w2Llos

SUBSECRETARIA DE EDUCACION SUPERIOR & %

DIRECCION GENERAL DE  EDUCACION  SUPERIOR ,gy( 2 )y .
TECNOLOGICA 3Mf : )
INSTITUTO TECNOLOGICO DE TUXTLA GUTIERREZ % : Ik T

SIS
Surigre®

SECRETARIA DE
EDUCACION PUBLICA

TRABAJO PROFESIONAL

COMO REQUISITO PARA OBTENER EL TiTULO DE:

INGENIERO BIOQUIMICO

QUE PRESENTA:

PABLO ALBERTO FRANCO URQUIJO

CON EL TEMA:

“EVALUACION DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA E
IDENTIFICACION DE LOS PRINCIPALES METABOLITOS
SECUNDARIOS DE Elytraria imbricata”

MEDIANTE:

OPCION X
(MEMORIA DE RESIDENCIA PROFESIONAL)

TUXTLA GUTIERREZ, CHIAPAS SEPTIEMBRE DE 2014



“2014, Afio de Octavio Paz”

DIRECCION

SUBDIRECCION ACADEMICA

DIVISION DE ESTUDIOS PROFESIONALES
Tuxtla Gutiérrez, Chiapas a 13 de mayo del

OFICIO NUM. DEP-CT-110-2014

C. PABLO ALBERTO FRANCO URQUIJO

PASANTE DE LA CARRERA DE INGENIERIA BIOQUIMICA
EGRESADO DEL INSTITUTO TECNOLOGICO DE TUXTLA GUTIERREZ.
PRESENTE.

Habiendo recibido la comunicacién de su trabajo profesional por parte de los CC. ING. JAQUELINE LEYRA
HERNANDEZ,, Q.B.P. AURA FLORES PEREZ ,ING. JAVIER RAMIREZ DIAZ Y DR. REINER RINCON ROSALES En el
sentido que se encuentra satisfactorio el contenido del mismo como prueba escrita, AUTORIZO a Usted a
que se proceda a la impresion del mencionado Trabajo denominado:

" EVALUACION DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA E IDENTIFICACION DE LOS PRINCIPALES METABOLITOS
SECUNDARIOS DE Elytraria imbricata."

Registrado mediante la opcion:
X (MEMORIA DE RESIDENCIA PROFESIONAL)

ATENTAMENTE VolEs:
“CIENCIA Y TECNOLOGIA CON SENTIDO HUMANO” =

IDEZ NAVARRO

JEFE DEL DEPARTAMENTO DE LA DIVISION DE  DIRecTd
ESTUDIOS PROFESIONALES SR e !
SN,
J P 1
C.c.p.- Departamento de Servicios Escolares %;.g : ’?“%\Qﬁ
C.c.p.- Expediente SR

I"JLMN/I"JJAO/I'eeam Secretaria de Educ. Publica
Instituto Tecnoldgico
de Tuxtla Gutiérrez,
Div. de Est. Profesionales

www.ittg.edu.mx




CONTENIDO

INDICE

INDICE DE FIGURAS
INDICE DE CUADROS
1. INTRODUCCION

2. JUSTIFICACION

3. OBJETIVOS
3.1 Objetivos especificos

4. CARACTERIZACION DEL AREA DE TRABAJO
4.1 Historia

4.2 Mision

4.3 Vision

4.4 Valores

4.5 Politica de calidad

4.6 Ubicacion

5. PROBLEMAS A RESOLVER
6. ALCANCES Y LIMITACIONES

7. FUNDAMENTO TEORICO

7.1 Clasificacion y biosintesis del metabolismo secundario
7.1.1 Terpenos

7.1.2 Compuestos fendlicos

7.1.3 Alcaloides

7.2 Extraccion de metabolitos

7.3 Cromatografia en capa fina

7.4 Microorganismos Infecciosos

7.4.1 Bacterias

7.4.2 Virus

7.4.2.1 Influenza

7.4.2.2 Caracteristicas del virus de influenza A
7.4.2.3 Ciclo de replicacion viral

7.4.2.4 Variabilidad y evolucion antigénica

Pagina

A b

o o 0101 o1 ool

© 00

11
13
16
16
18
18
19
20
20
21
22




7.4.2.5 Antivirales empleados contra el virus de la influenza
7.6 Elytraria imbricata
7.6.1 Usos reportados

8. PROCEDIMIENTO Y DESCRIPCION DE ACTIVIDADES
8.1 Recoleccion y secado del material biol6gico

8.2. Analisis cualitativo de metabolitos secundarios

8.2.1 Preparacion de extractos

8.2.2 ldentificacion de metabolitos secundarios por CCF
8.3 Elaboracién de extractos para las pruebas antibacteriales y antivirales
8.4 Evaluacion de la actividad antibacterial

8.4.1 Ensayo antibacterial

8.5 Evaluacion de la actividad antiviral

8.5.1 Mantenimiento y crecimiento celular

8.5.2 Ensayo de hemoaglutinacion

8.5.3 Cuantificacion de virus por ensayo en placa

8.5.4 Evaluacién de la citotoxicidad

8.5.6 Ensayo de reduccion del efecto citopatico

8.6 Analisis estadistico

9. RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS
9.1 Analisis cualitativo de metabolitos secundarios
9.1.1 Deteccidn de flavonoides

9.1.2 Deteccién de antraglucésidos

9.1.3 Deteccién de Alcaloides

9.1.4 Deteccién de coumarinas

9.1.5 Deteccibn de terpenos

9.1.6 Deteccidn de saponinas

9.2 Evaluacion de la actividad antibacterial

9.3 Evaluacion de la actividad antiviral

9.3.1 Ensayo de hemoaglutinacion

9.3.2 Cuantificacion de virus por ensayo en placa
9.3.3 Evaluacién de la citotoxicidad

9.4 Ensayo de reduccion del efecto citopatico

10. CONCLUSIONES
11. REFERENCIAS

12. ANEXOS

23
24
25

26
26
26
26
27

29
30
30
31
31
31
32
32
33

34
34
34
36
40
41
42
43
45
47
47
48
48
49

52

53

60




Fig.
Fig.
Fig.
Fig.
Fig.
Fig.
Fig.
Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

INDICE DE FIGURAS

1. Ubicacion del Instituto Tecnolégico de Tuxtla Gutiérrez.

2. Rutas metabolicas de metabolitos secundarios.

3. Biosintesis de terpenos.

4. Compuestos fendlicos derivados de la via del shikimato.

5. Clases de alcaloides.

6. Estructura del virus de la influenza.

7. Ciclo de replicacion del virus de influenza.

8. Elytraria imbricata.

9. a) Placa cromatografica de flavonoides revelada con NP, bajo luz UV
364 nm. PA: partes aéreas, R: raiz, N: naringenina.
b) Representacién esquematica de la ubicacion de los compuestos

10.

11.

12.

13.

14.

Formacién de complejo.

a) Placa cromatografica de antraglucoésidos

b) Representacion esquematica de los compuestos
c) Placa cromatografica de antraglucésidos con posibles
compuestos oxidados. PA: Partes aéreas, R: Raiz, AB: Aloe

barbadensis.
Estructura quimica de antraquinonas, antronas, y antranoles.

a) Placa cromatografica de alcaloides.
b) Representacién esquemaética de los compuestos, R: Raiz
PA: Partes aéreas, ET: Extracto de Nicotiana tabacum.

a) Placa cromatografica de alcaloides al momento de aplicacion de
Dragendorff,
b) Representacién esquemaética de la aparicién de nicotina en la

Pagina

10
13
15
21
22

24

36

37

38

39

40




placa, R: Raiz, PA: Partes aéreas, ET: Extracto de Nicotiana tabacum,
N:Nicotina.

Fig. 15. Partes aéreas, ET: Extracto de Nicotiana tabacum., C;: Compuesto 1,
N: Nicotina.

Fig. 16. a) Placa cromatografica de coumarinas bajo luz UV de 364 nm.
b) Representacion esquematica de los compuestos. R: Raiz, PA:
partes aéreas.

Fig. 17. a) Placa cromatografica de terpenos revelada con el reactivo de

vainillina- acido sulfarico.
b) Representacion esquemética de los compuestos. R: Raiz, PA:
partes aéreas.

Fig. 18. a) Placa cromatografica de saponinas revelada con el reactivo de
vainillina-acido sulfurico.
b) Representaciéon esquematica de los compuestos. R: Raiz, PA:
partes aéreas.

Fig. 19. Ensayo de hemoaglutinacion.

Fig. 20. Células MDCK observadas al microscopio después del ensayo de
citotoxicidad, para el extracto metandlico y etandlico respectivamente
evaluadas a una concentracion de 100 pg'mL-".

40

41

43

44

47

49




INDICE DE CUADROS

Pagina
Cuadro 1. Ficha técnica taxonomica de Elytraria imbricata. 25
Cuadro 2. Sistemas de solventes empleados para CCF 29
Cuadro 3. Rf de los compuestos en la placa cromatogréfica de flavonoides 35
Cuadro 4. Rf de los compuestos en la placa cromatogréafica de 37
antraglucosidos
Cuadro 5. Rf de los compuestos en la placa cromatografica de coumarinas. 42
Cuadro 6. Rf de los compuestos en la placa cromatogréafica de terpenos 43
Cuadro 7. Halos de inhibicion de las bacterias evaluadas contra Gentamicina 46

(10ugmL™)




1. INTRODUCCION

En la materia viva el metabolismo puede ser descrito como un gran grupo de
reacciones quimicas reguladas y controladas por enzimas que producen
energia en forma de ATP, sustancias necesarias para el crecimiento y
desarrollo de tejidos que ayudan a la supervivencia del organismo en diferentes
circunstancias. Dependiendo del origen de la ruta biosintética y funcion que
tengan los compuestos producidos en el metabolismo son llamados primarios o

secundarios.

Las rutas primarias del metabolismo encontramos a los metabolitos primarios,
los cuales estan presentes en la naturaleza y son esenciales para todas las
formas de vida. Estos compuestos incluyen carbohidratos, grasas, proteinas y
acidos nucleidos que son necesarios para crear y mantener vida. Tipicamente
se ven envueltos en la regulacion de energia de los organismos con el

crecimiento y el desarrollo de tejidos.

Los metabolitos secundarios son de una existencia mas limitada. Mientras a
algunos no se les ha encontrado una funcion en el organismo, otros
aparentemente juegan un rol vital. Su produccién puede variar con condiciones
tales como el entorno y nutricion del organismo. Pueden tener un papel
importante en la defensa contra plagas y patdégenos, proporcionando proteccion
contra la radiacion UV y estrés o actuar como compuestos volatiles de olor y
pigmentos (Tolonen, 2003).

Un rasgo caracteristico de las plantas es su capacidad para sintetizar y
almacenar una amplia variedad de los compuestos antes mencionados,
también llamados productos naturales. El nUmero de estos excede a mas de
100 000, sin embargo el numero real en la naturaleza es sin duda mucho
mayor, ya que solo el 20-30% de las plantas han sido investigadas
fitoquimicamente hasta ahora. Estos metabolitos han evolucionado en
respuesta a las necesidades y desafios del ambiente de las plantas. La
naturaleza ha estado llevando a cabo sus propias combinaciones quimicas por
mas de 3 mil millones de afos. Algunas de ellas poseen implicaciones

farmacoldgicas, siendo interesantes para distintas aplicaciones biotecnoldgicas.




Un area importante es la fitoterapia donde varios de miles de plantas se usan
alrededor del mundo para tratar padecimientos y enfermedades (Wink, 2010,
Ramawat, Dass y Mathur, 2009).

La organizacion mundial de la salud (OMS) estima que 4 billones de personas,
80% de la poblacion mundial utiliza la medicina a base de plantas en algun
aspecto para el cuidado de la salud. Practicamente todas las culturas alrededor
del mundo han dependido histéricamente, y continuaran dependiendo de las
plantas medicinales para la atencidén primaria de salud. Los productos naturales
de plantas tradicionalmente han proporcionado a la industria farmacéutica una
de sus fuentes mas importantes de compuestos guia y hasta un 40% de los
farmacos modernos se derivan de fuentes naturales, utilizando la sustancia
natural o una versién sintetizada (Jassim y Naji, 2003, Fabricant y Fansworth,
2001).

México posee una diversidad de flores, etnias y un viejo registro de uso de las
plantas como medicinas que lo hacen un reservorio de nuevas y Utiles
sustancias bioactivas (Mata, Cruz y Rojas, 1999). En este contexto, la
investigacion de plantas medicinales supone una alternativa para la obtencion
de nuevos compuestos fitoquimicos produciendo un especial interés en zonas
donde la medicina tradicional se usa cotidianamente. El estado de Chiapas
entonces representa una alternativa viable para el estudio de plantas
empleadas en el uso y tratamientos de enfermedades, por lo que surge la
inquietud de evaluar la actividad biolégica de Elytraria imbricata, planta utilizada
tradicionalmente contra procesos infecciosos, cuya informacion bibliografica no

revela datos fitoquimicos.




2. JUSTIFICACION

Chiapas cuenta con una gran cantidad de especies vegetales dentro de su flora
nativa, muchas de estas han sido utilizadas como agentes terapéuticos en
distintos sectores de la poblacién, sin embargo, existe muy poca informacion
reportada sobre los compuestos quimicos presentes que proporcionen
evidencia sélida sobre la eficacia y propongan alternativas viables que
conlleven al aislamiento de metabolitos para su uso en distintas aplicaciones

biotecnoldgicas.

Uno de los grandes problemas de salud publica en paises en desarrollo son las
enfermedades infecciosas causadas por bacterias, virus u hongos, han
generado una problemética en la salud publica debido a la falta de
disponibilidad de farmacos en los sectores menos favorecidos de la poblacion
asi como también una creciente resistencia generada por el uso incorrecto de
los mismos. La cantidad de metabolitos secundarios producidos por las plantas,
asi como la diversidad estereoquimica en sus grupos funcionales proponen una
alternativa viable para la obtencion de compuestos que presenten actividad
antimicrobiana y posean efectos terapéuticos con mecanismos de accion
diferente a la de algunos farmacos. Para ello es necesaria la identificacion
preliminar de compuestos, asi como la realizaciébn de bioensayos faciles de
implementar con resultados relativamente rdpidos que permitan la
determinacién de los principales constituyentes quimicos y la posible presencia

de alguna actividad biologica relevante.

Por lo anterior, se decidi6 elegir a Elytraria imbricata, especie vegetal que tiene
distintos usos segun la medicina tradicional y no cuenta con bibliografia
reportada sobre sus principales metabolitos secundarios. Con ello se pretende
establecer bases cientificas que ayuden a la validacion o no del uso tradicional
que se le da a la misma. Ademas de la obtencion de conocimientos que de ser
significativos en un futuro permitirian la seleccion de moléculas bioactivas o
bien reunir informacién que sirva de antecedente para la revision de alguna otra

actividad biologica a evaluar.




3. OBJETIVO

Identificar fitoquimicamente los metabolitos secundarios de Elytraria imbricada

y su actividad biologica sobre virus y bacterias.

3.1 Objetivos especificos

- Identificacion cualitativa de antraglucésidos, alcaloides, flavonoides, terpenos,

saponinas y cumarinas.
-Obtencidn de extractos reconcentrados metandlicos y etandlicos

-Evaluacion de la actividad antibacteriana sobre Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis de los

extractos metandlicos y etandlicos

-Evaluacion de la actividad antiviral de los extractos metandlicos y etandlicos

sobre el virus de la influenza AH1IN1.




4. CARACTERIZACION DEL AREA DE TRABAJO

4.1 Historia del Instituto Tecnol6gico de Tuxtla Gutiérrez

En la década de los 70s, se incorpora el estado de Chiapas al movimiento
educativo nacional extension educativa, por intervencion del Gobierno del
Estado de Chiapas ante la federacion.

Esta gestion dio origen a la creacién del Instituto Tecnolégico Regional de
Tuxtla Gutiérrez (ITRTG) hoy Instituto Tecnoldgico de Tuxtla Gutiérrez (ITTG).
El dia 23 de agosto de 1971 el Gobernador del Estado, Dr. Manuel Velasco
Suarez, coloco la primera piedra de lo que muy pronto seria el Centro
Educativo de nivel medio superior mas importante de la entidad.
El dia 22 de octubre de 1972, con una infraestructura de 2 edificios con 8 aulas,
2 laboratorios y un edificio para talleres abri6 sus puertas el Instituto
Tecnologico de Tuxtla Gutiérrez con las carreras de Técnico en Maquinas de
Combustion Interna, Electricidad, Laboratorista Quimico y MAaquinas y

Herramientas.
4.2 Misién

Formar de manera integral profesionistas de excelencia en el campo de la
ciencia y tecnologia con actitud emprendedora, respeto al medio ambiente y

apego a los morales éticos.
4.3 Vision

Ser una institucion de excelencia en la educacion superior tecnolégica del
sureste, comprometida con el desarrollo socioeconémico sustentable en la

region.
4.4 Valores

-El ser humano

-El espiritu de servicio
-El liderazgo

-E trabajo en equipo

-La calidad




-Respeto al medio ambiente

4.5 Politica de calidad

El Instituto Tecnolégico de Tuxtla Gutiérrez, establece el compromiso de
implementar todos sus procesos, orientandolos hacia la satisfaccion de sus
clientes, sustentada en la Calidad del Proceso Educativo para cumplir con sus
requisitos, mediante la eficacia de un Sistema de Gestion de Calidad y de
mejora continua, conforme a la norma ISO 9001:2008 y su equivalente nacional

NMX-CC-90001-IMNC-2008.

4.6 Ubicacion

Carretera panamericana km. 1080, Tuxtla Gutiérrez, Chiapas.
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5. PROBLEMAS A RESOLVER

-Generar informacion fitoquimica de Elytraria imbricata que no se

encuentra reportada.

-Proveer informacion que relacione el uso tradicional de Elytraria

imbricata con su actividad biolégica.

6. ALCANCES Y LIMITACIONES

Con la realizacion de los objetivos propuestos se logré alcanzar la
identificacion de la mayoria de los principales metabolitos secundarios
presentes en la raiz y las partes aéreas de la planta. Sin embargo las
limitaciones que se presentaron para una identificacion de todos los
metabolitos fue la falta de reactivos y solventes. Los alcances que
presentd la metodologia empleada son las caracteristicas que posee la
cromatografia en capa fina, permitiendo la separacion de metabolitos

pero no la identificacién de estructuras especificas.

Durante la realizacion del presente trabajo se limité Unicamente a la
utilizacion de extractos metandlicos y etandlicos de las partes aéreas de
la planta debido a la disposicion de materia prima, misma que conlleva a
una recoleccion e identificacion adecuada. Evaluado con esto dos
posibles actividades biol6gicas, que se pueden relacionar con
enfermedades infecciosas. Entre ellas, las infecciones por bacterias se
encuentran dentro el uso tradicional de la planta, sin embargo, los
resultados obtenidos se limitan solo a ensayos in vitro y no representan

evidencia para un posible uso médico.




7. FUNDAMENTO TEORICO
7.1 Clasificacion y biosintesis del metabolismo secundario

Los compuestos bioactivos provenientes del metabolismo secundario de las
plantas se dividen en tres categorias principales: (a) terpenos y terpenoides
(aproximadamente 25.000 tipos), (b) alcaloides (aproximadamente 12.000
tipos) y (c) compuestos fendlicos (aproximadamente 8,000 tipos) (Croteu,
2000).

La mayoria de los compuestos bioactivos pertenecen a un grupo dentro de un
namero de familias, cada una tiene caracteristicas estructurales particulares
que surgen de la manera en que se construyen en la naturaleza. Hay cuatro
vias principales para la sintesis de metabolitos secundarios 0 compuestos
bioactivos: (1) ruta del acido shikimico, (2) ruta del acetato, (3) via del &cido
mevalonico y (4) la via desoxixilulosa fosfato o metileritritolfosfato.

Los alcaloides son producidos a partir de los aminoacidos aromaticos
(provientes de la ruta del &cido shikimico) y amino&cidos alifaticos (ciclo del
acido tricarboxilico). Los compuestos fendlicos se sintetizan a través de via del
acido shikimico y la ruta del acetato. A través de acido mevalénico y
deoxixilulosa se producen los terpenos. En la figura 2 se observan las
diferentes vias metabdlicas simplificadas para la produccién de los tres

principales grupos de compuestos bioactivos (Azmir et al., 2013).
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7.1.1. Terpenos

Los terpenos son la familia mas grande y diversa de los productos naturales,
comprendiendo diversas estructuras que van desde moléculas lineares a
policiclicas. Todos los terpenos se sintetizan a través de la condensacion de
unidades de isopreno (5 carbonos) clasificandose por el nimero de unidades
presentes en la estructura del ndcleo. De esta manera se distinguen
hemiterpenos (5C), monoterpenos incluyendo iridoides (10C), sesquiterpenos
(15C), diterpenos (20C), sesteterpenos (25C), triterpenos (incluyendo
esteroides) (30C), tetraterpenos (40C) y politerpenos (>40C) (Wink, 2010).

Los precursores universales de los terpenos son compuestos de 5 carbonos,
Dimetilalil Pirofosfato (DMAPP) e Isopentenil Pirofosfato (IPP), originados a
partir de dos rutas metabdlicas en las plantas. La via del mevalonato que se
presenta en el citosol y el reticulo endoplasmatico y ademas en las plantas la
reciente ruta conocida como la metileritritol fosfato la cual se lleva a cabo en los

plastidos.



http://acronyms.thefreedictionary.com/Dimetilalil+Pirofosfato

Los hemiterpenos se producen a partir del Dimetilalildifosfato (DMAPP). Los
demas terpenos se producen a partir de DMAPP y IPP por una cadena mas
larga de intermediarios de prenildifosfato formado por las preniltransferasas,
estas catalizan la formacion de geranildifosfato (GPP), farnesildifosfato (FPP) y
geranilgeranildifosfato (GGPP) de una molécula de DMAPP y una, dos, o tres
moléculas de IPP respectivamente (Figura 3), llevando a la formacion de
distintos terpenos (Keeling y Bohlmann, 2012).
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7.1.2. Compuestos fendlicos

Practicamente todas las plantas contienen productos naturales que incluyen un
anillo aromético carbociclico o heterociclico que generalmente contiene uno o
mas grupos hidroxilo como sustituyentes. Los compuestos aromaticos se
forman por distintas rutas biosintéticas que incluyen la via del acetato y
shimikato (Cseke et al., 2006).

Via del acetato

Los productos naturales aromaticos de origen policético son menos
prevalecientes en las plantas comparadas con microorganismos. La mayoria de
los constituyentes de las plantas que contienen estructuras aromaticas
provienen de la via del shikimato. A diferencia de los derivados de la via de
shikimato, productos arométicos de Ila via del acetato contienen
invariablemente un patrén de oxigenacion meta debido a su origen a partir de la

ciclacion de los policétidos (Keeling y Bohlmann, 2012).

La biosintesis comienza con la unién de unidades de acetato por reacciones de
condensacion conocidas como reacciones Claisen, estas se repiten hasta
generar un B-cetoéster con una longitud de cadena apropiada. Durante este
proceso la cadena es altamente reactiva y se estabilizada con la asociacion de
grupos enzimaticos hasta completarla y las reacciones de ciclacion ocurran
(Dewick, 2002).

Via del shimikato

La via del shikimato vincula el metabolismo de los carbohidratos con la
biosintesis de productos naturales aromaticos a través de la formacion de
aminoacidos aromaticos (Figura 4). Esta ruta solo se encuentra en plantas y
microorganismos, proporcionando la mayor parte de compuestos fenélicos en
plantas. Una amplia gama de compuestos derivados de esta via y en

combinacion con la ruta del acetato se pueden clasificar en:

11




e Derivados del 4cido benzoico
Como se nota en sus estructuras, algunos derivados del acido benzoico se
forman directamente del acido shikimico por reacciones de deshidratacion,
deshidrogenacién y enolizacion. Dentro de los cuales encontramos al acido
géalico componente de los taninos hidrolizables.

e Derivados del &cido cindmico
El &cido cinamico y sus derivados encontrados en las plantas se originan a
partir de aminoacidos aromaticos como fenilalanina y tirosina con la eliminacion

de amoniaco.

¢ Fenilpropanoides
Contienen una cadena lateral de tres carbonos unido aun fenol, estos se
obtienen del &cido cinAmico y sus derivados por una serie de reducciones y

otras transformaciones.

e Coumarinas
Derivan de su precursor p-acido coumarico se producen ampliamente tanto en

forma libre como glucésidos.

e Estilbenos, flavonoides, antocianidinas e isoflavonoides
En contraste con otros compuestos fenolicos, el esqueleto de carbono base de
estos incorpora elementos de las vias del shikimato y acetato. Los flavonoides
tienen dos anillos bencénicos separados por una unidad de propano, derivados
de una flavona. Las diferentes clases dentro del grupo se distinguen por
oxigenos adicionales contenidos en los anillos heterociclicos y grupos hidroxilo.
Estos incluyen a las chalconas, flavonas, flavanonas, flavonoles, antocianinas e
isoflavonas. Otro grupo de flavonoides comunes incluyen auronas, xantonas y

taninos condensados (Keeling y Bohimann, 2012, Cseke et al., 2006).
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Figura 4. Compuestos fendlicos derivados de la via del shikimato

7.1.3 Alcaloides

Los alcaloides son compuestos que contienen nitrdgeno ampliamente
distribuidos en diferentes grupos de plantas. Casi todos los alcaloides son
alcalinos y la mayoria son Opticamente activos. Se definen clasicamente como
compuestos derivados de plantas, farmacol6gicamente activos, compuestos
basicos derivados de aminoacidos que contengan uno o0 mas atomos de
nitrogeno heterociclicos. En la practica la mayoria de los metabolitos
secundarios que contienen nitrdgeno son considerados alcaloides, amenos que
puedan clasificarse facilmente de otro modo. Abarcan un enorme grupo de
aproximadamente 12000 productos naturales. El requisito principal para la
clasificacion como alcaloide es la presencia de un atomo de nitrégeno basico
en cualquier posicién en la molécula, que no incluya nitrégeno en una amida o

enlace peptidico. Como implica esta excepcionalmente amplia definicion, los
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alcaloides forman un grupo de moléculas estructuralmente diversas y

biogenéticamente no relacionadas (O’Connor, 2010, Cseke et al., 2006).

Clasificacion

Los alcaloides comUnmente se construyen con aminoacidos como materiales
de partida, sin embargo, también se conocen algunos derivados de purinas. La
estructura basica de un alcaloide se define por el sustrato utilizado como
material de partida. Por ejemplo, tirosina es usada para la produccion de
alcaloides de tetrahidroisoquinolina (Figura 5a). El triptéfano es el material de
partida para los alcaloides inddlicos asi como también alcaloides de nucleo R3-
carbonilo. (Figura 5b). Adicionalmente el grupo indol del triptéfano puede ser
modificado para la formacién de alcaloides quinolinicos (Figura 5b). La ornitina,
un amino&cido no proteico derivado de glutamato o arginina, es usado para
producir alcaloides pirrolizidinicos y tropanicos (Figura 5c). El acido nicotinico
puede ser usado en combinacidbn con otros aminoacidos para producir
alcaloides nicotinicos (Figura 5d). La lisina, aminoacido que contiene un grupo
metileno extra comparado con ornitina produce analogos estructurales
depiperidina, quinolizidina, e indolizidina (Figura 5e). Alcaloides conocidos que
se deriven de otros aminoacidos son todavia mas raros. Ademas de los
aminoacidos como estructura base, existe un numero de materiales que
contienen nitrégeno que pueden servir como precursores de alcaloides. El
acido antralinico, un precursor del triptéfano es usado para la produccion de
alcaloides de quinazolina, quinolina y acridina (Figura 5f). También han sido
aislados un numero de alcaloides derivados de purinas (Figura 5g). Finalmente
algunos alcaloides adquieren el nitrégeno basico a través de la transaminacién
de poliacetatos o terpenos existentes. Estos compuestos también son llamados

pseudoalcaloides (O’Connor, 2010).

14




CO;” NH3

(a)/@(\{ . ® il (©)
' NH-* NH3" X2
NH; 3 .
HO N 3 HaN
N
H

N

o H CO;”
Tirosina Triptofano Triptofano Ornitina
0 N OH __\Meo
< I P> Nt N N o Me” Y
o @ P Me _O
N
X OMe \ 7 @ 1 H
MeO,C P N\
OMe HOO N
Tetrahidroisoquinolina Beta-Carbolina Quinolina Pirrolizidina
Berberina Ajmalicina Camptotecina P
Senecionina
+ +
d) NH3‘ (e) NH3 NH; /NH;

[ %
‘ ; 0
N 3 3 HaN X2
COy” co;”

CO;™ CO;~
Acido nicotinico ~ Ornitina Lisina Lisina Lisina
_/OH
N H =
3 Me” @
N N “1'OH
N
Nicotina Indolizidina Piperidina Quinolizidina
swainsonina pseudopeletierina Lupinina
()

CC
NH;"
Acidoantralinico

" OMe
AV
908
MeO Z N/ 0
OMe

Quinolina
skimianina

CL,
NH,'

Acidoantralinico

OH

Quinazolina
Peganina

Figura 5. Clases de alcaloides

.

Ornitina

N-Me

-/O H
o Z

Tropano
Escopolamina

HO OH

Xantosina

O /CH3

N
HN
T p
OhIJN
CHs

Purina
Teobromina

15




7.2 Extraccion de metabolitos

La extraccion es un término usado farmacéuticamente que implica la
separacion de las porciones activas de los tejidos vegetales de la parte inactiva
o los compuestos inertes mediante el uso selectivo de solventes en distintos

procedimientos (Handa et al., 2008).

Normalmente se realiza la extraccion a partir de muestras secadas por aire 0
liofilizadas empleando una variedad de solventes, y a veces secuencialmente
de baja a alta polaridad si se utiliza un fraccionamiento crudo. Sin embargo,
generalmente se utiliza un solvente polar como etil acetato o metanol y se
realiza la separaciéon de los compuestos hasta una etapa cromatografica

posterior (Colegate y Molyneux, 2008).

A menudo los extractos contienen una serie de compuestos relacionados que
comparten una funcionalidad en comun. Los extractos crudos a partir de
plantas que han sido desarrollados sin aislamiento de los componentes tienen
muchas aplicaciones, en particular cuando parece que un numero de

compuestos presentes puedan tener efectos sinérgicos (Eloff y McGaw, 2006).

Las técnicas mas utilizadas y mayormente aplicadas en las plantas medicinales
para la extraccion de los principios activos son la maceracién, percolacion e
infusion. En estas extracciones basicas el Unico propdésito es obtener la porcién
terapéutica y eliminar el material inerte con la seleccion de un solvente. Estas
técnicas llegan a jugar un papel decisivo en la evaluacién cualitativa y

cuantitativa de los extractos (Handa et al., 2008).

7.3 Cromatografia en capa fina

La separacion de una o mas sustancias a partir de un extracto crudo o
fracciones de un extracto puede ser un proceso largo y costoso. La obtencion
de un compuesto puro a menudo requiere varias etapas de separacion que
involucran diferentes técnicas cromatografias. Este es el caso, particularmente
cuando se trata de metabolitos bioactivos donde los compuestos pueden estar
presentes como trazas en una matriz con docenas de otros constituyentes
(Ghisalberti, 2008).
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La cromatografia es uno de los medios mas utiles en la separacion de mezclas
de compuestos y es altamente empleada como una técnica de identificacion y
purificacion. En la cromatografia la mezcla es separada por la distribucion
diferencial de los componentes entre la fase estacionaria y la fase mévil (Cseke
et al., 2006).

La cromatografia en capa fina (CCF), también llamada cromatografia plana, ha
sido ampliamente aceptada y usada como técnica de separacion por mas de 65
afios. Se trata de una técnica simple, de bajo costo, versatil que se puede
adaptar facilmente cualquier situacion cualitativa, cuantitativa o preparativa. A
pesar de que no se compara con otras técnicas cromatograficas como
herramienta analitica, no existe un sustituto de esta técnica cuando se
requieren andlisis cualitativos en extractos de plantas. Esta se ha vuelto casi
indispensable para la estandarizacion de materiales provenientes de plantas
ya que provee un perfil fitoquimico. Las muestras pueden ser aplicadas sin una
preparacion exhaustiva proporcionando distintos frentes con varios multiples

analisis y bajos costos por muestra (Handa et al., 2008).

La CCF se lleva de la siguiente manera. Se coloca una pequefia alicuota cerca
de un extremo de la fase estacionaria, una capa fina de absorbente, para
formar la zona inicial. La muestra se seca y el final de la fase estacionaria se
coloca con la zona inicial de la fase mévil, que por lo general son una mezcla
de 2 a 4 solventes puros, dentro de una camara cerrada. Si la fase estacionaria
y la fase movil se eligieron correctamente, los componentes de la mezcla
migran a diferentes velocidades durante el movimiento de la fase mévil sobre la
estacionaria. Cuando la fase mavil ha recorrido una distancia apropiada se deja
secar y las zonas son detectadas en luz del dia o bajo luz ultravioleta, con o sin

la aplicacion de algun reactivo (Fried, 2003).
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7.4 Microorganismos Infecciosos

Una infeccion ocurre cuando un microorganismo sobrevive y se multiplica
dentro de otro, generalmente mas grande, llamado huésped. Dentro de las
enfermedades infecciosas, los signos y sintomas no deseados por lo general
son el resultado de dafios provocados por el microorganismo que se conoce
como patégeno. Existe una gran variedad de agentes patdégenos que causan
infecciones en los humanos que van desde virus, bacterias hasta complejos

protozoarios (Saker et al., 2004).
7.4.1 Bacterias

Las bacterias son organismos unicelulares procariotas, rodeados de paredes
celulares que contienen peptidoglucanos. Se dividen de distintas maneras de
acuerdo a su forma (cocos, bacilos y espiroquetas) y caracteristicas de acuerdo

a su tincién (Gram-positivas y Gram-negativas) (Beltz, 2011).

Los Staphylococcus son bacterias gran positivas con diametros de 0.5-1.5 ym.
A la fecha se han registrado 32 especies y 8 subespecies de este género,
muchos de los cuales colonizan el cuerpo humano. Sin embargo, S. aureus y
S. epidermis son dos de las cepas mas caracterizadas y estudiadas. S. aureus
se considera un patégeno importante que coloniza e infecta a pacientes
inmunodeficientes y hospitalizados asociandose con enfermedades agudas en
los tejidos, meningitis, endocarditis y sindrome de shock toxico. S. epidermis
es particularmente la especie mas frecuentemente aislada del epitelio humano
colonizando predominantemente cabeza, axilas y orificios nasales. Este es
considerado como un importante patégeno oportunista, se considera la causa
mas frecuente de infecciones nocosomiales a una velocidad tan alta y con mas
virulencia que S. aureus. En particular S. epidermis representa la fuente mas
comun de las infecciones en cirugias o implantacion de protesis. Esto
probablemente se debe a que es un colonizador permanente y ubicuo de la piel
resultando en una alta probabilidad de contaminacion (Harris, Foster y
Richards, 2002, O’Gara y Humpreys, 2001, Mack et al., 2013).
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Pseudomonas aeruginosa es un bacilo gram negativo que mide de 0.5 a 0.8
pm. Casi todas las cepas son moviles por medio de un solo flagelo polar. Se
trata de una bacteria que comunmente se encuentra en el suelo y agua que
pertenece a la familia Pseudomonadaceae. Casi todos los casos clinicos de
infeccion por P. aeruginosa se atribuyen a una inmunodeficiencia general. Tres
de las enfermedades mas representativas causadas por P. aeruginosa son la
bacteremia en victimas de quemaduras graves, infeccién pulmonar cronica en
personas con fibrosis quistica y la queratitis ulcerativa en usuarios de lentes de
contacto de uso prolongado, cuyos tratamientos pueden llegar a ser dificiles
debido a su habilidad para producir biofilms y desarrollar resistencia a los
antibioticos (Japoni, Farshad y Alborzi, 2009, Balcaso, Yeung y Zheng, 2011).

7.4.2 Virus

Los virus son particulas de nucleoproteinas ultramicroscépicas, acelulares y
metabdlicamente inertes que contienen segmentos de ARN o ADN, con o sin
una capa lipidica envolvente. A diferencia de las bacterias, los virus
obligatoriamente son parasitos intracelulares que utilizan la maquinaria de la
célula huésped para propagar nuevos virus. Los virus tienen numerosas
estrategias de invasion celular y cada cepa tiene su propia configuracién Gnica
de moléculas que les permite entrar a las células huésped ajustando las
moléculas de su superficie con las moléculas de la célula a infectar. La
variacion genética, diversidad de transmisién, replicacion eficiente y la habilidad
de persistir sin un hospedero son las principales ventajas evolutivas de los virus
gue en consecuencia les han permitido adaptarse a todas las formas de vida
ocupando numerosos nichos ecoldgicos que resultan en enfermedades muy

extendidas en los seres humanos y otros organismos (Chattopadhyay, 2006).
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7.4.2.1 Influenza

La influenza es una infeccion respiratoria generalizada. Cada afio causa
epidemias que se propagan de un pais a otro, o incluso pandemias que
involucran una parte importante de la poblacion humana. Los sintomas mas
frecuentes son la tos y fiebre, congestiéon nasal, dolor de cabeza, dolor de
garganta, fatiga, dolores articulares y musculares. Dentro de los grupos mas
vulnerables se encuentran los nifios, ancianos y pacientes con enfermedades
cronicas, los cuales se encuentran con alto riesgo de desarrollar
complicaciones severeas conduciendo a altas tasas de mortalidad (Kwon et al.,
2010, Sokolov et al., 2012, Buch et al., 2009).

El virus de influenza pertenece a la familia Orthomixoviridae, se encuentra
formado por segmentos de ARN de polaridad negativa. De acuerdo a sus
proteinas centrales se clasifican en 3 tipos: A,B y C. De estos, se conoce al
virus del tipo A como el mas comun y patégeno causante de distintas

pandemias (Christman et al., 2012).

7.4.2.2 Caracteristicas del virus de influenza A

El virus de influenza A se encuentra constituido por 8 segmentos separados de
ARN de una sola cadena con polaridad negativa. Cada segmento se encuentra
encapsulado independientemente por la nucleoproteina viral (NP) y asociado
con un complejo polimerasa. El conjunto de estas 3 unidades forma lo que se
conoce como ribonucleoproteina (RNP). Las particulas de RNP se localizan
dentro de una capsula de proteinas M1 recubiertas por la membrana viral
lipidica (Figura 5). La membrana lipidica se deriva de la membrana plasmatica
de la célula infectada durante el proceso de ensamblado. En la superficie de
esta se encuentran 3 proteinas: hemaglutinina (HA), neuraminidasa (NA) y la
proteina M2. La HA se trata de un trimero que consta de subunidades idénticas
responsables de la union al receptor y la fusion de la membranas. La NA es un
tetramero de subunidades idénticas que se encarga de eliminar la unién con el
receptor para la liberacion de los virus a través de la membrana de la célula

infectada. La proteina M2 se encarga de formar un canal i6nico en la
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membrana necesario para la liberacion de particulas RNP en el citoplasma.
(Sokolov et al., 2012, Nicholson, Webster y Hay, 2000)

Neuraminidasa Hemaglutinina

Proteina M1

Canal l6nico M2

Proteinas NSA

RNA polimerasa

| .
RNA genémico Envoltura viral

Nucleoproteina

Figura 6. Estructura del virus de la influenza

7.4.2.3 Ciclo de replicacion viral

El ciclo de replicacion inicia cuando la HA se une con los receptores celulares
de &cido sialico. Después de la unién, el virus es llevado al interior por
endocitosis (Figura 7a). La acidificacién del endosoma conduce a la activacion
del canal de protones M2 resultando en la disociacién de las RNPs y la c4pside
de proteinas M1 conduciendo su liberacion en el citoplasma. El bajo pH dentro
del endosoma también desencadena un cambio conformacional en la HA que
provoca la fusiéon de las membranas virales y endosomales. Posteriormente
sefales de localizacién en las NPs dirigen el transporte de las RNPs hacia el
interior del nucleo (Figura 7b). En el nucleo la polimerasa viral lleva a cabo
sintesis de mRNA (Figura 7c). Las particulas virales de mMRNA son
transportadas al citoplasma para su traduccién en proteinas virales. HA, M2 y
NA son procesadas en el reticulo endoplasmatico y aparato de Golgi,
posteriormente son transportadas a la membrana celular (Figura 7d). Ademas
de la sintesis de mMRNA, la polimerasa viral realiza la replicacion de RNAs,
transcribiéndose primero en cadenas positivas de cRNAs, que después

funcionan como plantillas para la sintesis de RNAs gque al mismo tiempo son
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encapsulados por NPs (Figura 7e). La exportacion de estas RNPs recién
formadas llevado a cabo por el complejo M1-NS2 el cual encuentra enlazado a
estas. Conforme llegan a la membrana celular, las RNPs se asocian con las
glicoproteinas virales de la membrana plasméatica de la cual saldran los nuevos
viriones (Figuras 7f). Finalmente la NA separa las uniones de acido sialico de

las glicoproteinas membranales celulares y virales, liberando asi los viriones de

la célula huésped (Vanderlinden y Naesens, 2013).
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Figura 7. Ciclo de replicacién del virus de influenza. HA: Hemaglutinina, NA:
Neuraminidasa, M2: Canal i6nico, M1: Proteina de matriz, RNP: Ribonucleoproteina.

7.4.2.4 Variabilidad y evolucién antigénica

La clasificacibn actual en subtipos se basa en las glucoproteinas de la
superficie HA y NA. Hasta la fecha 16 subtipos de HA y 9 NA han sido
descritos. Siendo las aves el reservorio principal de estos. Los principales
subtipos de influenza A que han infectado humanos durante epidemias
estacionales son HIN1, H2N2 y H3N2.

Para sobrevivir como un patodgeno exitoso, el virus de influenza se basa en dos

mecanismos evolutivos, mutacion y recombinacion del genoma, de esta




manera logra evadir los sistemas inmunes y adaptarse a nuevos huéspedes.
Las mutaciones que causan pequeiios cambios, a menudo son llamadas
derivaciones genéticas. Mutaciones en posiciones criticas en la HA y NA
pueden alterar las caracteristicas antigénicas resultando en una derivacion

antigénica mas conocida como “antigenic drift”.

La naturaleza segmentada del genoma viral de influenza permite el intercambio
de segmentos (denominado recombinacion) cuando virus distintos co-infectan a
la misma célula huésped y generan una progenie con un genoma mixto. El
reordenamiento puede implicar cualquiera de los ocho segmentos. Para el caso
de las proteinas superficiales HA y NA este reordenamiento se conoce como
“antigenic shift” (Das et al., 2010, Liu,Liuy Yang, 2013, Christman et al., 2012).

7.4.2.5 Antivirales empleados contra el virus de la influenza

Bloqueadores del canal i6bnico M2

La primera clase de antivirales desarrollados para el tratamiento de influenza
fueron los adamantanos, que incluyen tanto la amantadina como rimantadina.
Estos farmacos son bloqueadores del canal i6nico M2 y se piensa que
interfieren con el desdoblamiento viral dentro de la célula. Se ha limitado este
tipo de farmacos para su uso clinico debido a la resistencia generalizada. Estos
han perdido la actividad inhibitoria del canal M2 con el virus pandémico de
influenza A H1N1 debido a una mutacién en el aminoacido Ser31.

Inhibidores de la Neuraminidasa

En la actualidad el tipo predominante de antivirales usados para el tratamiento
y la profilaxis de influenza son los inhibidores de la neuraminidasa (NAIS).
Dentro de este grupo se encuentra el zanamivir y oseltamivir. Los NAls
interfieren con la liberacién de nuevas particulas virales de influenza de las
células infectadas previniendo asi la infeccion de nuevas células. Aunque la
mayoria de los virus de influenza A HIN1 aislados durante el 2009 son
susceptibles a los NAls, se registraron posteriormente virus con una mutacion

en H274Y que los hace resistentes a oseltamivir (Moss, 2010).
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7.6 Elytraria imbricata

Hierba distribuida desde Arizona y Texas hasta las Antillas y el sur de
Sudamérica; de hasta 50 cm de altura, con tallos a veces poco desarrollados,
erectos, con los lados medio cuadrados, algunas veces con pelos. Hojas
anchas en las puntas y muy delgadas en la base, de 3al3cmdelargoy2 a5
cm de ancho, con la punta muy bien marcada y los margenes senefiados. Las
hojas tienen pocos pelos, que se encuentran generalmente en los nervios
principales. Las inflorescencias pueden ser desde una hasta muchas, o
algunas veces se ramifican; de 5 a 28 cm de largo, tienen forma de espigas y
crecen en las axilas de las hojas. Flores pequefias, de 4 a 7 mm de largo, lila
palido a azul. Las flores no duran mucho en las plantas porque se caen con
facilidad, ademas se secan muy rapido cuando el sol les da directamente
(Toval y Rueda, 2009).

Figura 8. Elytraria imbricata
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Cuadro 1. Ficha técnica taxonémica de Elytraria imbricata

Reino Plantae
Subreino Viridaeplantae
Infrakingdom Streptophyta
Division Tracheophyta
Subdivision Spermatophytina
Infraivision Angiospermae
Clase Magnoliopsida
Superorden Asteranae
Orden Lamiales
Familia Acanthaceae
Género Elytraria
Especies Elytraria imbricata

7.6.1 Usos reportados

Especie de uso comun para curar la diarrea. En Michoacan, Nayarit y Yucatan
con este propdsito se prepara un cocimiento con toda la planta y se administra
como té, en especial a los nifios. Se le utiliza en el tratamiento de alteraciones
del aparato excretor como dolor de rifiones, mal de orin, cistitis, uretritis y para
limpiar los rifiones. De igual forma se le usa en afecciones del aparato
reproductor como infecciones vaginales, hemorragia en el embarazo, célicos
menstruales y de parto. Uso en el dolor de vesicula, nervios, fiebre y

afecciones gastrointestinales.
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8. PROCEDIMIENTO Y DESCRIPCION DE ACTIVIDADES

8.1 Recoleccion y secado del material bioldgico

Se realizd la recoleccion de Elytraria imbricata en el municipio de Pujiltic,
Chiapas con las siguientes latitudes 16.34605, -92.40806 durante la primera
semana del mes de agosto. Se cortaron partes aéreas y raices de la planta,
lavaron y congelaron a -8 °C. Se retiré la humedad por liofilizacion y se
pulverizé el material almacenandose en un recipiente ambar a temperatura

ambiente.

8.2. Andlisis cualitativo de metabolitos secundarios
8.2.1 Preparacion de extractos

Para la deteccién cualitativa de los principales metabolitos secundarios se
prepararon extractos utilizando raiz y partes aéreas de la planta. Se realizaron
distintas extracciones con solventes que permiten la extraccion de los
principales constituyentes quimicos. Siguiendo el esquema general que
propone Wagner y Bladt (2003). Estos se almacenaron a 4 °C hasta su

identificacion por cromatografia en capa fina.
Extraccién de antraglucésidos y flavonoides

Se calenté 1g de material biolégico en polvo en un bafio maria a 60 °C con 5
mL de metanol durante 10 minutos y se filtré utilizando papel Whatman No.1.
Con el mismo procedimiento se realiz6 la extraccion de antraglucésidos con la

resina Aloe barbadensis que se utilizé como testigo de referencia.
Extraccion de alcaloides

Se calenté 1g de material biolégico en polvo en un bafio maria a 60 °C con 1
mL de hidroxido de amonio al 10% (v/v) y 5 mL de metanol durante 10
minutos. Siguiendo la misma metodologia se realiz6 la extraccion de alcaloides

empleando hojas Nicotiana tabacum que se utiliz6 como testigo de referencia.
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Extraccién de coumarinas y terpenos.

Se calentdé 1 g de material biologico bajo reflujo a 40 °C durante 15 minutos con
10 mL de diclorometano y se filtr6 utilizando papel Whatman No.1. Se llevo a
sequedad y se disolvié en 0.5 mL de tolueno.

Extraccion de saponinas

Se siguidé la misma metodologia empleada para la extraccion de
antraglucosidos y el filtrado resultante se reconcentro a 1 mL. Se afiadié 0.5 mL

de agua destilada y se extrajo con 3mL de N-butanol saturado.
8.2.2 Identificacion de metabolitos secundarios por CCF

Se utilizé6 cromatografia en capa fina para la identificacion de los principales
metabolitos secundarios. Se realiz6 en placas de gel de silice F2s4 de 10x10cm
utilizando distintas fases moviles propuestas por Wagner et al., (2003), que
permitieran la separacion de los componentes de acuerdo a su polaridad. Las
cromatografias se desarrollaron a temperatura ambiente en una cadmara que se
saturé durante 45 minutos con su respectivo sistema de solventes. Las placas
de gel de silice se dejaron secar y se revelaron rociando distintos reactivos que
propician reacciones quimicas y permiten la deteccidon de sus componentes de
una manera cualitativa. Ademas se calcul6 el factor de retardo (Rf) de los
compuestos que es obtenido mediante la division entre el la distancia del
compuesto y la distancia entre la linea del solvente y la de inicio (Deinstrop-
Hahn, 2007).

Identificacién de flavonoides

Se coloco 40puL de los extractos y 20 yL de quercetina al 1% en metanol (p/v)
como estandar en placas de gel de silice desarrollandose en una camara
vertical empleando acetato de etilo acido formico-acido acético glacial-agua
(100:11:11:26) como fase mdvil. Se revelaron las placas utilizando una solucion
de 2-aminoetil difenilborinato al 1% en metanol (p/v) seguido de una solucién
de polietilenglicol-4000 al 5% en etanol. Se determind la presencia de
flavonoides observando la fluorescencia de los compuestos bajo luz ultravioleta

a una longitud de onda de 325 nm.
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Identificacion de antraglucdsidos

Se colocd 40uL de los extractos y estandar en placas de gel de silice y se
desarrollaron en una camara vertical con un sistema de solventes compuesto
por acetato de etilo-metanol-agua (100:13.5:10). Se aplicé una solucién KOH al
10% en etanol sobre las placas (p/v). y se determind la presencia los derivados

de antraceno observando la coloracion producida a simple vista.
Identificacion de alcaloides

Se colocé 40 pL de los extractos y estandar en placas de gel de silice
desarrollandose en una cadmara vertical con una fase movil de tolueno-acetato
de etilo-dietilamina (70:20:10). Se emple6 el reactivo de Dragendorff y se
observo las placas para la determinacion de alcaloides de acuerdo al cambio
de coloracion ocurrido a simple vista y bajo luz ultravioleta a una longitud de
onda de 254 nm.

Identificacion de coumarinas

Se colocod 40 pL de los extractos en placas de gel de silice y se desarrollaron
en una camara vertical con el sistema de solventes compuesto por tolueno-etil
acetato (93:7). Se observaron las placas bajo luz ultravioleta a una longitud de
onda de 325 nm .

Identificacion de Terpenos

Se colocé 40 uL de los extractos en placas de silica gel y se resolviéndose en
una camara vertical con el mismo sistema de solventes que se emple6 para la
identificacion de coumarinas. Se observaron las placas en longitud de onda
visible y se utilizé el reactivo de vanillina-acido sulfarico, de acuerdo a la

coloracion obtenida se determind la presencia de terpenos.
Identificacion de saponinas

Se colocé 40 uL de los extractos y 20uL de diosgenina al 1% en metanol (p/v)
como estandar en placas de gel de silice y se desarrollaron en una camara
vertical utilizando una fase movil compuesta por cloroformo-acido acético

glacial-metanol-agua (64:32:12:8). Se utilizé el reactivo vainillina-acido sulfarico
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para revelar las placas. Se determiné la presencia de saponinas de acuerdo a

la coloracion producida.

Cuadro 2. Sistemas de solventes empleados para CCF

Sistema Sistema de solventes Metabolitos
cromatografico
1 Acetato de de etilo-Acido férmico- Flavonoides
Acido acético glacial-Agua
(100:11:11:26)

2 Acetato de etilo-metanol-agua Antraglucésidos
(100:13.5:10)
3 Tolueno-Acetato de etilo- Alcaloides

dietilamina. (70:20:10)

4 Tolueno-Etil acetato (93:7). Coumarinas y Terpenos

(63}

Cloroformo-Acido acético glacial- Saponinas
Metanol-Agua (64:32:12:8).

8.3 Elaboracion de extractos para las pruebas antibacteriales y antivirales

Se colocaron 15 gramos de muestra seca de partes aéreas en 150 mL de
etanol y metanol respectivamente durante 48 horas en agitacion constante. Se
filtraron utilizando papel Whatman No.1. , se llevaron a sequedad en un
rotavapor y se resuspendieron a las distintas concentraciones 32.71 mgmL™ y
97.01 mgmL'respectivamente. Se almacenaron a 4 °C hasta su uso (Oboh et
al., 2007).

8.4 Evaluacién de la actividad antibacterial

Para la evaluacion de la actividad antibacterial de los extractos se emplearon
las siguientes cepas de bacterias Gram (+): Staphylococcus epidermidis (ITTG-
8580), Staphylococcus aureus (ENCB-16883) y Gram (-): Escherichia coli
(ITTG-1879) y Pseudomonas aeruginosa (ATCC-27853) proporcionados por el

cepario del Instituto Tecnolégico de Tuxtla Gutiérrez.
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8.4.1 Ensayo antibacterial
Preparacion de discos:

Los discos se prepararon con papel filtro Whatman No.1 de 6 mm de diametro
esterilizados en cajas petri. Se impregnaron con 10 uyL de gentamicina
(10ugmL™) como estandar y 40uL de distintas diluciones de los extractos
(1:1,1:2,1:5,1:10). Estos fueron almacenados a una temperatura de 4 °C hasta

Su uso.
Preparacién del Testigo McFarland:

Se adiciond 0.5 mL de BaCl, (0.048 mol'L™) en 99.5 mL de H,SO,4 (0.18 mol'LY)
en agitacion constante y se verificd. La densidad éptica de la suspensién a una
longitud de onda de 625 nm. Se tomaron alicuotas de 6mL y se almacenaron a

temperatura ambiente.
Prueba de susceptibilidad mediante difusion en discos

Se tomaron colonias previamente crecidas durante 18 horas en agar tripticasa
de soya y se afiadieron a una solucion salina al 0.9% (v/v) hasta conseguir
una turbidez de 0.5 de la escala de McFarland. Con un hisopd estéril se
inocularon cajas petri con agar Mueller-Hinton por triplicado y se dejaron secar
durante 3 minutos. Se colocaron los discos preparados con el estandar y los
extractos en la superficie inoculada. Se invirtieron las cajas, se incubaron a 37
°C durante 18 horas y se midieron los diametros de las zonas de inhibicion
(Wilkter et al., 2006).

8.5 Evaluacioén de la actividad antiviral

Para evaluar la actividad antiviral de los extractos crudos de Elytraria imbricata
se trabajo en el laboratorio de virologia del Centro de Investigaciones “Dr.
Hideyo Noguchi” de la Universidad Autonoma de Yucatan, ubicado en la ciudad
de Mérida, Yucatdn, y en el cual se proporcioné el virus de influenza
Al/Yucatan/2370/09 (HIN1) pmd09 que se utiliz6 en todos los ensayos de
inhibicion del efecto citopatico, asi como también el cultivo de la linea celular
MDCK en la cual se propaga y aisla el virus manteniéndose a temperatura de -

70°C para su conservacion.

30




8.5.1 Mantenimiento y crecimiento celular

Las células de rifion canino Madin-Darby (MDCK) se cultivaron en medio Eagle
Modificado Dulbecco D-MEM adicionado con suero fetal bovino al 15% (v/v), 10
000 UmL™ ampicilina, 10 000 uygmL™ de estreptomicina y Hepes 25mM en
placas con una capacidad de 2x10” células se incubaron a 37 °C en presencia
de 5% de CO,. Una vez confluente la monocapa se retiré el medio y se lavo
con solucién salina de fosfatos (PBS) dos veces. Se incubé con 4 mL de una
solucién tripsina-verseno al 0.005% (v/v) en PBS durante 6 minutos. Se retiro
la solucién y se adicion6 medio DMEM con suero fetal bovino (SFB) al 10% y L-
glutamina al 1% para su distribucién en placas de 96 pozos a una densidad

celular de 1x10°
8.5.2 Ensayo de hemoaglutinacion

En una placa de 96 pozos se adicion6é 100 uL del virus y se realizé diluciones
seriadas (1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128). Se deposité 50uL de PBS
en otra fila. Se anadié 50 pL de una solucion de eritrocitos de pavo al 0.5% y se
incubd a temperatura ambiente durante 1 hora. La dltima dilucion que produjo
hemoaglutinacion completa de los virus se consider6 como el titulo

hemoaglutinante (Nicholson et al., 2000).
8.5.3 Cuantificacion de virus por ensayo en placa

Se sembraron células MDCK en placas de 6 pozos con medio DMEM
complementado con SFB al 10% y se incubaron a 37 °C en presencia de 5%
de CO; hasta lograr confluencia en la monocapa. Se lavaron las placas con
PBS y se adicioné 200uL de diluciones seriadas del virus (1x10™* hasta 1x10°),
posteriormente se incubd durante 1 hora a temperatura ambiente. Se retir6 el
inoculo y se adicion6 medio overlay con agar oxoid al 3% (p/v) y tripsina TPCK
(2.5 ygmL™) incubandose a 37 °C en presencia de 5% de CO, durante 72
horas. Se tiflo con cristal violeta al 4% en metanol (v/v) durante 30 minutos. Se
lavaron con agua las placas y se dejaron secar para llevar a cabo el conteo de
placas (Roth, 1995).
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8.5.4 Evaluacioén de la citotoxicidad

Se cultivaron células MDCK en placas de 96 pozos células en medio DMEM
durante 24 horas a 37 'C en presencia de 5% de CO,. Se retir6 el medio
lavandose con PBS y se afadio diluciones seriadas (100 yg/mL hasta 3.125
pg/mL) de cada extracto en medio DMEM incubandose durante 72 horas en las
mismas condiciones.

Después del periodo de incubacién se tifieron las células con 50 uL cristal
violeta al 0.4% en metanol durante 30 minutos. Se lavaron con agua y se
dejaron secar. Se midi6 la absorbencia a una longitud de onda de 490 nm para
determinar el porcentaje de viabilidad celular mediante la siguiente formula:
%Viabilidad = [(A/Ap)x100] donde:

A es la absorbancia de las células tratadas con extractos en distintas
concentraciones y Ao la absorbancia del control celular que equivale al 100%
de células viables (Mbarek et al., 2007).

8.5.6 Ensayo de reduccion del efecto citopatico

Pre-tratamiento

Se cultivaron células MDCK en placas de 96 pozos con medio DMEM
complementado con SFB al 10% incubandose a 37 °C en presencia de 5% de
CO; hasta lograr confluencia en la monocapa. Se lavaron las células con PBS y
se adicion6 100 pL de los extractos a distintas concentraciones (50 hasta 1.56
pg/mL) por cuadruplicado con un tiempo de incubacién de 24 horas. Se lavaron
las células nuevamente y se infectaron con el virus a una MOI de 0.01
incubandose durante 1 hora a 37 ‘C. Se removi6 el inoculo viral y las células se
incubaron con medio DMEM adicionado con tripsina TPCK (2.5 ug/mL) por 72

horas a 37 'C en presencia de 5% de CO..

Cotratamiento

Se cultivaron células MDCK en placas de 96 pozos con medio DMEM
complementado con SBF al 10% incubandose a 37 °C en presencia de 5% de
CO; hasta lograr confluencia en la monocapa. Se realizo diluciones seriadas de
distintas concentraciones de los extractos (50 hasta 1.56 yg/mL) y se incubaron

con el inoculo viral durante 1 hora a temperatura ambiente. Se lavaron las
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células con PBS y se infectaron con las soluciones preparadas anteriormente
incubandose a 37 °C durante 1 hora por cuadruplicado. Se lavaron las células
nuevamente y se afiadieron 100 yL de medio DMEM adicionado con tripsina
TPCK (2.5 pg/mL) y 0.21% de albumina de suero bovino (v/v) por 72 horas a 37

°C en presencia de 5% de CO..

Postratamiento

Se cultivaron células MDCK en placas de 96 pozos con medio DMEM
complementado con SBF al 10% incubandose a 37 °C en presencia de 5% de
CO;, hasta lograr confluencia en la monocapa. Se lavaron las células con PBS y
se infectaron con el virus a una MOI de 0.01 incubandose durante 1 hora a 37
‘C. Se removié el inoculo viral y se adicionaron 100 pL de distintas
concentraciones de los extractos (50 hasta 1.56 ug/mL) por cuadruplicado en
medio DMEM adicionado con tripsina TPCK (2.5 pg/mL) y 0.21% de albumina
de suero bovino (v/v) por 72 horas a 37 °C en presencia de 5% de COx.

Después de las 72 horas de incubacion de cada uno de los ensayos antivirales.
Se removio el medio y se reemplazé con 50 pL cristal violeta al 0.4% en
metanol incubandose durante 30 minutos. Las placas se lavaron con agua y se
dejaron secar para medir la absorbencia a una longitud de onda de 490 nm y

calcular el porcentaje de inhibicién viral de acuerdo a la siguiente formula:

[(A-B)/(C-B)]x100

Donde A es la absorbancia de las células infectadas tratadas con los extractos,
B es la absorbancia del control viral y C es la absorbancia del control celular
(Kwon et al., 2010, He, Han y Wang, 2011, Silva et al., 2006, Ketabchi et al.,
2011, Sood et al., 2012).

8.6 Andlisis estadistico

Los datos estadisticos generados se evaluaron estadisticamente con el

software SigmaPlot 12.3.
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9. RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

9.1 Andlisis cualitativo de metabolitos secundarios

9.1.1 Deteccioén de flavonoides

La figura 9 muestra la cromatografia en capa fina realizada para identificar
flavonoides. Al observar las placas cromatogréaficas resueltas con el sistema 1
se pueden observar 5 bandas de coloracion verde para las partes aéreas y 5
de la misma coloracién para la raiz. Los Rf para cada uno de los compuestos
se pueden observar en cuadro 3. El sistema eluy6 la naringenina con un Rf de
0.99 por lo que se puede deducir que la mayoria de los compuestos extraidos
son de una naturaleza de mayor polaridad al testigo. Esto se debe a que la fase
estacionaria (silica) incrementa su afinidad conforme incrementa la polaridad de
los compuestos, de esta manera son retenidos por mas tiempo, haciendo que

recorran menor distancia.

Figura 9. a) Placa cromatogréfica de flavonoides revelada con NP, bajo luz UV 364
nm. PA: partes aéreas, R: raiz, N: naringenina. b) Representacién esquematica de la
ubicacién de los compuestos

En la misma figura se puede observar que la separacion de los extractos y la
elucion de los distintos compuestos. La separacion de los flavonoides
presentes en el extracto fue buena ya que se lograron visualizar bandas bien
definidas, con la excepcion de una seria de bandas que corresponde al Rf 0.56

posiblemente debido a una serie de flavonoides con estructura y grupos
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funcionales bastantes similares. En general la polaridad de la fase movil fue
correcta, logrando solubilizar y arrastrar las muestras. El uso de metanol como
solvente para la extraccion fue bastante apto posiblemente porque la mayoria
de los flavonoides se encuentran glucosilados en la naturaleza (Cseke et al.,
2006). La presencia de las manchas color verde forman parte de la
fluorescencia caracteristica de flavonoides indicando un resultado positivo que
ocurre debido a que la estructura basica consta de dos anillos bencénicos,
siendo un excelente cromoforo activado por la luz ultravioleta (Andersen y
Markhan, 2006).

Cuadro 3. Rf de los compuestos en la placa cromatogréfica de flavonoides
Partes de la planta Compuestos Valores

de Rf
Cy 0.33
C, 0.42
Partes aéreas Cs 056
Cs 0.68
Cs 0.73
C1 0.33
) C. 0.42
Raiz Cs 0.56
Cs 0.68
Cs 0.73

La fluorescencia intensa de los flavonoides se presenta de acuerdo a su tipo de
estructura. Cuando se observan a un longitud de onda de 365 nm presentan
fluorescencia amarilla oscura, verde o azul, siendo cambiada e intensificada
por distintos reactivos. El reactivo natural products (NP) se compone por una
serie de dos reactivos, el primero se trata de una solucion del éster 2-aminoetil
difenil boérico al 1% (Reactivo de Neu) (Figura 10). Este reacciona formando
complejos que intensifican su flourescencia, el segundo reactivo es una
solucion de PEG-4000 que disminuye el limite de deteccion de 10mg (limite
promedio de deteccion de la CCF) a 2.5mg (Andersen et al., 2006, Jork et al.,
1990).

35




B
o« 0O
a

Flavonal

Figura 10. Formacién de complejo. La reaccion propuesta por Jork et al., (1990)
ilustra la reaccion entre un flavonol y el reactivo de Neu (éster 2-aminoetil difenil
bdrico) que da a lugar a la formacion de un complejo, que aumenta el espectro de
absorcion de luz UV

9.1.2 Deteccion de antraglucésidos

La deteccion de antraglucdsidos, se llevo a cabo mediante CCF empleando el
sistema 2. El uso de una solucion metandlica de KOH al 1% permitié la
identificacion de antraquinonas y antronas debido a la coloracion rojo-violeta y
amarillo intenso que presentan respectivamente (Wagner et al., 2003). Esta
reaccion conocida como “reaccién de Borntrager” provoca un cambio de
coloracién de amarillo-naranja a rojo-purpura debido a la ionizacion del grupo
OH, provocando un efecto resonante mayor que resulta en un cambio de
absorcién a una mayor longitud de onda. Las antronas por su parte presentan
una coloracién amarilla intensa, que para el caso de sus derivados el color se
torna casi inmediatamente a café-rojo o azul-purpura. (Jakobsen y Chrisensen,
2008, Bruneton, 2008, Van den Berg, 1989, Rahman, 2002)

En la figura 11 se puede observar la presencia de bandas para las partes
aéreas y bandas para la raiz de coloracion amarilla indicando la presencia de
antronas en ambas partes de la planta, mismas que posteriormente se
tornaron color café debido a una reaccion de oxidacion. (Rahman, 2002). En la
misma figura se pueden observar una de serie de antraguinonas de Aloe
barbadensis (Wagner y Bladt, 2003) empleado como testigo positivo. Los Rf de

de estos y demas compuestos eluidos son mostrados en el cuadro 4.
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Figura 11. a) Placa cromatografica de antraglucosidos, b) Representacion
esquematica de los compuestos, ¢) Placa cromatografica de antraglucésidos con
posibles compuestos oxidados. PA: Partes aéreas, R: Raiz, AB: Aloe barbadensis.

Cuadro 4. Rf de los compuestos en la placa cromatografica de antraglucosidos

Extracto Compuesto Rf
Ci 0.24
Partes aéreas C, 0.39
Cs 0.45
Ci1 0.22
Raiz Co 0.37
Cs 0.43
Cy 0.90
Ci1 0.14
Cz 0.32
Cs 0.35
Aloe barbadensis C. 0.40
Cs 0.44
Cs 0.49
Crs 0.89
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Las antraguinonas, antronas, antranoles y diantronas son derivados del
compuesto aromético triciclico antraceno. Las antraquinonas y antronas difieren
en el grado de oxidacion de su estructura basica mientras que los antranoles
son formas tautomericas de antronas (Figura 12). Los sustituyentes mas
comunes son grupos hidroxilo, metoxilo, metil y carbonil. La mayor parte de los
compuestos pertenecientes a este grupo se encuentran en las plantas como O-
glucosidos (Jakobsen y Christensen, 2008). Con lo anterior y lo resultados en la
CCF se comprobo que el solvente empleado durante la extraccion, cumplié su
funcidén extrayendo antraglicosidos. Las distintas coloraciones presentadas en
el extracto de Aloe barbadensis nos confirman que la extraccién de este tipo
compuestos debido a ese caracteristico cambio de color que presentan con la
adicion de KOH al 1%.

O 0
(1D =1
p S—
0x.
o HoH Antrona
Antraguinona x
OH
H
Antranol

Figura 12. Estructura quimica de antraquinonas, antronas, y antranoles

De acuerdo a los valores obtenidos de Rf se determind que la fase del sistema
empleado fue util para resolver los compuestos presentes en el extracto. De
acuerdo al cambio de color que ocurrié tiempo después en el cromatofolio se
sugiere la presencia de antronas en las partes aéreas y raiz, mismo que
pudiera ser explicado con el proceso de oxidacion que Rahman, (2002) reporta.
Sin embargo la realizacion de un extracto crudo metandlico pudo provocar que
otros compuestos con polaridad similar afectaran la visualizacion de bandas

bien definidas.
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9.1.3 Detecci6on de Alcaloides

La realizacion de un extracto a un pH alcalino, que se logré con la adicion de
hidréxido de amonio se empled debido a que la mayoria de los alcaloides son
alcalinos (Cseke et al., 2006, Harbone, 1998) esto permitido abarcar la mayor

cantidad de posibles alcaloides en las distintas partes de la planta.

La identificacion de alcaloides por CCF se llevo acabo utilizando el sistema de
solventes 3. La (Figura 13) muestra la cromatografia en la cual la macha café
oscuro indica la presencia un alcaloide en la raiz de la planta, mientras que la
nicotina del extracto proveniente de las hojas de tabaco se visualiza como una
mancha color naranja con un Rf de 0.66 (figura 14) (Houghton, 2008). Para la
deteccién de la nicotina se empled Unicamente el reactivo de Dragendorff, con
el cual la coloracion se desvanece rapidamente (Wagner y Bladt, 2003). El
compuesto de la raiz no se alcanz6 a visualizar completamente, por ello se
empled nitrito de sodio al 10% provocando la intensificacion de su color
(Houghton, 2008). Las coloraciones caracteristicas presentes en la CCF se
deben a la combinacion de alcaloides con metales y metaloides, en este caso
el ioduro de potasio y el nitrato de bismuto presentes en el reactivo de
Dragendorff (Bruneton, 2008). El valor en el cual eluyé el compuesto presente

en la raiz fue de 0.24.

b)
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Figura 13. a) Placa cromatografica de alcaloides, b) Representacion esquematica de
los compuestos, R: Raiz , PA: Partes aéreas, ET: Extracto de Nicotiana tabacum
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b)

NO

R PA ET

Figura 14 a) Placa cromatografica de alcaloides al momento de aplicacion de
Dragendorff, b) Representacién esquematica de la apariciéon de nicotina en la placa, R:
Raiz, PA: Partes aéreas, ET: Extracto de Nicotiana tabacum, N:Nicotina

Ademas del uso del reactivo de Dragendorff para revelar los compuestos, se
realizd6 otra CCF bajo las mismas condiciones antes mencionadas
visualizandose a una longitud de onda de 264 nm, donde los alcaloides
inddlicos, quindlinicos, isoquindlinicos y purinicos absorben este tipo de
radiacion (Wagner y Bladt, 2003).En esta CCF (Figura 15) se observan dos
manchas oscuras que presentan los mismos Rf que los anteriormente
reportados, esto sugiere que se tratan de los mismos compuestos, presentando

asi dos caracteristicas propias de los alcaloides.

C,

R PA ET

Figura 15. Placa cromatogréfica de alcaloides bajo luz UV de 264 nm. R: Raiz, PA:
Partes aéreas, ET: Extracto de Nicotiana tabacum., C;: Compuesto 1, N: Nicotina.
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9.1.4 Deteccidn de coumarinas

El cromatofolio empleado para detectar coumarinas llevdo como fase movil el
sistema de solventes 4. En este (Figura 16) se observa una banda de
fluorescencia azul y 4 bandas de la misma fluorescencia en el extracto de
partes aéreas y raiz respectivamente. Esta fluorescencia caracteristica se debe
a una benzopirona en su estructura que les permite absorber la luz ultravioleta
a una longitud de onda de 365 nm (Wagner y Bladt, 2003, Walksmunzka-
Hajnos y Hawryl, 2008). De acuerdo con estos resultados resulta positiva la
presencia de coumarinas en ambas partes de la planta, siendo la raiz la parte
gue posee mayor cantidad de este tipo de compuestos. Los Rf de los distintos

compuestos son mostrados en cuadro 5.

Figura 16 a) Placa cromatografica de coumarinas bajo luz UV de 364 nm. b)
Representacién esquematica de los compuestos. R: Raiz, PA: Partes aéreas.

Las coumarinas existen en la naturaleza como moléculas libres y glucésidos,
estos ultimos se convierten en agliconas a través de reacciones enzimaticas a
la hora del secado (Walksmunzka-Hajnos y Hawryl, 2008). Por ello el proceso
de extraccion con diclorometano garantiza la obtencion de la mayoria de los
compuestos. Debido a que la mayoria son solubles en solventes no polares y
de polaridad media. El empled de una fase movil de tolueno- etil acetato cuya

naturaleza es poco polar permiti6 la separacion de los compuestos,
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arrastrandolos lo suficiente para llevar a cabo su identificacion a partir de un

extracto crudo.

Cuadro 5. Rf de los compuestos en la placa cromatogréfica de coumarinas

Parte de la planta Compuesto Rf
Cy 12

Raiz C, 22

Cs 42

Cs .98

Partes aéreas Ci 43

9.1.5 Deteccion de terpenos

Para la deteccion de terpenos, fue necesaria una extraccién con un solvente
que permitiera la obtencién de los compuestos de acuerdo a sus caracteristicas
estructurales. De acuerdo con la bibliografia los monoterpenos vy
sesquiterpenos generalmente se extraen con pentano, hexano, dietileter,
cloroformo o diclorometano. Los diterpenos son compuestos con caracteristicas
fisicoquimicas y cromatograficas distintas, pero son de polaridad media o poco
polares. Los triterpenos simples y agliconas se pueden extraer efectivamente
con el uso de solventes no polares (Koch, Basar y Richter, 2008, Hajnos,
2008). La utilizacion diclorometano permiti6 entonces abarcar la mayor
cantidad de terpenos en su extraccion. Asi mismo se logro la separacion de los
compuestos debido a la naturaleza poco polar de la fase mévil que permitid
solubilizarlos, arrastrarlos y separarlos para su identificacion en los extractos
crudos de partes aéreas y raiz con la aplicacién del reactivo vainillina-acido
sulfarico. Reactivo como este que contiene un aldehido aromatico como la
vainillina que en presencia de &acidos inorganicos fuertes como el acido
sulflrico producen una coloracion en distintas tonalidades que van desde el
azul- violeta hasta el rojo-café (Oleszel, Kapusta y Stochmal, 2008, Wagner y
Bladt, 2003).

En la CCF realizada para la identificacion de terpenos (Figura 17) se observan

2 bandas de color azul en el extracto de las raices y dos bandas del mismo
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color en las partes aéreas indicando la presencia de compuestos terpénicos en
toda la planta. Asi mismo se puede deducir por los valores en los Rf (Cuadro 6)
gue se trata de compuestos con estructuras similares debido a que eluyen con
valores muy parecidos. A pesar que la deteccion de terpenos fue positiva, y la
presencia de compuestos poco polares es evidente no fue posible una
determinacion mas especifica entre monoterpenos, sesquiterpenos, diterpernos
o triterpenos, debido a que la reaccidn del reactivo no se entiende con precision
y es poco especifica (Oleszel et al., 2008).

a) b)

C2  — C2 —
C, = CL ==
R PA

Figura 17 a) Placa cromatogréfica de terpenos revelada con el reactivo de vainillina-
acido sulfarico. b) Representacion esquematica de los compuestos. R: Raiz, PA:
Partes aéreas

Cuadro 6. Rf de los compuestos en la placa cromatogréfica de terpenos

Partes de la planta Compuestos Valores Rf

Partes aéreas C1 0.17
C2 0.31

Raiz C2 0.17

C3 0.31

9.1.6 Deteccion de saponinas

Las saponinas se encuentran ampliamente distribuidas en especies de plantas,
existiendo naturalmente como glucésidos. Su estructura consiste en una

aglicona que puede ser clasificada como un grupo tritepénico o esteroidal unido
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a una cadena de azucares (Oleszel et al, 2008). Debido a esta caracteristica se
realiz6 una extraccion con metanol que permitié la obtencién de compuestos
polares, entre ellos las saponinas. La segunda extraccion con agua y butanol
permiti6 un cierto grado de purificacion del extracto ya que los compuestos

altamente polares permanecieron en el agua (Wagner y Bladt, 2003).

En la CCF realizada con el sistema 5 (Figura 18) se observa la presencia de 4
bandas de color azul-violeta y 1 banda amarillo-café para la raiz y las partes
aéreas. El testigo empleado, diosgenina presentd una coloracién amarillo-café
caracteristica de las saponinas. Las coloraciones obtenidas en las bandas con
la aplicaciéon del reactivo vainillina-acido sulfurico indican la presencia de
saponinas en el extracto crudo de ambas partes, cuya absorcion de luz de
méaxima varia entre 510 y 620 nm, produciendo distintas tonalidades que van
desde azul, azul-violeta, rojo o amarillo-café (Wagner y Bladt, 2003, Wagner y
Bladt, 2003). Para esta deteccion se utilizé el Rf, que se calcula dividendo la
distancia recorrida por el compuesto sobre la distancia recorrida de de la
sustancia testigo (Deinstrop-Hahn, 2007), esto debido a que el frente del
solvente presenta muchos problemas y la mezcla resultaba en frentes

desiguales.

Cs — 85_ D=
4 = 4—
C3_ C3— a)

C.O Cor>

c.@® C.@

R PA

Figura 18 a) Placa cromatografica de saponinas revelada con el reactivo de vainillina-
acido sulfarico. b) Representacién esquematica de los compuestos. R: Raiz, PA:
Partes aéreas.
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9.2 Evaluacion de la actividad antibacterial

Muchas plantas han sido utilizadas para tratar o prevenir enfermedades
diarreicas. La evaluacion de los extractos provenientes de estas plantas es
relativamente sencillo. La deteccion de la actividad antibacterial se lleva a cabo
utilizando ensayos convencionales que se usan para la evaluacion de
antibioticos que detectan la inhibicion del crecimiento bacteriano en un medio
liquido o solido (Eloff y McGaw 2006). Sin embargo, la evaluacion antibacterial
gue se reporta de productos naturales entre los cuales se incluyen flavonoides
pueden tener discrepancias que quiza puedan ser atribuidas a diferentes
ensayos en los que se realizan. Es necesario la estandarizacion de diversos
factores que permitan evitar la malinterpretacion de resultados y resulten en
falsos positivos (Cushie y Lamb, 2005). Por ello la seleccién del metodo de
difusién en discos utilizando la metodologia de la NCCLS que describe la
estandarizacion de diversos factores como tamafio del indculo, tamafio de
discos, pH, cantidad y tipo de agar, logré la realizacién de un ensayo confiable

y reproducible para la evaluacion antibacterial realizada.

En este ensayo se evalud la actividad antibacterial de los extractos crudos
metandlicos y etandlicos de las partes aéreas de la planta contra cepas
patégenas de distintas clases que permitié ver su actividad contra dos bacterias
Gram (+), Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermis, y dos bacterias
Gram (-), Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa. La seleccién Unica de
estos dos tipos de solventes (metandlico y etandlico) se realizé debido a que el
método de difusion no es apropiado para el analisis de muestras no polares o
aguellas que no se difundan facilmente en el agar, (Cos et al., 2006)
limitandose Unicamente a la evaluacion de estos dos. Sin embargo la
extraccibn con estos dos solventes se abarca una gran cantidad de
metabolitos, con excepcion de aquellos que tienen una polaridad muy baja
(Tiwari et al., 2011).La seleccion de las cepas se llevo a cabo debido a que el
uso tradicional reporta actividad contra una serie de enfermedades infecciosas.
Sin embargo ninguno de los extractos present6 halos de inhibicion en la prueba
de difusidon en discos por lo que resulta negativa su actividad contra las
distintas clases de bacterias mencionadas anteriormente. La gentamicina,

testigo utilizado en la prueba mostré los siguientes halos de inhibicion:
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Cuadro 7. Halos de inhibicion de las bacterias evaluadas contra Gentamicina
(10ugmL™)

Bacteria Halo de inhibicion (mm)
Staphylococcus aureus (ENCB-16883) 16.3
Staphylococcus epidermidis (ITTG-8580) 18.5
Escherichia coli (ITTG-1879) 15.4
Pseudomonas aeruginosa (ATCC-27853 17.4

El uso de gentamicina como testigo positivo durante la prueba se debe a su
capacidad de inhibicion de bacterias Gram (+) y Gram (-). Este es un antibiotico
qgue pertenece a la clase de las aminoglicosidos cuyo mecanismo se basa en
la inhibicion de la sintesis de proteinas bacterianas a nivel ribosomal,
uniendose a la subunidad ribosomal 30S (Coyle, 2005). Los rangos de zonas
de inhibicién corresponden con minimas desviaciones a los que reporta la
CLSI, de esta manera se deduce que a pesar de que la mayoria de las cepas
no son de coleccién presentan valores que se encuentran dentro del rango de
susceptibilidad reportado. La similitud de los rangos de halos inbicion, permite
verificar la actividad antibacterial de este y mas compuestos, ya que un
desvalance de cationes, pH, entre otros factores, resultaria en un halo de
inhibicién menor (Wiklter, et al., 2006), que tambien se verific6 con mediciones
de pH de a cuerdo a las recomendaciones de la metodologia utilizada. Otro
factor importante durante la realizacion de la técnica de difusion de discos fue
la estandarizacion del indculo. Los resultados obtenidos de la absorbancia del
testigo de McFarland resultaron de 0.92 + 0.08. Estos valores encontrados
dentro del rango establecido aseguraron que la suspencion directa de colonias
para la estandarizacion del inéculo, seleccionadas del agar tripticasa tuvieran
valores de 1 a 2 x 108CFU'mML™ , adecuados para cada una de las cepas y la

evaluacion de la actividad antibacterial (Andrew, 2003).
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9.3 Evaluacion de la actividad antiviral

Las células epiteliales de mamifero proveen el sistema celular de cultivo mas
sensible para la propagacion in vitro de influenza humana A descritas a la
fecha. La linea de cultivo mas comdn y que generalmente se usa para el
diagnostico de influenza son las celulas de rifion canino Madin-Darby (MDCK),
linea celular polarizada continla que contiene los receptores de acido sialico y
galactosa unidos por un enlace a-(2,3) y a-(2,6) en su superficie celular

(Nicholson et al., 2000).

9.3.1 Ensayo de hemoaglutinacion

El ensayo de hemoaglutinacion se llevo a cabo para la determinacion del titulo
del virus, es una medida indirecta de determinar el titulo del virus mediante
unidades hemoaglutinantes. Ocurre cuando los virus de influenza aglutinan
eritrocitos de diversas especies de aves o mamiferos uniendose al acido sialico
en la superficie de estas celulas (Nicholson et al, 2000). En esta prueba el virus
de influenza empleado mostré el titulo de 1:16. Demostrando capacidad
hemoaglutinante y suficiente titulo para la realizacion de los ensayos

siguientes.

Dilucion:| 1:1 12 14 18 | 116 | 132 | 164 | 1:128
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Figura 18. Ensayo de hemoaglutinacion En la segunda fila se puede observar el
control. En la tercera el titulo del virus 1:16. En esta figura se puede observar como los
eritrocitos que no se unen al virus, caen al fondo de los pozos y forman botones.
Mientras que los eritrocitos que se unen al virus forman un entramado o
hemaglutinacion que cubre el pozo
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9.3.2 Cuantificacion de virus por ensayo en placa

Este ensayo permitié la cuantificacion del nimero de viriones infecciosos en
una suspecion de virus. El principio de esta prueba es infectar celulas con
diluciones de virus y despues cultivarlas en agar de tal manera que la progenie
de virus sea transmitida solo de la célula infectada hacia sus vecinos
inmediatos. El agar previene la difusion del medio hacia otras regiones de la
monocapa. Despues de varias rondas de infeccion, el virus se extiende para
producir un area localizada de células muertas que se refieren como placas,
dentro de la monocapa celular (Roth, 1995). El nUmero de placas determinado
fue de 3.85x10” UFP'mL™, con esto se calculé una multiplicidad de infeccion

(MOI) de 0.001, que se usé en los siguientes ensayos.

9.3.3 Evaluacién de la citotoxicidad

La citotoxicidad es definida como la interferencia de un compuesto quimico con
estructuras y/o funciones esenciales para la supervivencia y reproduccion de

casi cualquier célula (Zapor, 2004).

La evaluacion de la citotoxicidad llevada a cabo en la linea celular MDCK,
células huésped del virus de influenza en los ensayos antivirales, permitié
determinar valores a los cuales los extractos de las partes aéreas no son
citotoxicos. De esta manera se garantiza que la actividad antiviral pueda ser
evaluada a través de los efectos producidos por los virus con la seleccién
apropiada de distintas concentraciones de los extractos. La realizacion del
ensayo comenzé con una concentracion inicial de 100 pg'mL™, de acuerdo con
lo que recomienda Cos et al., (2006). Sin embargo los resultados obtenidos
partiendo de esta concentracion inicial no mostraron citotoxicidad en las células
obteniendo valores de porcentajes de viabilidad celular practicamente iguales a

los controles celulares.
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Debido a que los valores de viabilidad celular no se ven afectados por ninguno
de los extractos, no fue posible determinar la concentracion citotdéxica media
(CC50) y se decidié usar la misma concentracion inicial para los ensayos

antivirales puesto no poseen citotoxicidad a esa concentracion.

En la figura 19 se muestra a las células MDCK observadas al microscopio después del
ensayo de citotoxicidad, para el extracto metandlico y etandlico respectivamente
evaluadas a una concentracién de 100 uygmL-'. En esta no se aprecian cambios
morfoldgicos significativos con respecto al control celular, presentando la monocapa
celular completa. M: Extracto metandlico, E: extracto etandlico, C: control

9.4 Ensayo de reduccién del efecto citopatico

Las plantas medicinales tienen una variedad de componentes quimicos, que
tienen la capacidad de inhibir el ciclo de replicacion de diversos tipos de virus
de ADN o ARN. Se ha reportado que muchas plantas empleadas en la
medicina tradicional tienen un fuerte efecto sobre la actividad antiviral y algunas
de ellas han sido utilizadas para tratar animales y personas que sufren de

infecciones virales (Chattopadhyay, 2006).

Los metodos comunmente usados para la evaluacion in activiral in vitro se
basan en se basan en diferentes habilidades de los virus para replicarse en
celulas cultivadas. Algunos causan efectos citopaticos o forman placas. Otros
son capaces de producir funciones especializadas o transformaciones celulares
(Cos et al., 2006).

Los efectos citopéaticos se describen como una serie de cambios morfolégicos
en las celulas causados por una infeccién viral que varia con el tipo de virus,
celulas huesped, MOI y otros factores (Suchman y Blair, 2007). La evaluacién
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antiviral mediante el ensayo de reduccion del efecto citopatico permitio la
determinacion de la inhibicion de la citotoxicidad inducida por el virus en las
celulas MDCK. En este ensayo las monocapas confluentes de las celulas
infectadas con el virus incubadas en combinacion con varias concentraciones
los extractos permitio evaluar la actividad antiviral de los extractos metandlicos
y etanolicos mediante la determinacion colorimetrica del porcentaje de celulas
viables (Chattopadhyay, 2006).

El ensayo de reduccion del efecto citopatico se realiz6 con 3 diferentes
estrategias que permitié evaluar la actividad antiviral de extractos en distintas
partes del ciclo de replicacion viral. Los ensayos de pretratamiento y
cotratamiento se realizaron con el fin de determinar el efecto antiviral sobre la
entrada del virus a la célula, mientras el postratamiento se efectué con el fin de
determinar la accién antiviral sobre la replicacion o salida del virus (Kwon et al.,
2010).

Pretratamiento

Durante el ensayo del pretramiento, ninguno de los extractos fue capaz de
reducir el efecto citopatico. Los resultados estadisticos de porcentajes de
viablidad mostraron valores de citotoxicidad muy similares al control viral
utilizado, sin diferencias significativas. La incubacién de los extractos con las
celulas MDCK 24 horas antes de la infeccibn permiti6 determinar que los
metabolitos presentes no tuvieron algun tipo de interaccibn que evitara la
infeccién. Esto sugiere que no existe una interaccion con los receptores del
acido sialico celulares y por lo tanto no poseen la capacidad de bloquear la
absorcion viral o entrada del virus a las celulas, permitiendo llevar a cabo la

infeccion y el ciclo de replicacion viral tal como ocurrié en los controles virales.
Cotratamiento
Los resultados estadisticos no mostraron ninguna reduccion del efecto

citopatico de los extractos evaluados. Los valores obtenidos para cada uno de

los extractos no presentaron diferencias significativas con los controles virales.
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La incubacion de los extractos con los virus permitié en este ensayo determinar
que ningun metabolito presente en cada uno de los extractos interacciona con
este. Al no presentar alguna interaccion con la hemaglutinina, la absorcion viral
se llevo a cabo y los extractos no fueron capaces de inhibir la entrada o

absorcion del virus traduciéndose en una actividad antiviral nula.

Postratamiento

Los resultados obtenidos durante el postratamiento no mostraron la reduccion
del efecto citopético. Este ensayo, en el cual se incubaron las células MDCK
con los extractos después de la infeccion permitié determinar la falta de
actividad antiviral durante la replicacion o liberacion del virus. De acuerdo con
los resultados obtenidos se sugiere que los compuestos presentes no
interaccionan con la neuraminidasa ni evitan la replicacion viral. Con esto se
propaga la infeccion y se lleva a cabo de la misma manera el ciclo de
replicacion viral que con los controles virales, reflejando asi resultados sin

diferencias estadisticas significativas con estos.

Con estos resultados obtenidos se descarta la actividad antiviral en los
extractos metandlicos y etandlicos de las partes aéreas de Elytraria imbricata
de acuerdo a los valores obtenidos. Es importante recordar que un componente
intrinseco de los ensayos antivirales es la determinacion del indice de
selectividad (IS) hacia la célula huésped. Este indice se refiere a la relacién
maxima del farmaco o compuesto que causa el 50% de inhibicion de las células
normales (CC50) y la concentracion minima del compuesto a la que se inhibe
el 50% del virus (IC50) (Cos et al, 2006). Mismo que no fue calculado debido a
que el porcentaje de inhibicion del efecto citopatico no fue estadisticamente

significativo.
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10. CONCLUSIONES

Se identifico la presencia de flavonoides, antraglucésidos, coumarinas,
terpenoides en las partes aéreas y raices.

Se detectd positiva la presencia de un alcaloide Unicamente en las
raices.

Los extractos metandlicos tuvieron un mayor peso que los etandlicos al
reconcentrarse, esto sugiere una mayor presencia de metabolitos
secundarios, sin embargo debe corroborarse.

Los extractos metandlicos y etandlicos no poseen actividad antibacterial
contra Pseudonomas aeruginosa, Escherichia coli, Staphylococcus
aureus y Staphylococcus epidermidis.

Los extractos metandlicos y etandlicos no poseen actividad antiviral
contra el virus de influenza A(HLIN1)pdmO9.

De acuerdo a los datos obtenidos se sugiere el uso tradicional de la
planta se debe a mecanismos distintos a los antibacteriales, sin embargo
debe corroborarse.
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12. ANEXOS

12.1 Preparacion de reactivos de CCF
Reactivo de Dragendorff

e Solucion a): Disolver 0.85g de nitrato basico de bismuto en 10 mL de
acido acético glacial y 40 mL de agua bajo calentamiento.

e Solucion b): Disolver 8 g de loduro de potasio en 30 mL de agua

e Solucion stock. (a)+( b) en una relacién 1:1

Aplicacion: 1mL de la solucion stock se mezcla con 2 mL de acido acético

glacial y 10mL de agua.
Reactivo Natural products
e Reactivo Neu: 1g de éster 2-aminoetil difenil bérico se disuelven en
100mL de Metanol.
e Reactivo PEG-4000: 5g de polietilenglicol-400 se disuelven en 100mL

de Etanol.

Aplicacion: 10mL del reactivo de Neu y 8mL del reactivo PEG-4000. Reactivo

de hidroxido de potasio

Reactivo de hidréxido de potasio

e 5g de KOH se disuelven en 100 0 50 mL .

Reactivo vainillina-acidosulftrico

e a) Disolver 1 g de vainillina en 100 mL de etanol.

e b) 10 mL de Acido sulfurico en 100 mL de etanol.

Aplicacion: 10 mL de (a) seguidos inmediatamente de 10 mL de (b)
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