicionan 50 pL de una soluciéon que contiene 1% de glébulos rojos de pavo (RBC
por sus siglas en ingles) y se incuban por 1 hora a 4°C como se observa en la figura 4.1; los
controles incluyen virus + RBC como control negativo, compuesto antiviral + RBC, y RBC como

control positivo de la hemaglutinacion.
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Figura 4.1 Interpretacion visual del ensayo de hemaglutinacion.
1) virus+RBC II) RBC, lll) virus+RBC+compuesto sin inhibicién de la actividad de la

hemaglutinina, y 1V) virus+RBC+compuesto con inhibicién de HA.
4.2.2.3 Ensayo de inhibicién de la actividad neuraminidasa (INA)
4.2.2.3.1 Ensayo quimioluminiscente

Utilizando el protocolo de manufactura Applied Biosystem del kit NA-Star, en una placa blanca
de 96 pozos de fondo plano, se colocaron 25 pL de Ila solucién de
extractos/fracciones/compuestos a evaluar (a las concentraciones respectivas en molaridad
para los compuestos puros y ug/ml para fracciones), posteriormente se adicionan 25 pL de
solucién del virus utilizando la enzima viral de la cepa A/Yucatan/2370/09 (H1N1) pdm
(previamente titulado), dicha placa se mantuvo en agitaciéon a 37 °C durante 30 minutos.
Posteriormente se colocaron en cada pozo 10 pL del sustrato que se suspende previamente en
el amortiguador del kit (1:1000), la microplaca se mantiene a temperatura ambiente y protegida
de la luz durante 30 minutos. Posteriormente se le adicionan 60 uL en cada pozo de la solucion
aceleradora (incluida en el kit) e inmediatamente se le da lectura en el lector de microplacas
VICTOR X (Perkin EImer modelo 2030) de acuerdo al protocolo para luminiscencia (CPS 0.1s).

4.2.2.3.2 Ensayo por métodos fluorescentes utilizando como sal de sodio hidratada del acido 2'-
(4-Metilumbiferil)-a-D-N-acetilneuraminico (4-MUNANA).

Utilizando la cepa A/Yucatan/2370/09 (H1N1) pdm (ver metodologia capitulo IlI).

Utilizando la sialidasa comercial obtenida a partir de C. prefringes, se prepar6 un amortiguador
de acetato de sodio a una concentraciéon de 50 nM y se ajusté a un pH de 5 con una solucion 1
M de HCI. Posteriormente se prepar6 una solucién Stock de enzima (0.2 U/mL) y de 4-
MUNANA (1.5 mM), a partir de estas soluciones se hicieron las diluciones respectivas para
establecer las concentraciones a trabajar (ver protocolo C1 en la seccidon Apéndice C). Se
utilizaron placas de 96 pozos, y la lectura de la fluorescencia se llevd a cabo en un lector de
microplacas CYTATION 3com (Biotek) a longitudes de emision/excitacion de 365/450 nm. Los
volimenes utilizados en los pozos correspondientes del amortiguador, inhibidor (compuestos
y/o fraccion a evaluar), la enzima y el sustrato, fueron 110 uL, 10 pL, 10 yL y 20 pL

respectivamente.

Para ambas metodologias, la actividad neuraminidasa relativa se calcula como:

79



CAPITULO IV.

AEve

AER =
R™ AEv

x100

Donde AEr es el porcentaje de actividad relativa de NA, AEvc es la actividad del virus en
presencia de los compuestos y AEv es la actividad del virus sin compuesto (el control es la

actividad de la enzima sin presencia de ningun inhibidor)
4.2.2.3 Ensayo de reduccién del efecto citopatico (REC)

Se sembraron células MDCK a una densidad celular de 5x10* células/pozo, y se incubaron
durante 24 horas a 37 °C y 5% de CO.. Las células se infectaron con el virus a una MOI: 0.01
(1 hora de contacto). Posteriormente se retir0 el sobrenadante y se adicionaron los compuestos
a 4 concentraciones por debajo del CCsp (100, 50, 25 y 12.5 uM para compuestos puros y
pg/ml para subfracciones) en DMEM suplementado con tripsina TPCK (1 pg/mL) y se
mantuvieron a 37 °C con 5% de CO. por 72 horas. Posteriormente se lavo la placa con PBS
(2X) y se realizé una tincion colocando 50 pL en cada pozo con cristal violeta al 0.4% en una
mezcla metanol-agua durante un periodo de contacto aproximado de 30 a 45 minutos y se
midié la absorbancia a 490 nm. Como control positivo se tienen células sin infectar y como
control negativo se utilizan células infectadas (Figura C3.1B). La concentracion de inhibicion

(ICs0) se obtuvo por analisis de regresion de los datos.
4.2.2.4 Ensayo de actividad antiviral en un ciclo de replicacion

En cuanto al analisis de un solo ciclo (periodo de 10 horas), se utilizaron placas de 24 pozos
donde se sembraron células MDCK a una densidad de 5x10° células/pozo y se incubaron
durante 24 horas a 37 °C y 5% de CO; (Figura C3.2A). Una vez que la monocapa fue
confluente, los pozos se infectaron a una MOI de 1, y se incubaron por 1 hora (37 °C y 5% de
COy), posteriormente se retiré el sobrenadante. Se adicionaron 200 pyL en cada pozo de una
solucioén stock a una concentracion por arriba de la concentracién no citotdxica de uvaol (200
MM) y la fraccion 4R34 de D. anisandra (200 ug/mL), en distintos periodos de incubacién (0-2,
2-4, 4-6, y 6-8 horas de incubacién) como se observa en la figura C3.2B (Apéndice C3). Como
control negativo, solo se afiadi6 DMEM después de la hora de infeccién viral. Una vez
finalizadas las 10 horas, el sobrenadante de cada pozo fue recuperado y almacenado a -80 °C
(Figura C3.2C) hasta la determinacién del titulo viral mediante el ensayo de hemaglutinacion y

el ensayo TCDlso.
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4.2.2.4.1 Determinacion del titulo viral por ensayo de hemaglutinacion

Se determind el titulo viral de los sobrenadantes obtenidos de la cosecha de virus del ensayo
de un solo ciclo. El procedimiento es el mismo descrito en la seccién 5.2.2.2, brevemente se
colocaron en los pozos respectivos 50 L de las diluciones seriadas de los sobrenadantes, para
finalmente agregar 50 pL de la solucion de eritrocitos de pavo al 1% y mantener a 4 °C durante
30 a 40 minutos para obtener el titulo viral (Figura C3.3 del Apéndice C).

4.2.2.4.2 Cuantificacion de particulas virales mediante el método TCIDso

Este ensayo consistié en sembrar microplacas de 96 pozos de fondo plano con células MDCK
las cuales se incubaron por 24 horas a 37 °C con 5% CO.. Una vez confluente la monocapa, se
colocaron 100 pL de diluciones seriadas de las alicuotas almacenadas del sobrenadante
recuperado del ensayo de un solo ciclo (ver la metodologia en la seccién C4 del Apéndice C).
Se procedio a incubar a las condiciones establecidas (37 °C con 5% CO;) durante 72 horas. Se
retir el sobrenadante, se lavé cada placa 2 veces con PBS para finalmente realizar la tincion
con cristal violeta al 0.4% con metanol-agua. Finalmente fue calculado el TCDIs, utilizando la

férmula de Spearman-Karber (Seccién C4 del apéndice C).

4.3 RESULTADOS
4.3.1 Evaluacion del efecto citotdxico

Como resultado de los estudios biodirigidos llevados a cabo en el capitulo 11l de este trabajo, se
evalud el efecto citotdxico de 2 fracciones (3F23, 4R34) y 4 compuestos identificados en las
fracciones activas (uvaol, acido betulinico, betulina y escopoletina). Como se observa en la
figura 4.2, la fraccién 4R34 y los compuestos, uvaol, betulina y escopoletina, no mostraron ser
citotoxicos, la viabilidad celular se mantuvo al 100% en todas las concentraciones analizadas
(Figura 4.2 A y B). Por el contrario, la fraccion 3F23 y el acido betulinico, mostraron
citotoxicidad con un CCsy que se encuentran por debajo de los 70 pg/mL y 50 pM
respectivamente (Tabla 4.1), en la figura 4.2 C se observa la ausencia de coloracion violeta en
los pozos que corresponden al acido betulinico, prueba evidente de su efecto citotoxico a esas

concentraciones.
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Figura 4.2 Ensayo de citotoxicidad

Se observa la viabilidad de células MDCK, expuestas a 6 concentraciones de
compuestos puros (A), y subfracciones 3F23 y 4R34 (B), utilizando como control
negativo células en medio DMEM y en DMSO al 1% en DMEM. Microplaca de 96
pozos tefida con una solucién de cristal violeta al 0.4% en metanol-agua, donde los

pozos ausentes de color, confirman la muerte celular por citotoxicidad (C).

4.3.2 Evaluacion de la actividad de inhibicion de la hemaglutinina (IHA) e inhibicién de la

actividad sialidasa (INA) de compuestos y/o fracciones identificadas de D. anisandra

Se llevd a cabo un estudio biodrigido de extractos y fracciones obtenidas de D. anisandra
(capitulo III). Con los compuestos identificados en las fracciones activas 3F23 y 4R34 se
realizaron ensayos de inhibicién de las dos proteinas mas abundantes en la membrana de la
superficie del virus, la HA y la NA.

4.3.2.1 Inhibicién de la hemaglutinacion (IHA)

Los compuestos uvaol, acido betulinico, betulina y escopoletina (aunque esta Ultima no se
comprobd por gases solo por CCD), las fracciones 3F23 y 4R34, fueron evaluadas. Unicamente
la fraccién 3F23 mostro actividad IHA en el rango de 50 a 12.5 pg/mL (figura 4.3), actividad que
ya se habia confirmado en la fraccion F3 proveniente del extracto n-hexanico del fruto (Figura

D1.A y D1.B Apéndice D); acorde con los ensayos de citotoxicidad, esta se encuentra por
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debajo de los 100 ug/mL, por lo que a dicha concentracibn no se observé la actividad IHA
debido a una posible lisis celular de los eritrocitos causada por la citotoxicidad. Los compuestos
por separado no mostraron ninguna actividad IHA. Adicionalmente se incluyé arbidol para
observar si este compuesto, que se ha reportado con actividad a nivel HA (Nasser et al., 2013;
Cihan-Ustiindag et al., 2020), mostraba algln efecto en el ensayo, pero no mostré actividad

IHA en estos ensayos.

Por otro lado, el acido betulinico (Ab), tuvo efecto sobre los eritrocitos que se observa en las
dos concentraciones mas altas de 100 y 50 uM, posiblemente provocando un dafio, ya que
como se analiz6 en los ensayos de citotoxicidad, las concentraciones por arriba de 50 uM ya es

una concentracion citotoxica (Figura 4.3).

3F23 U Ab Ar E C- C+

Figura 4.3 Ensayo de Inhibicion de la hemaglutinacion.
Se evalué la actividad de inhibicién de la HA de la fraccion 3F23 (100 a 12.4 mg/mL),
el uvaol (U), el acido betulinico (Ab), el arbidol (Ar) y la escopoletina (E) de 12.5 hasta

100 mM (A) y la evaluacién de lisis de eritrocitos a 100 mM de los compuestos (B).
4.3.2.2 Inhibicion de la actividad sialidasa

Para determinar la actividad de los compuestos para inhibir la sialidasa del virus de influenza se
utilizaron dos ensayos fluorescentes, el Amplex Red y utilizando como sustrato al 4-MUNANA
(ver capitulo 1l1). Los resultados de estos dos ensayos indicaron que la fraccidon 4R34 mostro
actividad para inhibir la enzima. Por lo tanto, se realizd un ensayo adicional por
guimioluminiscencia para determinar y corroborar si la fraccion y los compuestos identificados
en ella mostraban inhibicion, como control se utilizé6 carboxilato de oseltamivir (CO) y se

comparo con otras fracciones obtenidas a partir de la fraccion R4 de los extractos de acetato de
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etilo de raiz (R4, 4R34, R9i) (Figura 4.4). El compuesto del oseltamivir claramente demostré
tener una actividad INA y observamos en la figura 4.4 A que hay una relaciéon dosis-respuesta,
en cambio todas las subfracciones tienden a mostrar un efecto sobre la neuraminidasa viral a
distintas concentraciones (Figura 4.4 B- 4.4 E) mas sin embargo esta no es una relacion dosis
respuesta.

El andlisis que proporciond el equipo mediante el establecimiento del protocolo para el analisis
de INA, se puede apreciar que las concentraciones para lograr inhibir la actividad de la NA en
un 50% (ICso), estan por arriba del CO (0.15 nM) mientras que, para la mas baja de las

fracciones evaluadas, que corresponde a R9i, fue de 0.2858 ug/mL (Figura 4.4 C).

Por lo tanto, para confirmar que los resultados con el Amplex Red y el ensayo de MUNANA
correspondian a un efecto de inhibicion de la actividad sialidasa, se establecié un protocolo

adaptado del ensayo fluorescente utilizando la enzima NA de C. prefringes (Ver apéndice C.1).

Utilizando las condiciones establecidas en el protocolo, se llevé a cabo la evaluacién de los
compuestos identificados en las subfracciones 3F23 y 4R34 y comparado con flavonoides con
actividad INA, como la baicaleina y la quercetina (Sadati et al., 2019; Liu et al., 2015;). Como se
observa en la figura 4.5 Ay 4.5 B, la actividad de la enzima en presencia de los compuestos a
concentraciones de 100 yg/mL tanto en el caso de flavonoides como terpenos, se ve reducida,
a excepcion del acido betulinico (Ab). En cuanto a la fraccion 4R34 muestra un comportamiento
similar al del CO (figura 4.6 A), al comparar todos los compuestos al termino de los 30 minutos
del ensayo, el acido betulinico no mostré ningun efecto a la concentracién utilizada sobre la
actividad de la NA, en cambio la betulina si tuvo efecto en dicha actividad, logrando reducir
hasta un 50% comparado con el CO, mientras que los demas compuestos evaluados redujeron
la actividad en un 10% de manera similar al CO (figura 4.6 B). Cabe mencionar que el efecto
del CO sobre la actividad NA es relativamente bajo respecto a los resultados de los ensayos
realizados anteriormente, pero es debido a que la concentracion utilizada fue de 50 uM, una

concentracion muy baja comparado con los 100 uM de las otras moléculas.
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Figura 4.4 Ensayo de inhibicién de la actividad de la neuraminidasa utilizando una
técnica quimioluminiscente.

Evaluacion de la actividad neuraminidasa de oseltamivir (A) a partir de una solucion
stock de 50 pM. Evaluacion de la actividad neuraminidasa de R4 (B), R9i (C) y 4R34
(D) a concentraciones de 100, 50, 25 y 12.5 ug/mL; y la evaluacion de 4R34 a

concentraciones 1:2 a partir de una solucion Stock de 200 pg/mL (E).
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Figura 4.5 Evaluacion de la actividad relativa de la neuraminidasa en funcién de
tiempo mediante un ensayo fluorescente.

Se evalu6 la intensidad de la fluorescencia (I) de la actividad de la neuraminidasa
respecto a la fluorescencia al tiempo inicial (lo) a través del tiempo de flavonoides
[quercetina (Q), Baicaleina (Baic)] (A) y terpenos [Betulina (Bet), Uvaol (U)] (B) a
concentraciones de 100 pM utilizando carboxilato de oseltamivir (CO) como control
de inhibicion de la NA (50 nM) utilizando 0.2 U/mL de enzima y 0.5 mM de sustrato
(ES).
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Figura 4.6 Evaluacion de la actividad relativa de la neuraminidasa

Se evalud la intensidad de la fluorescencia (I) de la neuraminidasa respecto a la
fluorescencia al tiempo inicial (lo) a través del tiempo de la fraccion 4R34 a 100
pg/mL utilizando como control positivo carboxilato de oseltamivir (CO) control
negativo de la INA el complejo enzima-sustrato (ES) (A), y la actividad relativa de la

NA en presencia de compuestos y fracciones a los 30 minutos (B).
4.3.3 Evaluacion de la actividad antiviral
4.3.3.1 Reduccion del efecto citopatico (REC)

Los resultados del ensayo de REC utilizando la cepa de virus influenza A/Yucatan/2370/2009
indican que las muestras evaluadas reducen el efecto citopatico por debajo del 40% audn a las
mas altas concentraciones empleadas (Figura 4.6 A y 4.6 B). Estos resultados indican que se

tendria que utilizar concentraciones mayores para lograr una reduccién mayor o igual al 50%.
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Figura 4.7 Ensayo de reduccion del efecto citopatico (REC) de las células MDCK.

Se evaluaron compuestos a las concentraciones no citotoxica de uvaol, betulina y
acido betulinico (A), y 4R34 (B). Ademas, se muestra el comportamiento de manera
visual de la fraccion 4R34 respecto el control positivo (células en medio DMEM) y
como control negativo células infectadas con la cepa A/Yucatan/2370/09 (H1N1) pdm

teflidas con una solucion de cristal violeta al 0.4% en metanol (C).

Al realizar el andlisis de regresion no lineal, se determinaron los valores de ICso y se obtuvo el
indice de selectividad (IS). En la tabla 4.1 observamos que los indices de selectividad para los
compuestos y/o fracciones evaluadas no llega en ningun caso a la unidad, y por lo tanto, se
requieren de valores de ICso para que el IS este por encima de 1, valor que nos indica que tan
efectivo es la molécula, por otro lado como se aprecia en la misma tabla, los datos de algunos
de ellos no fueron determinados (ND), pues en el ensayo REC no mostraron ningun efecto

sobre la cepa viral.
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Tabla 4.1 indice de selectividad de compuestos identificados en fracciones de Diospyros

anisandra.

Compuesto/fraccion CCso 1Cso IS
Uvaol 286.10 344.98 0.82
betulina 1194.52 1273.88 0.93

A. betulinico 28.64 143005.48 0
Escopoletina 101.25 ND ND
4R34 404.81 1203.13 0.33

3F23 70.86 ND ND

4.3.3.2 Andlisis de la actividad antiviral en un ciclo de replicacién

Para este ensayo, el uvaol y 4R34 fueron los dos candidatos a evaluar en funcién de los
resultados obtenidos tanto en las pruebas de INA, citotoxicidad y REC. Los sobrenadantes
recuperados al finalizar las 10 horas de incubacién, fueron evaluados en el ensayo de
hemaglutinacién para la determinacién del titulo viral, como resultado se observa en la figura
4.8 A, que la fraccion 4R34 mostr6 una reduccion en el titulo viral a nivel HA durante las
primeras 2 horas (0-2 h) y después de 8 horas (0-8), mientras que el uvaol no tuvo una

diferencia significativa en ninguno de los tiempos de contacto (inhibidor + medio).

En cuanto a la cuantificacion de particulas virales por el método TCIDso, hubo una reduccion de
las particulas virales en el periodo de 6 a 8 horas con la fraccién 4R34, mientras que el uvaol a
las primeras horas produjo una reduccién de las particulas virales como se observa claramente

en la Figura 4.8 B.
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Figura 4.8 Titulo viral obtenido a partir del ensayo de hemaglutinaciéon (A) y
cuantificacion de particulas virales en funcion del ensayo TCIDso (B).

4.4 DISCUSION

Los resultados de citotoxicidad de los distintos tipos de extractos, concuerdan con reportes
previos, donde los extractos con mayor contenido de moléculas polares mostraron ser menos
citotoxicos (200 pg/mL) que los extractos con moléculas menos polares (Mehrbod et al., 2018).
En el caso de D. anisandra, la plumbagina es un compuesto muy citotoxico que esta presente
en los extractos de baja polaridad (Messeha et al., 2018; Kuete et al., 2016). En este capitulo,
se logré determinar que, de las fracciones y compuestos identificados a partir de los extractos

n-hexanicos del fruto y de AcOEt de la raiz, él acido betulinico y la fraccion 3F23 mostraron
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actividad citotoxica. La fraccion 3F23 (proviene de extractos n-hexanicos de fruto, por lo que es
de interés indagar sobre que compuesto pudiera estar teniendo dicho efecto negativo en las
células. Por otro lado la citotoxicidad del acido betulinico ya ha sido reportada (Sousa et al.,
2017), incluso se ha estudiado potencializar su citotoxicidad modificando su estructura
mediante amidaciones a su estructura quimica (Hoenke et al., 2020).

En cuanto a los ensayos a nivel HA y NA, hasta ahora se ha identificado que los compuestos
presentes en las fracciones y subfracciones de extractos n-hexanicos de fruto tienen un efecto
sobre la hemaglutinina viral de manera sinérgica, ya que de manera individual no presentaron
dicha actividad (Juarez-Méndez et al., 2021). En el caso de la fraccion 3F23 obtenida de la

fraccion F3 del fruto, siguié mostrando actividad IHA.

Los ensayo de quimioluminiscencia se han utilizado para el cribado de compuestos con
actividad anti-influenza (Kyme et al., 2019; Beyleveld et al., 2013). Se ha reportado el uso de
este ensayo para evaluar el potencial de las flavonas como inhibidores de la neuraminidasa de
los neumococos (Walther et al., 2015), y del acido pterodéntico aislado a partir de Laggera
pterodonta contra la neuraminidasa del virus de la influenza (Guan et al., 2017). En el caso de
las fracciones obtenidas a partir de los extractos de AcOEt de raiz (R9i, 4R34 y R4), mostraron
inhibir la actividad de la sialidasa viral, confirmando los resultados obtenidos en el capitulo IlI

con las dos técnicas fluorescentes.

Al llevar la fraccién 4R34 y moléculas del tipo terpeno identificadas en dichas fracciones como
el uvaol y la betulina en el ensayo INA utilizando una sialidasa bacteriana (NA de Clostridium
perfringens), se confirmé una vez mas la disminucion de la actividad de la sialidasa por la
fraccibn 4R34, asi como la betulina. A pesar de que los resultados no reflejaron un
comportamiento dosis-respuesta, los resultados obtenidos son prometedores, ya que tanto los
extractos como los compuestos, ademas del estudio contra virus, pueden ser evaluados contra
microorganismos que utilicen este tipo de enzimas para su sobrevivencia y causantes de

enfermedades como S. pneumoniae (Lipni¢anova et al., 2020; Wren et al., 2017).

En el ensayo REC, la betulina y el uvaol, mostraron actividad antiviral a altas concentraciones.
En un trabajo realizado en el 2018 por Kazakova y colaboradores, realizaron un estudio sobres
la actividad de derivados de esta contra el virus de la influenza (A H7N1), herpes simple (HSV-
1), ECHO 6 y HIV-1, donde los compuestos acilados de la betulina y el acido betulinico no

mostraron inhibicion sobresaliente respecto a otros compuestos como el &cido betulico
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(Kazakova et al., 2018), pero esto da pie a realizar modificaciones quimicas para potencializar
dicha actividad (Xiao et al., 2016) y aprovechar otras actividades biologicas que de ellas se han
reportado como el uvaol, que ha demostrado atenuar procesos de inflamacion relacionados con
alergias, secrecion de la mucosa y colapso alveolar; asi como ser antiproliferativo (Du et al.,
2020; Agra et al., 2016; Sanchez-Quesada et al., 2013). Por otro lado, existen reportes de la
actividad antiviral del é&cido betulinico contra influenza A/PR/8 en células A549 a una
concentracion de 50 uM (Hong et al., 2015), pero en este trabajo con células MDCK y la cepa
de A/Yucatan/2370/09 (H1N1) pdm fue deficiente.

Lo interesante de este trabajo, es que en el ensayo de un solo ciclo, el 4R34 y el uvaol parecen
reducir las particulas virales a las primeras horas de infeccion del virus, y ademas la fraccion
4R34 también lo hace después de seis horas, lo que sugiere que al contener una mezcla de
compuestos, pueda tratarse de un efecto sinérgico de las moléculas presentes (Serkedjieva et
al., 2010). Estudios han demostrado que la mezcla de compuestos tiene un efecto mayor sobre
virus como es el caso del virus causante de la reciente pandemia SARS-CoV-2 y que también
se ha demostrado el mismo efecto contra el virus de la influenza (Colunga et al., 2020; lanevski
et al., 2020). Por lo que no se descarta la idea de seguir ahondando en la actividad biologica de
los compuestos presentes en la fraccion 4R34.
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CAPITULO V
DISCUSION, CONCLUSIONES GENERALES Y PERSPECTIVAS
5.1 DISCUSION

Los virus siempre han influido en la vida e historia de la humanidad, actualmente la pandemia
provocada por el virus SARS-CoV-2, es prueba evidente de como las enfermedades virales son
una amenaza para la salud humana (Piret & Boivin 2021). Para el periodo 2019-2020 (antes de
la aparicion del virus causante de la COVID-19), los casos presentes en México por influenza
estaban alrededor de siete mil, actualmente en lo que va de la temporada de influenza
estacional 2021-2022, se han confirmado 2417 casos positivos a influenza del subtipo AH3N2
(DGE, 2022). Estas ultimas cifras revelan una disminucién en los casos, pero los especialistas
en el area no bajan la guardia.

Teniendo en cuenta la evolucion constante de los virus de la influenza, los escasos
tratamientos antivirales, la resistencia que han mostrado ante farmacos aprobados, disefio y
aplicacion de vacunas, son razones fundamentales para la toma de decisiones y estrategias de
prevencion y control (Ayora-Talavera et al., 2017; Leite et al., 2020). Por lo anterior, en la
actualidad se buscan alternativas en distintas fuentes naturales y sintéticas de compuestos con
actividad antiviral. Las plantas son un recurso renovable por excelencia para la obtencién de

metabolitos con actividad biolégica (Khan et al., 2019; Wang et al., 2019)

Diospyros anisandra es una especie vegetal cuasi endémica de la peninsula biética de la
provincia de Yucatan. Dicha planta posee propiedades antimicrobianas, antihelminticas y
antivirales (Cetina-Montejo et al., 2019; Flota-Burgos et al., 2017; Borges-Argaez et al., 2007) y
se ha reportado los usos medicinales en hoja para el tratamiento de erupciones en la piel (Ankli
et al., 2002). Es abundante en compuestos quindnicos y terpenoides (Juarez-Méndez et al.,
2021; Uc-Cachon et al., 2014; Quintal-Novelo et al., 2013), entre los que destaca el epoxido de
zeylanona, quinona que fue aislada e identificada por primera vez en este género y que ha
mostrado poseer actividades antivirales contra cepas del virus de influenza del tipo Ay B
(Cetina-Montejo et al., 2019).

Los estudios de este grupo de trabajo han explorado ampliamente los compuestos en corteza

entre los que se han identificado siete quinonas (plumbagina, maritinona, 3,3 -biplumbagina,

93



CAPITULO V

chitranona, cis-isoshinanolona, eliptonona y droserona), cuatro triterpenos (lupeol, aldehido de
betulina, betulina y acido betulinico ) y tres sesquitepenos (1B-hidroxi 4(15),5 E,10(14)-
germacratrieno, teucdiol A y selin-4(15)-en-1 B,11-diol (Uc-Cachén et al., 2013).
Recientemente, se logro la identificacion y aislamiento de taraxerol y taraxerona en hojas y raiz

(Jimenez-Alcala, tesis en curso)

En el presente trabajo, los estudios realizados en los extractos n-hexanicos de fruto, hoja y raiz,
confirmaron que esta especie es rica en guinonas, especialmente en plumbagina distribuida en
toda la planta (raiz, hoja, tallo, fruto). Se encontré que las fracciones n-hexanicas de fruto y
fracciones obtenidas a partir de extractos de AcOEt de raiz, contienen lupeol y uvaol, este
altimo triterpeno no ha sido reportado en este género. En el caso del anélisis mediante HPLC
de extractos de mediana polaridad nos permiti6 tener una idea de la complejidad de
compuestos presentes en dichos extractos y/o fracciones, donde el pico mas abundante se
localizé a un TR aproximadamente a los 29 minutos. A pesar de que mediante CG-EM no se
pudo confirmar la presencia de cumarinas en el extracto de AcOEt de raiz, el analisis por CCD
mostré la presencia de escopoletina, dicha molécula ya se ha confirmado en raices de D.
filipéndula, y en tallo de D. ehretioides. (Wosawat et al., 2020), lo que permite concluir que esta
especie posee cumarinas las cuales destacan por la gama de actividades biologicas y la
versatilidad que poseen para ser modificadas quimicamente incrementado dichas propiedades
(Annunziata et al., 2020).

En los ensayos de IHA, la fraccion 3F23 mostré poseer dicha actividad mientras que los
compuestos identificados en dicha fraccion de manera individual, no la mostraron, lo cual es un
indicio que los compuestos presentes en 3F23 actian de manera sinérgica (Ji et al., 2020). En
cuanto a la fraccion 4R34 inhibi6 la actividad de la sialidasa viral y la bacteriana empleando
métodos fluorométricos, asi como el uvaol y la betulina, aunque dicha actividad fue escasa
comparada con otras moléculas reportadas en la literatura (Xiao et al., 2018), todos, de interés
para futuros andlisis con la especie D. anisandra, ya que los estudios biodirigidos de las
fracciones obtenidas a partir de plantas, permiten tener una bateria de moléculas que actien a
nivel HA y NA para potencializar el efecto de los antivirales contra los virus de influenza (Shyr
et al., 2021; Melville et al., 2018; Mercorelli et al., 2018), y en el caso de la actividad sialidasa
brinda la oportunidad de atacar una variedad de enfermedades que son causadas por virus y/o

microorganismos capaces de aprovechar dicha enzima para su proliferacion (Wang, 2020).
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Finalmente, al evaluar las fracciones contra la cepa viral A/Yucatan/2370/09 (H1IN1) pdm, en el
ensayo REC, tanto como la fraccion 4R34 como el uvaol y la betulina mostraron IS mayores
respecto a la fraccion 3F23, escopoletina y &cido betulinico; mientras que, en el ensayo de un
solo ciclo, 4R34 resulté reducir los titulos virales en las primeras y ultimas horas de infeccion de
la cepa viral. Hasta ahora en la literatura solo se ha reportado que la betulina y el &cido
betulinico han mostrado actividad antiviral contra cepas virales de influenza (Al-Salihi & Alberti,

2021), pero es la primera vez que se evalla contra una cepa del subtipo HIN1.

De manera general, la presencia de quinonas y terpenos en plantas, tienen funciones que adn
se desconocen, en el caso de las quinonas se ha descrito el papel que juega en la induccién de
estructuras especializadas para la alimentacion de las plantas conocidas como haustorias en
plantas que parasitan raices, en moléculas de sefalizacién y participacién en procesos de
fotosintesis (Pichersky & Raguso 2018). En cambio, las actividades biol6gicas externas a la
planta, poseen un espectro amplio que va desde antimicrobianos, anti proliferativos,
anticancerigenos y antivirales (Hordyjewska et al., 2019; Wink, 2015). Mencionado lo anterior el
estudio de extractos y compuestos puros a partir de D. anisandra y plantas son fuentes
primordiales para la generacion de antivirales y tratamiento para las infecciones virales actuales
y futuras (Mohan et al., 2020).

5.2 CONCLUSIONES GENERALES

e Los compuestos identificados en corteza, por el grupo de investigacion de la Dra Rocio
(Uc-Cachdn et al., 2013) también fueron localizados en hoja, fruto, tallo y raiz de D.
anisandra, siendo la plumbagina el compuesto mas abundante en todas las partes de la
planta, por lo que D. anisandra es una fuente rica en compuestos del tipo quinona. Esta
es la primera vez que se exploran los metabolitos presentes en fruto y raiz de dicha

especie, tanto en extractos n-hexanicos como de AcOEt.

e Se confirmé la presencia de terpenos del tipo lupano y ursano, siendo el uvaol reportado
por primera vez en el fruto de esta especie. Mientras que la presencia de compuestos
fluorescentes como la escopoletina que fue confirmada por CCD ya se ha reportado en

D. filipéndula, y en tallo de D. ehretioides.

e Las fracciones obtenidas a partir de la fraccion 3F3 exhibieron inhibicion de la actividad

HA, mientras que los compuestos identificados en dichas fracciones evaluados de

95



CAPITULO V

manera individual no mostraron dicha actividad, lo que sugiere un efecto sinérgico de

los compuestos presentes en las fracciones.

e Por otro lado, la fraccion 4R34, obtenida a partir de fracciones de los extractos de
AcOEt, mostré inhibicion de la actividad NA en todos los ensayos utilizados, pero la
presencia de compuestos fluorescentes en dicha fraccién, indica que estos pudieron

interferir en los resultados.

¢ Finalmente, el estudio biodirigido mediante los ensayos de inhibicion de la HA y la
actividad de la NA, nos permitié6 evaluar los compuestos presentes en las fracciones
activas 3F23 y 4R34, los resultados mostraron que el uvaol y la fraccion 4R34
mostraron actividad antiviral contra una cepa H1N1, por lo que D. anisandra es una

fuente de metabolitos con posible actividad antiviral.
5.3 PERSPECTIVAS

Debido a que D. anisandra es una fuente de metabolitos del tipo quinona, terpenoide y con
propiedades fluorescentes, se requiere caracterizar la presencia de estos y su funcién en el
metabolismo de la planta para comprender las condiciones Optimas para su propagacion in vitro

y el estudio de genes que codifiquen para la biosintesis de estas moléculas.

Las fracciones obtenidas a partir de la fraccion F3 (3F23) y de la fraccién R4 (4R34) mostraron
inhibicion de la HA y la actividad NA. Esto resulta interesante ya que en D. anisandra no se han
estudiado compuestos de mediana polaridad, ademas la presencia de compuestos
fluorescentes en las fracciones de AcOEt, permite abrir un campo de estudio en los
mecanismos de accion a nivel enzimatico y con aplicaciones como marcadores moleculares

gue requieran el uso de nuevas moléculas con propiedades fluorescentes.

En el caso de la actividad antiviral de las moléculas estudiadas contra el virus de influenza a
nivel de las dos proteinas superficiales HA y NA, nos permite concluir que esta especie sugiere
gue estas moléculas puedan ser evaluadas a futuro en otras dianas, como la proteina Spike del
SARS-CoV-2, el virus del dengue, zika entre otros para poder conocer el potencial de estos
metabolitos. Por lo que la especie D. anisandra contindia siendo una fuente de metabolitos con

actividades farmacolégicas interesantes.
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ANEXO(S)
APENDICES

APENDICE A. Material adicional Capitulo |

Figura A1l Fraccionamiento de los extractos obtenidos de D. anisandra utilizando una
columna a) CLV, b) cromatografia de permeacion en gel y c) un sistema de

purificacion flash automatizado.
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Figura A2 Diagrama de obtencion de fracciones a partir de extractos n-hexanicos (a) y de AcOEt (b) mediante

fraccionamiento por cromatografia liquida al vacio (CLV).
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APENDICE B: Perfiles cromatograficos: CCD, HPLC y CG-EM

H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 F1 F2F3 F4 F5 F6 F7 F8

Hoja Raiz Fruto
n-Hexanico

H1 H2 H3H4 HS H6 H7| F1 F2 F3F4 F5 F6| T1 T2T3T4AT5T6 T7

Hoja Fruto Tallo
Acetato de etilo

Figura B1 Monitoreo por CCD de hoja, raiz y fruto n-hexanicas de D. anisandra.

Se llevé a cabo la CCD en un sistema n-hexano/An 7:3 (A) y CCD de hoja, fruto y
tallo de compuestos de mediana polaridad (AcOEt) de D. anisandra en un sistema n-
hexano/An 6:4 (B) reveladas con acido fosfomolibdico.
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Hx/AcEOt 8:2 Hx/AcEOt 8:2 Hx/AcEOt 8:2

U lZed-4 - 5.6 0 9 11131517 19 2123252712 141618 20 24 2526 2728 2930 3132 33

Hx/AcEOt 8:2 Hx/AcEOt 6:4 Hx/AcEOt 6:4

]

331343536 3738 39 40 4142 4284354474545 47 48 49 50 51 61 62 6364 65 66 67 6869 70 71

Figura B2 Monitoreo de CCD de subfracciones obtenidas a partir de 40 mg de la
fraccion tres (F3) de fruto de D. anisandra.

Hx/AcOEt/MeOH 5:4:1

346 6 7 111415171820

A B

Figura B3 Andlisis por CCD.

El Monitoreo de CCD se llevo a cabo en subfracciones obtenidas a partir de 28.8 mg
de la fraccién cinco (R5) de raiz de D. anisandra, obtenidas mediante fraccionamiento
con purificacion flash observadas a 264nm (A), 365 nm (B) y reveladas con &cido
fosfomolibdico (C).
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Figura B4 Perfil cromatogréafico de CG/EM de extractos n-hexanicos.
Se muestran los perfiles de hoja (A), fruto (B), tallo (C) y raiz (D) de D. anisandra
donde se aprecian las estructuras de la plumbagina (1), acido n-hexadecanoico (2),

escualeno (3), vitamina E (4), lupeol (5), acido 9,12-octadecadienoico (6) y sitosterol

(7).
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Figura B5 Perfil cromatografico de CG/EM de las fracciones F2, F3, HXR2, HXR4 y
HxR5 obtenidas por CLV de los extractos n-hexénicos de fruto y de raiz de D.
anisandra.

Se aprecian las estructuras de la plumbagina (1), acido n-hexadecanoico (2),
escualeno (3), vitamina E (4), lupeol (5), acido 9,12-octadecadienoico (6), sitosterol
(7), estigmasterol (8), betulina (9), acido pentadecanoico (10), ursa-9(11),12-dien-3-
ona (11) y urs-12-en-3-ona (12).
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Figura B6 Perfil cromatografico de CG/EM de fracciones ontenidas de raiz.

La fraccion R4 obtenida por CLV del extracto de acetato de etilo (AcOEt) de raiz de
D. anisandra mostré picos con tiempos de retencién que corresponden a las
estructuras de la plumbagina (1), sitosterol (7), betulina (9), 8b,13:13,17-Diepoxi-
14,15-bis-norlabdano (13) y B-tocoferol (14).
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Figura B7 Perfil cromatografico por HPLC de los compuestos presentes en extractos
de AcOEt de corteza (A), fruto (B), hoja (C) y tallo secundario (D) de D. anisandra
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Figura B8 Perfil cromatogréafico por HPLC de los compuestos presentes en extractos

acuosos de fruto (A), hoja (B), tallo secundario (C) y raiz (D) de D. anisandra
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APENDICE C. Metodologias
C1. Fundamento de los ensayos fluorescentes y quimioluminiscentes de actividad sialidasa.

Uno de los ensayos emplea como sustrato sal hidratada de acido 2"-(4-(metilumbelliferil)-a-D-
N-acetilneuraminico (4-MUNANA), la enzima actia directamente sobre este liberando
umbeliferona (figura C.1A) dicha molécula absorbe a 325 nm en acido y 365 nm en alcali;
mientras que su emision maxima es 460 nm (Fink & Koehler, 1970). El segundo es el kit
comercial Amplex® Red, a diferencia del primero requiere de reacciones adicionales, el
sustrato es fetuina (no fluorescente), una glicoproteina sobre la que actuara la neuraminidasa
generando &cido sialico y una galactosa desialilada y agua, dicha galactosa desialidada es
sustrato de la galactosa oxidasa liberando peréxido de hidrogeno que reacciona con la
peroxidasa de rabano (HRP) y amplex red para generar resorufina; esta Gltima es la molécula

fluorescente que indica la actividad de la neuraminidasa (figura C.1B).

Entre los kit quimioluminiscentes encontramos el NA-Star, donde el sustrato (sodio (2-cloro-5-
(4-metoxispiro{1,2-dioxetano-3,2’-(5-cloro)triciclo[3.3.1.13,7]decan}-4-il-fenil-5-acetamido-3,5-

dideoxi-a-D-glicero-Dgalacto-2-nonulopiranosido)onato), genera un compuestos
quimioluminiscente por intervencién de la neuraminidasa viral, dicha quimioluminiscencia es

detectada por un luminometro.
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Figura C1.1 Reaccion enzimatica del ensayo de inhibicion de la neuraminidasa

mediante fluorescencia.

La reaccién que se lleva a cabo mediante NA-Fluor™ (A) y Amplex ® Red (A).

Imagenes tomadas y modificadas de Quosdorf et al., 2017 y Gamaleldin et al., 2017).

C2 Protocolo de la de determinacién de las condiciones de trabajo para la sialidasa comercial

de C. perfringens

Las condiciones iniciales consistieron en evaluar las concentraciones de enzima y sustrato para

este ensayo, de acuerdo a lo reportado en la literatura (Uddin et al., 2016), distribuyendo las

concentraciones como se observa en la figura C2.1. En la figura C2.2 se observé que la mejor

actividad se logra a una concentracion de enzima de 0.2 U a las tres concentraciones mas altas

de sustrato, mientras que a 0.1U no se observa una velocidad maxima durante el tiempo que

se realizaron las lecturas (30 minutos). Por lo que se llevo a cabo nuevamente otra evaluacion

comparando las dos concentraciones de enzima Unicamente con las concentraciones mas

altas, y se observo que la concentracion de 0.2 U/ml mostré mejor actividad, ademas volumen

del buffer no tiene efecto significativo en las mediciones (Figura C2.3A) Finalmente que a una
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concentracion de enzima de 0.2 U/ml y una solucion de 4-MUNANA de 0.5 mM fueron las
seleccionadas para trabajar durante el ensayo (Figura C2.3B).

Sustrato
1.25 0.725 0.375 0.1875 0.0937 0.0468

Enzima [ Q0000000000
0.2u/m | QOO000000000
1 | ©OOOO00O0000
UM 900000000000
OOOO000O00000
OO0O000000000
OO0O000O000000
OO0O000000000

Figura C2.1 Distribucion de las pruebas realizadas en una placa 96 pozos.
Las dos primeras filas corresponden a la concentracion de 0.2 U/ml de enzima y
seguida por 0.1 U/ml. A partir de la columna 1 a 12 se colocaron diluciones seriadas

del sustrato.

02U
51
- 15
4 - 075
- -+ 0375
< 3-
=) -+ 0.1875
2 24 - 0.09375
; -0~ 0.046875
0 T T T 1
0 10 20 30 40
tiempo (min)
B 01U
3.
- 15
o - 075
~2 - 0.375
<
=} -+ 0.1875
4-MUNANA (sustrato) 2 ) - 0.09375
-~ 0.046875
0 . . . .
0 10 20 30 40

tiempo (min)

Figura C2.2 Evaluacion de la actividad neuraminidasa a dos concentraciones de
enzima (0.2 U y 0.1 U) y de sustrato (1.5, 0.75, 0.375, 0.1875, 0.09375 y 0.046875
mM).
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Figura C2.3 Establecimiento de las condiciones del protocolo del ensayo de inhibicion
de la neuraminidasa.

Se utilizaron las concentraciones candidatas para establecer el protocolo (0.2-0.327 y
0.1 U-1.5) y su relacidon respecto a dos volimenes distintos de reaccién (A).
Comparacion de dos concentraciones de sustrato (0.5 y 0.325 mM) utilizando 0.2 U

de enzima (B).
C3 Ensayos de citotoxicidad y antivirales

Uvaol Betulina 4R34C controles Uvaol Betulina 4R34C controles

DMEM

DMSO

Figura C3.1 Distribucion de los compuestos y fracciones sometidos a ensayos de
citotoxicidad (A) y reduccion del efecto citopético (B), con sus respectivos controles,
donde CC es control celular sin infeccion viral y CV control de células infectadas.
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C Colecta de sobrenadantes
al final de 10 horas de

000 o
-
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A e [ o° o° A° hasta ensayo TCDIg, |
100 pL
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virus/p
Siembra Células 100 pL CIF 100 pL CIF 100 L C/F 100 pL CIF 100 pL CIF
MDCK confluentes Columna 1 Columna 2 Columna 3 Columna 4 Columna 5
72 horas 1

37°C 5%CO, Lavado2x
Retiro Retiro Retiro Retiro
Retiro del sobrenadante viral  goprenad sobrenadant sobrenadante sobrenadante
de todos los pozos columna 1 columna 2 columna 3 columna 3

Figura C3.2 Ensayo de un solo ciclo.

Placa de 24 pozos donde se visualiza la distribucion por cuadruplicado de la adicion
de los compuestos a distintos tiempos de incubacién (A). Linea de tiempo desde la
siembra de células MDCK, infeccién y adicion de los compuestos en un ensayo de un
solo ciclo de infeccién viral (B) y la obtencién de alicuotas para su posterior
determinacion del titulo viral (C).
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Figura C3.3 Ensayo de hemaglutinaciéon

El ensayo se lleva a cabo en una placa de 96 pozos de fondo U, donde se adicionan
50 pL de la dilucién viral + 50 pL de una solucién al 1% de eritrocitos de pavo (A)
para determinar el titulo viral en funcion de la aparicidon de un punto rojo al fondo de la
placa (B).
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C4 Metodologia y calculos para TCID50

Se procedio a tomar 146 pL del sobrenadante del ensayo de un solo ciclo (alicuotas que se

almacenaron a -80°C) y se colocaron en la primera columna de una microplaca estéril de 96

pozos de fondo V, a partir de la columna 2 se colocaron 100 pL de medio DMEM (columna 2 a

10). Posteriormente se toman 46 pL de la columna inicial y se agregan al siguiente pozo

(columna 2) haciendo diluciones seriadas hasta el pozo nimero 10 (Figura D.4A). Una vez

realizadas las diluciones, se toman 100 uL de la dilucién mas diluida hasta la mas concentrada,

colocandola en los pozos respectivos de la microplaca con células (Figura D.4 B), dichas

microplacas se incuban en un periodo de 72 horas a 37°C y 5% de CO2, al final de ese tiempo

se desecha el sobrenadante, se lavan con solucién de PBS dos veces y se tifien con cristal

violeta.

A o & oV Wi e 8% B
ane [t OOOO00000OC0
P eenar OOOOO0O0000000 —*
rnar [o2 @OOOOOOOOOCO ., .,

cionas OOOOOOOO0O0O00O
46hpi Clona 3 OOOOQOOOOOOO 46h pi
lcionas QOOOOOOOO0OCO
sanpi |Seras OOOOO00O00O0OO0 ¢ gy,
| clona 10O OO0 00000000

Figura C4.1 Metodologia para TCIDso.

Dilucién 10" hasta 10045 Controles

[eterat OOOOOOOOO000O

cona7 QOOOOOO000000O
clenaz OOOO0O0000000
clenas ©OOO0O0O0000000
cionas QOOOOO0O000O000
aionas QOO OOO0O000000O
cionas OOOOO00000000

| c1ena 1O O 0000000000

En una microplaca de 96 pozos fondo V, a partir del pozo de la columna 2, se

colocaron 100 uyL de DMEM, en la primera columna se colocaron 146 uL de la clona

correspondiente y a partir de ese volumen se tomaron 46 puL en el siguiente pozo y

asi sucesivamente hasta los pozos de la columna 10 (A). Posteriormente se tomaron

100 pL de cada diluciébn y se adicionaron en las microplacas de fondo plano

(previamente con monocapa de células MDCK confluente) y se incubé cada

microplaca durante 1 hora (B).

Una vez que las microplacas han sido tefiidas, de manera visual por cada repeticion de la

dilucién correspondiente, se realizan los célculos de la siguiente manera tomando como

ejemplo la placa de la figura C.4.2:
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Calcular la distancia proporcional (DP):

(% por encima del 50% — 50%)

DP =
(% por encima del 50% — % por debajo del 50%)
pp = 8050 50
T (80—-0)

Identificar el exponente de la dilucidn que esta por encima del 50%:

Identificamos que la dilucién inmediata por encima del 50% es 10, por lo tanto el
exponente es -6

Restar al exponencial de la dilucién el valor de DP calculado y sustituir dicho valor en la
base:

—6—0375 =-6375

W =237Tx% 1[]6

Calcular el TCID50 por cada ml: en este caso se agregaron 100 uL de cada dilucion

2.37 x 10%

-9 ]
D il 2.37x10

Calcular los PFU por ml y para ello solo el resultado anterior se multiplica por la

constante 0.69

2.37x10% « 0.69 = 1.635 x 108PFU /ml
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Dilucién Control % Muerte
"QOO000O00O0OO00O
""QOO0OO0O0O00O00O0O0O
""QO0000000O0O0O00O
"QO0000000O0O000
"QOO0000000O00O
"QO00000000000 =«
"9 00000000000
"0 00000000000

Figura C4.2 Microplaca de 96 pozos donde se ejemplifica el porcentaje de muerte en

funcién de diluciones del virus.
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APENDICE D. Material adicional Capitulo IV

F23 F27 F35 F46 F51 V+E E

100
A)
50
B)
25
12.25
100
50
(0} 25

I j kn o2327 4651

12.5
6.25 |

Figura D1 Monitoreo por CCD de subfracciones de fruto de D. anisandra y ensayos
de inhibicién de la HA.

El andlisis por CCD muestra las subfracciones obtenidas de un segundo
fraccionamiento de la F3 del fruto de D. anisandra (A). Ensayo de hemaglutinacién de
subfracciones a partir de F3 del fruto (B). Efecto de la concentracién de subfracciones

de F3 sobre eritrocitos de pavo (C).
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Methanolic

extracts

Liquid-liquid partition

CG/MS analysis

Cytotoxicity, HAI
and NAT assays

APENDICE S. Supplementary material

Plant

(Diospyros anisandra)

Maceration in methanol
Room temperature

| Leave |

| Fruit |

| Steam bark |

| Root |

Fractionation using VLC

n-Hexane || Ethyl acetate || Aqueous || n-Hexane || Ethyl acetate || Aqueous || n-Hexane || Ethyl acetate || Aqueous || »-Hexane || Ethyl acetate || Aqueous
L-Hx L-EtOAc L-W *F-Hx F-EtOAc F-w S-Hx S-EtOAc S-W R-Hx *R-EtOAc R-W
NAI | 9100mg HAT | 1000mg NAI | 9100mg NAT |9100mg
13 L4 L5 L6 LWF 1F2*F3 F4 F5 F6 F7 F 8 S2 S3 S4 S5 S6 Rl R2 R3 *R4 R5 R6 R7

*Active crude extracts/fractions

Fractionation using GCC

(462 mg)

NAI 87

fractions

*4R34 4R35 4R36 4R48 4R50 4R64 4R65

Figure S1 Procedure of extraction and fractionation based on haemagglutinin inhibition (HAI), and neuraminidase activity

inhibition (NAI) of leave (L), fruit (F), stem bark (S), and roots (R) from Diospyros anisandra.
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A F-Hx L-Hx R-Hx S-Hx

B

F2 F2 F3 F3 F4 , C2 C3 C3 C4 C6 Coé

)) @)%

C4 C5C5
100 ) 2
50
25

12.5

Figure S2 Haemagglutination inhibition (HAI) assay.
HAI assay of n-hexanic extract of the fruit (F-Hx), leaf (L-Hx), root (R-Hx), and stem bark (S-Hx) from D. anisandra to 50, 25,
12.5, and 6.25 pg/ml (A). 1 Haemagglutination inhibition (HAI) assay of fractions obtained by VLC from the n-hexane extract of

D. anisandra fruits (B), and pure compounds [plumbagin (C1), trans-9,12-octadecadienoic acid (C2), vitamin E (C3), B-
sitosterol (C4), betulin (C5), and lupeol (C6)] (C) to 100, 50, 25, and 12.5 pg/ml.
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Figure S3 Chromatogram of n-hexane extracts from leaves (A), fruits (B), roots (C), and stem (D), fraction F3 of n-hexane fruit

extract (E), and EtOAc root extract (F) from D. anisandra.
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Figure S4 Neuraminidase inhibition (NAI) activity.

NAI assay of n-hexane (Hx), ethyl acetate (EtOAc), and aqueous (W) extracts (A), and NAI activity of fractions from root (R1-
R7), leaf (L3-L7) and stem bark (S2-S6) fractions obtained from EtOAc extracts using Amplex Red assay (B). NAI activity of
root fractions (R4, 4R34, and 4R64) using Amplex Red (AR), and MUNANA enzymatic assay using a positive control
oseltamivir carboxylate (CO) (C). Fluorescence emission at 535 nm of n-hexane (Hx), ethyl acetate (EtOAc), and aqueous (W)
extracts (D). Statistical analysis Dunnett’s Test, p<0.05.
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Figure S5 Fluorescence analysis.

Fluorescence emission at 535 nm of n-hexane (R-Hx) and ethyl acetate (R-EtOAc) extracts compared with R-EtOAc fractions
(R4, 4R34, 4R64) (D) (A), Dunnett’s Test, p<0.05. Thin-layer chromatography of active fractions from D. anisandra compared
with scopoletin (S) and umbelliferone (U) observed under UV at 365 nm (B), and plate sprayed with DPPH (0.2% in methanol)

using as positive control vitamin C (C).
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Table S1 GC/MS analysis with retention times (RT) and peak area of components identified

according to NIST library in n-hexanic extracts (fruits, roots, steam bark, and leaves), ethyl acetate

roots extract, and fraction F3 from n-hexanic fruit extract of D. anisandra.

Plant part Peak RT (min) Compound Peak area
%

Fruits (F-Hx) 1 10.36 5-hydroxy-2-methylnaphthalene-1,4- 39.24
dione

2 15.77 9,12-octadecadienoic acid 5.24

3 24.07 Vitamin E 5.81

4 26.78 Sitosterol 5.96

5 28.08 Lupeol 18.88

Roots (R-Hx) 1 10.34 5-hydroxy-2-methylnaphthalene-1,4- 85.01
dione

2 14.10 n-hexadecanoic acid 14.99

Stem bark (S- 1 10.36 5-hydroxy-2-methylnaphthalene-1,4- 64.6
Hx) dione

2 15.31 9,12-octadecanoic acid 5.17

3 24.07 Vitamin E 10.74

Leaves (L-Hx) 1 10.33 5-hydroxy-2-methylnaphthalene-1,4- 10.33
dione

2 14.10 n-hexadecanoic acid 4.65

3 24.09 Vitamin E 23.88

F3 1 20.798 5-hydroxy-2-methylnaphthalene-1,4- 4.92
dione

2 28.899 n-hexadecanoic acid 3.97
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3 52.645 Stigmasterol 1.87

4 53.359 Sitosterol 5.16

5 58.99 Betulin 40.53
Root (R-EtOAc) 1 28.307 Vitamin E 27.29

... continuation Table S1.

Table S2 Cytotoxic activity on MDCK cells of plant part extracts from D. anisandra by n-hexane

(Hx), ethyl acetate (EtOAc), and aqueous extracts (W).

Solvent Part CCso (ug/ml)
Hx Root
15.40 £ 1.16
Leaf
25.12 £1.15
Fruit
ul 19.69 + 2.69
Stem bark
21.80 =5.02
EtOAC Root 8.11 £ 5.27
Leaf 52.58 + 3.45
Fruit 58.70 + 7.96
Stem bark 10.16 + 6.89
w Root 102.73 +3.22
Leaf 103.59 + 5.85
Fruit 80.33 +4.39
Stem bark 109.40 + 2.88
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