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1- RESUMEN

Actualmente mas de 40 millones de personas a nivel mundial estan infectadas con
VIH y han ocurrido 24 millones de fallecimientos en todo el mundo. Aunque se han
desarrollado farmacos, estos no eliminan por completo la infeccion, pero si
mejoran la calidad de vida de los enfermos; no obstante, menos del 7% de la
poblacién infectada con este virus tiene acceso a estos tratamientos debido a sus
altos costos y a la baja disponibilidad por lo que es necesario continuar con la

busqueda de compuestos y extractos activos.

En este trabajo, se estudio el extracto de metanol de las hojas de V. mexicana
encontrando que inhibe (50 pug/ml) en 84% la actividad de la enzima transcriptasa
reversa del VIH-1 /n vifro. Dicho extracto se sometié a Cromatografia en Columna
(CC) y se obtuvieron XVII fracciones, que fueron analizadas por Cromatografia en
Capa Fina (CCF) reveladas con FeCls para determinar la presencia de
compuestos fendlicos. Una de las fracciones se sometié a Cromatografia en Capa
Fina Preparativa (CCFp) obteniéndose 7 subfracciones. Se determiné la actividad
inhibitoria de la Transcriptasa Reversa del VIH-1 (RT-VIH-1) de la mayoria de las
fracciones y subfracciones; las mas potentes se analizaron mediante métodos
espectroscopicos (RMN de H y 13C, UV) y espectrométricos (Espectrometria de
Masas) para identificar los compuestos presentes; ademas se calculd su ICso. Las
fracciones X, X5m, Xl, Xlll, XV fueron las mas activas. La fraccion X contiene
flavonoides glicosilados (astilbin y engeletin) mientras que las fracciones Xlll y XV
contienen taninos hidrolizables, estas ultimas fueron las mas potentes con 75 y
78% de inhibicion respectivamente. También se evalué la actividad inhibitoria de la
RT del VIH-1 de algunos estandares, como: taxifolin, quercetina, kaempferol, (+)
catequina, acido galico y acido protecatechuico, siendo los mas potentes la
quercetina, kaempferol y el acido galico (50 pug/ml) con 55, 49 y 42% de inhibicion
de la enzima RT del VIH-1.



2- INTRODUCCION

El agente etiologico del SIDA (Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida) el VIH
(Virus de Inmunodeficiencia Humana) es un retrovirus ubicado en el género
Lentivirus, los cuales poseen largos periodos de incubacién y tienen como blanco
diversos linajes de células hematopoiéticas, particularmente linfocitos (Freed y
Martin, 2001). Hasta el momento han sido identificados y caracterizado dos tipos:
VIH-1 y VIH-2 (Coffin ef al, 1986). La FDA por sus siglas en Ingles
(Administracion de Farmacos y Alimentos de los E.U.A) ha aprobado a la fecha 24
farmacos, 11 son inhibidores de la transcriptasa reversa, 10 son inhibidores de
proteasa, 2 son inhibidores de fusiéon y 1 es inhibidor de integrasa (Hupfeld y
Efferth, 2009). A la fecha, también se han logrado identificar poco mas de 120
compuestos naturales, principalmente de plantas, que pueden impedir la
replicacion del virus (Vlietnick ef al., 1998; Yang ef al., 2001; Singh et al., 2005). El
compuesto natural mas importante es la coumarina (+)-calandlido A que ha sido
aislado de distintas especies de Calophyllum perteneciente a la familia Clusiaceae,
es un potente inhibidor de la enzima de la Transcriptasa Reversa del VIH-1 (RT
del VIH-1) (Kashman ef al., 1992, Huerta-Reyes et al, 2004a). Actualmente se
encuentra en la fase ll/lll de evaluacién clinica con pacientes VIH-1 positivos. De
superar los ensayos clinicos, podria convertirse en el primer farmaco,
originalmente extraido de una especie vegetal y posteriormente producido
sintéticamente, que se aprobase para uso clinico en el tratamiento del SIDA
(Butler, 2005; Sarawak, 2008). El interés en dicho compuesto ha estimulado los
estudios quimicos sobre la familia Clusiaceae, anteriormente conocida como
Guttiferae, que esta constituida por ~36 géneros y 1600 especies, con distribucion
pantropical y diferentes habitos de vida: arboles, arbustos, lianas, hierbas anuales
o perennes. La familia Clusiaceae en México consta de ~8 géneros y 21 especies.
En un estudio bioprospectivo fueron evaluados los posibles efectos inhibitorios de
los extractos organicos de las hojas de las 21 especies sobre la RT del VIH-1
(Huerta-Reyes ef al, 2004a). Cinco especies mostraron una alta actividad

inhibitoria (=270%), siete fueron moderadamente activas (50-70%) y nueve
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mostraron <50% de inhibicién. La mas activa fue Calophyllum brasiliense con mas
del 77% de inhibicion. Otras especies con alta actividad fueron Clusia massoniana
y Vismia mexicana con el 72% de inhibicion de la enzima. Con el fin de contribuir a
identificar los principios activos presentes en Vismia mexicana (Fig. 1), en la
presente tesis se estudio y evaluo el efecto del extracto metandlico de las hojas y

sus fracciones cromatograficas sobre la enzima RT-VIH-1.

Fig. 1. Ejemplar de herbario y foto de Vismia mexicana

(Cascada de la Monja, Xico, Ver).

Pais: México

Arbolito de aproximadamen
dorado por ¢l envés. Latex
Bosque mesofilo de montad 2
Colector: Maribel Huesca Grajales y Ricardo Reyes Chil #
Fecha: 14/ septiembes’ 2003



3- ANTECEDENTES

3.1- Clusiaceae

La familia Clusiaceae, anteriormente conocida como Guttiferae contiene arboles,
arbustos o plantas herbaceas, de hojas simples, limbo con puntos o lineas
glandulares de color claro, observadas a trasluz, o bien con glandulas de color
oscuro. Se reconocen 40 géneros con ~1000 especies distribuidas en regiones

templadas, subtropicales y tropicales del mundo (Rodriguez, 1996).

Los géneros mas importantes son Clusia, Calophyllum y Vismia con cerca de 300
178 y 60 especies, respectivamente (Kearns ef al., 1998). Recientemente, Vismia
fue segregada de Clusiaceae e introducida en Hypericaceae Juss, los caracteres
que la diferencian de la primera son principalmente la presencia de androceo
fasciculado, anteras pequenas y estilos libres (Robson, 1978; Gustafsson et al,
2002). La delimitacion y separacion de la familia ha sido mejor apoyada con datos
moleculares, secuencias de ADN (APG II, 2003; Davis et al., 2005; Tokuoka &
Tobe, 2006).

La familia Hypericaceae se distribuye principalmente en zonas tropicales y
templadas del mundo y agrupa a 8 géneros con cerca de 560 especies. En
nuestro pais, se considera la presencia de 4 géneros y ~15 especies, para el caso
del estado de Veracruz se conocen 2 géneros (Hypericum y Vismia) con 9

especies (Pérez y Castillo, 2008).

En el genero Vismia, podemos encontrar arboles o arbustos, que llegan a medir
hasta 15 m de alto, sus hojas son opuestas y simples; la inflorescencia es de tipo
cimosa, con pedicelos articulados cerca de la base; las flores son hermafroditas; el
caliz presenta 5 sépalos, que son pubescentes dorsalmente, con el margen

membranoso y glandular; la corola tiene 5 pétalos, con glandulas rojizas, lineales y



circulares; tiene abundantes estambres, dispuestos en 5 fasciculos anipetalos con
50 cada uno, connados casi hasta la mitad de su longitud, los fasciculos
estaminoidales 5, que son alternos a los fasciculos estaminales, obovados; las
anteras presentan dehiscencia longitudinal, ovoides; el ovario es 5 locular, con
placentacion axial, con 5 estilos libres, y estigmas subcapitados; su fruto es una
baya, indehiscente, glandular y con numerosas semillas cilindricas (Pérez y
Castillo, 2008).

A nivel mundial, Vismia esta representada por 55 a 65 especies distribuidas en
América Tropical y Africa Tropical. En México se estima que existen 3 especies de
Vismia: V. mexicana, V. camparagueyy V. baccifera (Huerta-Reyes et al/, 2004).
Sin embargo, algunos autores consideran que V. mexicana 'y V. baccifera son
sindnimos. Dos especies se encuentran en el estado de Veracruz: V. baccifera y
V. camparaguey (Pérez y Castillo, 2008). De acuerdo a estos autores, los

sinénimos de V. baccifera (L) Triana & Planch (1862) son:

Hypericum bacciferum L. (1771).

Vismia gufttifera Pers. (1807).

V. dealbata Kunth., Nov. (1821).

V. mexicana Schltdl. (1836).

V. panamensis Duchass. & Walp. (1850).

Caopia baccifera (L.) Kuntze. (1891).

Vismia baccifera (= Vismia mexicana) es un arbol o arbusto, de 2-12 (-15) m de
alto, glabro, con la corteza parda, estriada, caduca, las ramas igualmente glabras,
las lenticelas alargadas estrellado-ferrugineas, con puntos de exudado amarillo.
Las hojas son opuestas, simples, perennes, pecioladas, el haz es pardo-rojizo,
glabrescente, el envés pardo-rojizo, blanquecino, con puntos de exudado
amarillento, la lamina es deltoide, ovada, oblongo-lanceolada, de (4.0 -) 6.5- 15.5

(- 20.5) cm de largo, (1.4 -) 2.7 — 8.0 cm de ancho, el margen es entero, el apice
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acuminado, con la base atenuada, obtusa, la nervacién eucamptodroma, de (10 -)
12 — 16 (- 20) pares de nervios laterales, los nervios impresos, prominentes en el
haz y envés, con puntos de exudado amarillento, el peciolo perpendicular a las
ramas, acanalado, de (0.9-) 1.4 — 2.3 cm de largo, glabrescente. La inflorescencia
es terminal y cimosa, de (1 -) 5 - 10 (- 12) cm de largo, con (1 -) 16 — 60 (- 194)
flores, el pedunculo ausente o de 1cm de largo, el raquis estriado, cuadrangular,
estrellado-ferrugineo, los pedicelos articulados en la base, de 2 — 10 mm de largo,
con mechones de tricomas estrellados, de 1 mm de largo; flores hermafroditas;
caliz actinomorfo, con 5 sépalos connados en la base, erectos, perennes en los
frutos, algunas veces reflejos, deltoides, ovado-lanceolados, de 4 — 6 (- 7) mm de
largo, 2 — 4 mm de ancho, coriaceos, estrellado-ferrugineos, la superficie interior
glabra o barbada, las glandulas, negras escasas, lineares y circulares, el margen
pardo, de 0.5 — 1.0 mm de ancho, membranoso, ciliado, con circulos y lineas
negras, el apice agudo u obtuso; corola actinomorfa, con 5 pétalos libres caducos
o perennes en los frutos, pardos, amarillentos, ovados, espatulados, de 4 — 8 mm
de largo, 2 — 3 mm de ancho, membranaceos, las glandulas rojizas, circulares,
rojizas hacia el margen apical, la superficie exterior glabra, la superficie interior
barbada, parda, el margen entero, la base atenuada, el androceo con 5 fasciculos
de estambres, opuestos a los pétalos, caducos, a veces perennes en los frutos,
los fasciculos de estaminodios 5, alternos a los estambres, perennes en los frutos,
pardos, espatulados, de 1.0 - 1.5 mm de largo, pilosos; estambres 45 - 50,
connados en la base, en fasciculos pardos, espatulados, de 2 - 4 mm de largo,
pilosos, las anteras dorsifijas, 2 -tecas, la dehiscencia longitudinal, pardo-rojizas,
oblongas de 0.3 mm de largo, el apice y la base obtusos, glabras, la superficie
papilosa; ovario supero, 5 -carpelar, 5 -locular, pardo, globoso, de 1.2 - 3.0 mm de
largo, 1.0 - 1.5 mm de ancho, glabro, los 6vulos numerosos, los estilos 5, libres,
perennes en frutos, de 1.0 - 3.5 mm de largo, glabros, homostilos, el estigma
capitado, de 0.5 mm de ancho, la superficie papilosa. Fruto una baya, pardo-rojiza,
circular en corte transversal, de 7-18 mm de largo, 6 - 17 mm de ancho, 5 -locular,

indehiscente, la superficie glabrescente, el apice y la base obtusos; semillas de 30
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- 50 por Iéculo, rojizas, rectas, curvadas, de 2 - 3 mm de largo, 1 mm de ancho, la

superficie papilosa (Pérez y Castillo, 2008).

Vismia baccifera (= Vismia mexicana) se puede encontrar desde los 190 a los
1600 msnm, principalmente en vegetacion de Selva Alta Perennifolia, Selva
Mediana Subperenifolia, Bosque de Pino-Encino, Bosque de Encino, Bosque
Caducifolio y vegetacion secundaria derivada de estas comunidades vegetales. Se
puede encontrar en Centroamérica y Sudamérica (Colombia y Venezuela). En
México se distribuye en Chiapas, Oaxaca, Tabasco y Veracruz (Figura 2). Entre
sus nombres comunes tenemos “huacalillo, chotillo, nanchillo y tesuate colorado”
(Oax) (Pérez y Castillo, 2008).

H

A

EsTADOC DE WERACRUZ -~z
MAPA DE DISTRIBUCION

& Vismiz hacoiFera [L.) Triana & Planch.

=

Eah

=

FOLFO DE MEXICOD

Figura 2. Distribucion de Vismia baccifera (= Vismia mexicana)
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3.2- Usos tradicionales de especies del genero Vismia

En la Tabla 1 se muestran algunos de los usos tradicionales que se le han dado a

especies del genero Vismia, en diferentes paises de Sudamérica y Africa. En

general se aplican para tratar infecciones internas y externas causadas por

microorganismos, como colorantes y en padecimientos del sistema nervioso.

Tabla 1. Usos tradicionales de especies del genero Vismia.

(Con base en Vizcaya ef al., 2012).

Uso

Especie y sitio

Contra mordedura de serpiente; pintura deco-

rativa para el cuerpo (Ewan, 1962)

Vismia sp, (Amazonas)

De la resina se obtienen tintes, taninos y aceites
(Ferrari et al., 1979)

V. baccifera (Colombia y Brasil)

La savia fresca se usa como purgante, contra
afecciones del tracto urinario y enfermedades
superficiales de la piel; la corteza y hojas como
antipirético y antirreumatico (Peres, 1978); el
jugo de los frutos se usa para teiir lana y pre-

parar alimentos (Peres y Nagen, 1997)

V. guiannensis (Colombia y

Brasil)

La madera es util en la fabricacion de mangos o
empufaduras de herramientas domesticas
(Ferrari et al., 1979)

V. baccifera (Colombia y Brasil)

El latex se usa contra la pitiriasis (infeccion
superficial), lesiones de leshmaniasis (Delle
Monache et al., 1984)

V. cayennensis (Amazonas)

Para aliviar comezén, tratar heridas externas: la
decoccion de las hojas para bajar la fiebre; el

latex de la corteza se usa contra infecciones

Vismia sp. (Guyana Francesa)
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fungicas bucales; el latex de la fruta se usa en
lesiones provocadas por leshmaniasis
(Simmonds ef al., 1985)

Hojas y raices disminuyen la dificultad para | V. fomenfosa (Amazonas)
comprender instrucciones (Schultes, 1993)

Se reafirma el uso que le dan personas con
dificultad de entendimiento de instrucciones, y
se aporta que también se usa para la relajacion
de los musculos en personas con dificultad para
hablar provocada por la degeneracion motora
(Adams et al, 2007)

Llamado comunmente lacre, se utilizan las hojas | V. guianensis (Noroeste de
para aliviar dolores en general y de rifiones y | Brasil)

como planta magica religiosa (Alburqueque ef
al., 2007)

Utilizadas para enfermedades infecciosas, prin- | V. guianensis y V. leonensis
cipalmente de transmision sexual (Suffredini ef | (Guinea)
al., 2007)

Llamada pichirina en dicha zona, el latex se | V. macrophylla (Amazonas del
utiliza como cataplasma aplicado en la piel para | Peru)

combatir la sarna (Sanz- Biset et a/., 2009)

La decoccién del exudado de los frutos se usan | V. sanadwithii (Amazonas del
para combatir la hepatitis (Sanz- Biset ef al., | Peru)
2009)

Las hojas cocidas son utilizadas para bafar al | V. cayennesis (Suriname)
bebe antes de dormir para proporcionarle un

mayor descanso (Ruysschaert ef al., 2009)

Banos de hojas cocidas para preservar la salud | V. guinanensis (Suriname)
del bebe en general (Ruysschaert ef al., 2009)

Se usa para dolores estomacales (Ruysschaert | V. macrophylla (Suriname)
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et al., 2009)

Se usa en heridas infecciosas (Valadeau ef al,, | V. baccifera (Peru)
2010)

La infusién de hojas que se utiliza para controlar | V. pozuzoensis (Peru)

los escalofrios (Valadeau ef a/., 2010)

Infusiones de los tallos se usa para tratar el | V. popzuzoensis (Peru)
dolor de garganta, asi como también para tratar
y prevenir el virus de la influenza (Valadeau ef
al., 2010)

3.3- Fitoquimica de Vismia

El deseo permanente por conseguir medicamentos de origen natural, asi como el
reiterado uso y aprobacién de la medicina folclérica tradicional, llevé a una serie
de cientificos a desarrollar detallados y minuciosos experimentos destinados a
conocer plantas con actividades farmacologicas. Métodos y ensayos variados han
mostrado que los extractos de algunas especies de Vismia, presentan
propiedades antibacterianas, antimicéticas, antiparasitarias, insecticidas vy
antivirales entre otras, dichos descubrimientos merecen especial atencion y
profundizacion en el estudio de este importante género. De las especies de Vismia
se han aislado antraquinonas, antronas, antranoides prenilados, flavonoides,
benzofenonas, xantonas, lignanos, cumarinas, sesquiterpenos, triterpenos vy
componentes volatiles (Vizcaya et al. 2012). En la Tabla 2 se muestran los

compuestos hasta ahora reportados para el genero Vismia.

Las antraquinonas, son el grupo mas numeroso de quinonas; estan compuestas
por tres anillos, dos aromaticos que rodean a una quinona, la mayoria contienen
hidroxilos en los carbonos 1y 2; frecuentemente estan en forma de glicosidos, que
se hidrolizan durante el proceso de extraccion. A veces el glicésido deriva de una

quinona reducida, la antrona, y puede tener la molécula de azucar unida al
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carbono 9, o bien unido a un atomo de oxigeno. Estos compuestos son de color
naranja o rojo, su principal propiedad es su poder purgante y se usan como

colorantes (Valencia, 1995).

Los flavonoides son un grupo de sustancias que se encuentran en las plantas
cuyas estructuras corresponden a la serie Ces-C3-Cs, por lo que su esqueleto de
carbonos consiste en dos anillos de benceno (Ce) separados por una cadena
alifatica de 3 carbonos. Estos compuestos pueden encontrarse en forma de
glicosidos. Su principal funcién, es como pigmentos en las flores y frutos, que
ayudan a atraer insectos y animales favoreciendo la polinizacién y dispersion de
semillas. También se cree que los flavonoides tienen una funcién protectora y le

confieren a la planta resistencia contra las enfermedades (Valencia, 1995).

Otros compuestos importantes son: coumarinas, terpenoides (sequiterpenos vy
triterpenos) y lignanos. A continuacion se describen algunos de estos grupos. Las
coumarinas poseen un esqueleto benzopiranona. Una caracteristica comun en
muchas cumarinas es la presencia de cadenas isoprenoides, frecuentemente de
una, dos o tres unidades, ligadas a un atomo de carbono del nucleo, a un atomo
de oxigeno o a ambos. Son sustancias fluorescentes fotosensibles, que se pueden
encontrar en forma de glicosidos. Se usan como veneno para peces, como
espasmoliticos y vasodilatadores, para el oscurecimiento de la piel, como
repelentes de insectos, como narcoéticos, para disminuir la sensibilidad de los
nervios, para causar paralisis en musculos lisos y una de las sustancias

aromaticas mas empleadas (Valencia, 1995).

Los sesquiterpenos son compuestos CisH24, derivados de 3 moléculas de
isopentenil pirofosfato -Cs-. Los triterpenos con estructura CaoHas, se encuentran
en forma de resinas, corcho y aceites esenciales. Muchos de los lignanos se
encuentran como glicosidos y se presentan como solidos incoloros (Valencia,
1995).
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Tabla 2. Composiciéon quimica del genero Vismia.
(Con base en Vizcaya ef al,, 2012; Ahmed ef al.,, 2003)

COMPUESTO

ESPECIE QUE LO PRESENTA

Antraquinonas
o

[0}

Vismiaquinona
A

V. reirchartiana Ewan (Goncalves y Mora, 1981)

V. japurensis Reichard (Miraglia ef al., 1981)

V. martiana Richard (Nagen y Faria de Jesus, 1997)

V. parviflora Cham & Schltdl (Nagen y Faustino, 1997)

V. baccifera Planch & Triana (Hussein ef a/., 2003)

V. laurentii De Wild (Nguemeving ef al., 2006)

V. baccifera var. dealbata Planch & Triana (Salas ef al., 2008)

Vismiaquinona
B

V. japurensis Reichard (Miraglia ef al., 1981)
V. martiana Richard (Nagen y Faria de Jesus, 1990)
V. laurentii De Wild (Nguemeving ef al., 2006)

Vismiaquinona

V. martiana Richard (Nagen y Faria de jesus, 1990)

C V. parviflora Cham & Schitdl (Nagen y Faustino, 1997)
Laurentenquinona | V. /aurentiiDe Wild (Noungoue ef a/., 2008)
A,ByC
Isoxantrorina V. laurentii De Wild (Noungoue ef al., 2008)
V. guaramirangae Huber (Camelle et al., 1982)
Acido V. cayeneensis Jacq (Pinheiro ef al., 1984)
crisofanico V. martiana Richard (Nagen y Faria de Jesus, 1990)
V. parviflora Cham & Schltdl (Nagen y Faustino, 1997)
V. cayeneensis Jacq (Nagen y Faria de Jesus, 1990)
Fiscion V. guaramirangae Huber (Camelle ef al., 1982)
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V. japurensis Reichard (Pinheiro et al., 1984)
V. mexicana Schltdl (Pihneiro ef al., 1984)
V. rubescens Oliv (Schultes, 1993)

Madagascina

V. guaramirangae Huber (Camelle, 1982)
V. martiana Richard (Nagen y Faria de Jesus, 1990)
V. parviflora Cham & Schltdl (Nagen y Faustino, 1997)

2-isoprenil-emodina

V. guaramirangae Huber (Camelle ef al., 1982)

Metil-5,7-dihidroxi
-2,2,9-trimetil-6,
11-dihidroxi-2-Hantra
[2,3-b] piran-8-

carboxilato

V. laurentii De Wild (Tchamo et al., 2008)

3-geranil-oxi-6-
metil-1,8-

dihidroxiantraquinona

V. guianensis Aubl (Epifano et al., 2007)
V. orientalis Engl (Epifano et al., 2007)

3-(19-
hidroxigeraniloxi)-6-
metil-1,8-

dihidroxiantraquino

V. guianensis Aubl (Epifano ef al., 2007)
V. orientalis Engl (Epifano et al., 2007)

3-0O-(2-hidroxi-3-
metil-but-3-

enil)emodina

V. guianensis Aubl (Epifano ef al., 2007)
V. orientalis Engl (Epifano et al., 2007)

3-0O-(2-metoxi-3-
metil-but-3-

enil)emodina

V. guianensis Aubl (Epifano ef al., 2007)
V. orientalis Engl (Epifano et al., 2007)

3-0O-(3-hidroximetil-

but-2-enil)emodina

V. guianensis Aubl (Epifano ef al., 2007)
V. orientalis Engl (Epifano et al., 2007)

3-0-(3-hidroximetil-4-
hidroxi-2-

enil)emodina

V. guianensis Aubl (Epifano ef al., 2007)
V. orientalis Engl (Epifano et al., 2007)
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Antronas

o]

Ferruantrona

V. baccifera var. ferruginea Plach & Triana (Delle et al., 1979)
V. decijpiens Cham & Schltdl (Gonzales ef al., 1980)

3-geraniloxi-6-
metil-1,8-

dihidroxiantrona

V. laurentii De Wild (Nguemeving ef al., 2006)

y-hidroxiantrona A3

V. guaramirangae Huber (Delle et al., 1983)

Bioantrona A1

V. guianensis Aubl (Botta ef al., 1986)

Bivismiaquinona

V. baccifera Planch & Triana (Hussein ef a/., 2003)
V. laurentii De Wild (Nguemevig ef al., 2006)

Antranoides prenilados

OH OH o

Harunganina

V. baccifera var. ferruginea Plach & Triana (Delle et al., 1979)
V. decijpiens Cham & Schltdl (Gonzales ef al., 1980)
V. macrophyla Kunth (Hussein et al., 2003)

Ferruginina A

V. baccifera var. ferruginea Plach & Triana (Delle et al., 1979)
V. decijpiens Cham & Schltdl (Gonzales ef a/., 1980)
V. macrophyla Kunth (Hussein et al., 2003)

Ferruginina B

V. baccifera var. ferruginea Plach & Triana (Delle et al., 1979)
V. decijpiens Cham & Schltdl (Gonzales ef al., 1980)

V. macrophyla Kunth (Hussein ef al., 2003)

V. mexicana Schltdl (Pinheiro ef al., 1984)

Ferruginina C

V. macrophyla Kunth (Hussein et al., 2003)

19




y- hidroxiferru

ginina A

V. decipiens Cham & Schltdl (Camelle ef al,, 1982)

V. guaramirangae Huber (Camelle ef al., 1982)

v,y -dihidroxiferru

V. decijpiens Cham & Schltdl (Gonzalez et al., 1980)

ginina A V. guaramirangae Huber (Delle Monache ef al., 1983)
V. mexicana Schltdl (Pinheiro ef al., 1984)
V. decijpiens Cham & Schltdl (Gonzalez et al., 1980)
Vismiona A V. japurensis Reichard (Miraglia ef al., 1981)
V. mexicana Schltdl (Pinheiro ef al., 1984)
V. decijpiens Cham & Schltdl (Gonzalez et al., 1980)
Vismiona B V. mexicana Schltdl (Pinheiro ef al., 1984)
V. baccifera Planch & Triana (Hussein et a/., 2003)
Vismiona H V. guianensis Aubl (Botta ef a/., 1986)
Vismina V. decijpiens Cham & Schltdl (Gonzalez et al., 1980)

V. baccifera Planch & Triana (Hussein ef a/., 2003)

Deacetilvismiona A

V. decijpiens Cham & Schltdl (Gonzalez et al., 1980)
V. jefensis N. Robson (Fuller ef al., 1999)

Acetilvismiona B

V. japurensis Reichard (Pinheiro ef al., 1984)

Diacetilvismiona H

V. jefensis N. Robson (Hussein ef al., 2003)

Flavonoides

\_/

(o]

Kaempferol

V. laurentii De Wild (Nguemevig ef al., 2006)

Quercetina

V. parviflora Cham & Schltdl (Nagen y Faustino, 1997)

Benzofenonas

(o}

Vismiofenona A

V. decijpiens Cham & Schltdl (Gonzalez et al., 1980)
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V. guaramirangae Huber (Camelle ef al., 1982)

Vismiofenona B

V. decijpiens Cham & Schltdl (Gonzalez et al., 1980)

Vismiofenona C

V. guaramirangae Huber (Camelle ef al., 1982)

Vismiofenona Dy G

V. cayeneensis Jacq (Fuller et al., 1999)

Isovismiafenona B

V. decijpiens Cham & Schltdl (Gonzalez et al., 1980)

Vismiaguianona A,

V. guianensis Aubl (Seo ef al., 2000)

B,C,DyE
Guttiferonas A, B, | Vismia spp (Chilpa y Reyes, 2009)
C,DyF
Xantonas
1,4,8- V. latifolia Aubl (Santos ef al., 2000)
trinidroxixantona | V. rubescens Oliv (Tamokou ef al., 2009)
1,3- dihidroxi-2- V. latifolia Aubl (Santos ef al., 2000)
metoxixantona
1,5-dihidroxi-8- V. latifolia Aubl (Santos ef al., 2000)
metoxixantona
Ol-demetil-37,4"-
dioxipsorospermin- | V. /aurentii De Wild (Nguemevig ef a/., 2006)
3",4"-diol

Hipericanarina

V. guaramirangae Huber (Cardona ef al., 1986)

Kielcorina V. guaramirangae Huber (Peres y Nagem, 1997)
Cadensina A, B, C | V. guianensis Aubl (Peres ef al., 2000)
yD
8-hidroxi V. guaramirangae Huber (Cardona ef al., 1986)

candensina D

Xantona prenilada
V1, V1a, V2 'y Voa

V. guianensis Aubl (Botta ef a/., 1986)
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Laurentixantona A

V. laurentii De Wild (Nguemevig ef al., 2006)

Cumarinas

L

Vismiaguianina Ay B

V. guianensis Aubl (Seo ef al., 2000)

Sesquiterpenos

trans-a-farneseno

V. cayeneensis Jacq (Pinheiro ef al., 1984)

cis-o-farneseno

V. mexicana Schltdl (Pinheiro et al., 1984)

Humuleno V. guaramirangae Huber (Camelle et al., 1982)
g-sileneno V. japurensis Reichard (Pinheiro ef al., 1984)
V. cayeneensis Jacq (Pinheiro ef al., 1984)
Triterpenos
V. cayeneensis Jacq (Miraglia ef al., 1981)
V. japurensis Reichard (Simmonds ef al., 1982)
Sitosterol V. guaramirangae Huber (Camelle et al., 1982)
V. parviflora Cham & Schitdl (Nagen y Faustino, 1997)
V. martiana Richard (Nagen y Faria de Jesus, 1990)
Estigmasterol V. laurentii De Wild (Nguemevig et al., 2006)
g-amirina V. cayeneensis Jacq (Miraglia ef al., 1981)
Lupeol V. parviflora Cham & Schitdl (Nagen y Faustino, 1997)
Friedelano V. laurentii De Wild (Nguemevig ef al., 2006)
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Friedelanol

V. rubescens Oliv (Tamokou ef al., 2009)
V. laurentii De Wild (Nguemevig ef al., 2006)
V. japurensis Reichard (Miraglia ef al., 1981)

Friedelina

V. japurensis Reichard (Miraglia ef al., 1981)

V. martiana Richard (Nagen y Faria de Jesus, 1990)

V. parviflora Cham & Schltdl (Nagen y Faustino, 1997)

V. laurentii De Wild (Kuete et al. , 2007)

V. rubescens Oliv (Tamokou ef al., 2009)

V. baccifera var. dealbata Planch & Triana (Salas ef al., 2008)

Dammaradienol

V. guaramirangae Huber (Camelle ef al., 1982)

V. martiana Richard (Nagen y Faria de Jesus, 1990)

Acido Betulinico

V. cayeneensis Jacq (Miraglia et al., 1981)
V. martiana Richard (Nagen y Faria de Jesus, 1990)
V. parviflora Cham & Schitdl (Nagen y Faustino, 1997)

Turical-7,24-dien-3-

ona

V. laurentii De Wild (Noungoue ef al., 2008)

Stigmata-7,22-dien-

3-ona

V. laurentii De Wild (Noungoue ef al., 2008)

Lignanos

Hy

C —CH——-C
Hy (

C —CH——-C

Siringaresinol

V. guaramirangae Huber (Delle Monache et al., 1983)

Deacetilsiringaresinol

V. guaramirangae Huber (Delle Monache et al., 1983)

Sesamina V. guaramirangae Huber (Delle Monache ef al., 1983)
V. baccifera var. dealbata Planch & Triana (Salas ef al., 2008)
55'- V. guaramirangae Huber (Camelle ef al., 1982)

dimetoxisesamina
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3.4 Actividad biolégica de compuestos y extractos de especies de Vismia

En la Tabla 3 se muestran ensayos bioldgicos hechos a extractos y compuestos

aislados de especies del genero Vismia, realizados en Sudamérica, Africa y

Europa, obervandose que tienen actividad insecticida, antitumoral, asi como

antiviral y bactericida, siendo los compuestos mas probados antranoides y

lignanos.

Tabla 3. Actividad biolégica de compuestos del genero Vismia.

(Con base en Vizcaya ef al., 2012)

Actividad Biol6gica Probada

Especie y sitio

Las vismionas y ferrugininas aisladas de Vismia
inhiben el apetito en larvas de Spodopfera y

Locusta (Simmonds ef al., 1985)

Vismia sp. (Guyana Francesa)

Actividad citotéxica y antitumoral de compues-
tos aislados de dicho genero (Delle Monache ef
al., 1984)

Vismia sp. (Sudamérica)

Se emplean extractos en una composicion
cosmética dermatoldgica que estimula la sin-
tesis de colageno, util contra los efectos del
envejecimiento cutaneo, también mejora la
cicatrizacion y trata las diversas patologias
acompanadas de una deficiencia de colageno

(Bonte y Meybeck, 1997)

V. cayennensis, V. guiannensis,
V. macrophylia, V. latifolia, V.
sanawithii, V. sessilifolia, V. gui-
nnensis, V. angusta, V. confer-
tiflora, V. amazonica, V. deal-
bata, V. ferruginia, V. tomenftosa,
V. baccifera, V. lindeniana y V.

Jjapurensis (Espana)

Extractos de MeOH y CH2Cl> no tienen activi-

dad insecticida contra Sifophiluz oryzae

V. baccifera (Region de Lancillo)
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(Broussalis ef al., 1999)

Se establece un protocolo de regeneracion /in
vitro a través de organogeénesis, ya que dicha
especie produce Vismiona A (compuesto

anticanceroso) (Monacelli ef al., 1999)

V. guiannensis

Extracto inactivo contra el virus de herpes, sin
embargo fue activo contra Mycobacterium phlei
(Lépez et al., 2001)

V. macrophyilla (Colombia)

Extractos etanolicos de frutos activos contra
Trypanosoma brucei'y Trypanosoma cruzi con
un rango de actividad >10 pg/mL (Zacaria et al.,
2004)

V. orientalis (Tanzania)

Posee actividad contra el virus de herpes simple
(HSB-1 y -2), mostrando una 1C50=5.5 ug/mL
(Khan et al., 2005)

V. macrophylla

Actividad antimalarica, la Vismiona H posee una
IC50=0.088 ug/mL (Menan et al., 2006)

V. guiannensis (Este de Africa)

Actividad antibacteriana del extracto crudo,
aislandose Sesamina, Friedelina y Vismiaquino-
na contra S. aeurus, E. faecalis y P. aeruginosa,
teniendo valores de CIM entre 2 a 5 mg/mL
(Salas ef al, 2006)

V. baccifera var. dealbata

Extractos MeOH activos contra bacterias gram
negativas y gram positivas y dos cepas de
levaduras, obtiendose un rango de CIM entre
4.88 y >78.12 pg/mL (Kuete et al., 2007)

V. laurentii
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Toxicidad aguda y actividad analgésica del
extracto acuoso en animales de experimen-
tacion (Salas et al., 2007)

V. baccifera var. dealbata

Presento una 1C50=52.4 pg/mL contra Leshma-

nia amazonensis (Estevez ef al., 2007)

V.

Peruvian Chayahuita)

tomenfosa (Grupo étnico

Actividad citotdxica /n vitro del extracto, presen-
tando un porcentaje de letalidad de -100 en la
linea de células cancerosas KM-12 (Suffredini

et al., 2007)

V. guianensis (Brasil)

Frutos extraidos por percolacion con éter de
petréleo, AcOEt y MeOH, mostraron su capaci-
dad captadora de radicales, teniendo mayor
actividad el de AcOEt seguido por el de éter de
petréleo, asociandose la actividad a ferruginina
A

vismiaquinona A (Alvarez et al., 2008)

y - hidroxiferruginina y la antraquinona

V. baccifera var. ferruginea y V.

guianensis

La Sesamina, demostré tener actividad citoto-
xica en lineas celulares de cancer pulmonar con
una ICs0=1 mg/mL (Salas ef al., 2008)

V. baccifera var. dealbata

La corteza presento una ICsp >100 pg/mL para

Leishmaniasis (Valadeau ef al., 2009)

V. baccifera (Peru)

Infusidon de hojas mostré una ICso >100 pg/mL
para Leishmaniasis y 22.9 + 8.9 ug/mL contra la

malaria (Valadeau ef a/., 2009)

V. pozuzoensis (Peru)

La xantona aislada de esta planta interviene en

el efecto vasodilatador sobre las arterias en

V. latifolia (Brasil)
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ratas pequefas, a través de la inhibicion de los
mecanismos sensibles al calcio activados por la

proteina quinasa C (Camara et al., 2010)

Los extractos de los tallos de dicha planta, mos- | V. baccifera (Amazonas)
tro elevada actividad antioxidante (Lizcano et
al., 2010)

3.5- Generalidades del VIH

En 1981 se descubri6 una nueva enfermedad humana, el Sindrome de
Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA). Dos afos después se identifico el agente
causal, el Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH), descubierto por un equipo de
investigadores del Instituto Pasteur; sin embargo fue hasta 1984 que este hallazgo
tomo relevancia tras la confirmacion por parte de investigadores estadounidenses
de que un retrovirus era el responsable de la enfermedad (Reyes-Chilpa y Huerta-
Reyes, 2009; Hirsch y Curran, 1996). También se identificd que el principal blanco
del VIH son los linfocitos CD4+, debido a que estas células son parte importante
del mecanismo de defensa del organismo, la disminucion de estas favorece la
aparicion de infecciones que resultan letales (Sierra ef al., 2005). Actualmente mas
de 40 millones de personas estan infectadas con VIH y han ocurrido 24 millones
de fallecimientos en todo el mundo, por lo que es necesario continuar con la

busqueda de compuestos activos (Reyes-Chilpa y Huerta-Reyes, 2009).

27




3.6- Ciclo de replicaciéon del VIH.

La replicacion del VIH-1 se lleva a cabo en diez pasos (Cos ef al., 2004; Figura 3),
que son: 1) La interaccion de los viriones libres con la célula. 2) La unién y fusion
del virus, mediante las glicoproteinas virales gp120 (SU) y gp41 (TM), con los
receptores CD4+ (Dalgleish ef al, 1984; Klatzmann et al, 1984) y los
correceptores de quimiocinas CXCR4 o CCR5 de la célula hospedera (Fauci,
1996). 3) Las particulas virales parcialmente desnudas quedan libres en el
citoplasma. 4) Se inicia la transcripcion del ARN viral en un ADNc de doble cadena
(Hu y Temin, 1990), proceso que es regulado por la enzima Transcriptasa Reversa
(RT) (Freed y Martin, 2001). 5) EI ADN producto de la retrotranscripcion es
transportado a través del citoplasma hacia el interior del nucleo, donde es
integrado al ADN cromosomal de la célula hospedera mediante la enzima IN que
forma parte del complejo de preintegracién (Pullen y Champoux, 1990). 6) EI ADN
viral integrado sirve como molde para que la ARN polimerasa dependiente de ADN
(Pol II) sintetice los ARNm que son traducidos en proteinas virales en el
citoplasma de las células infectadas (Evans y Levy, 1993). 7). El precursor de las
glicoproteinas gp160 y las poliproteinas de Gag y Gag/Pol son transportadas por
vias independientes hacia la membrana. 8) Estas participan en la formacion de
particulas esféricas que contienen las glicoproteinas virales TM y SU. 9) Estas
emergen de la célula como viriones inmaduros (Berman ef al, 1988). 10) La
protedlisis subsecuente, mediada por la proteasa ubicada en el viridn inmaduro,
genera particulas que contienen la nucleocapside conica caracteristica de los
viriones maduros (Katoh ef al, 1985). La protedlisis puede ocurrir durante o
inmediatamente después de que la particula viral deja la célula (Freed y Martin,
2001; Goff, 2001).
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Figura 3. Ciclo replicativo del VIH

3.7- Farmacos usados contra el VIH

Se han desarrollado farmacos para combatir la enfermedad y en los ultimos afios
han aparecido en el mercado medicamentos que aunque no erradican por
completo la infeccion, aumentan considerablemente la esperanza de vida. Se
clasifican segun su mecanismo de accion en inhibidores de proteasa, inhibidores
de la fusién e inhibidores de la retrotranscriptasa, estos a su vez se pueden
separar en nucleosidicos y no nucleosidicos (Tabla 4), a pesar de ello, menos del
7% de la poblacién infectada con VIH tiene acceso a estos tratamientos debido a
sus altos costos y a la escasa disponibilidad (Esparza, 2005). Un aspecto

importante que hay que tomar en cuenta, es que los medicamentos pueden
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provocar efectos adversos, como pueden ser diarreas, dolores de cabeza, anemia,

anorexia, dolores abdominales, erupciones, entre otros (Mullin ef a/, 2000) por

todo esto es necesario seguir con la busqueda de compuestos naturales que

ayuden en las terapias.

Tabla 4. Farmacos usados para el tratamiento del VIH.
(Adaptado de Sierra ef al,, 2005)

Farmacos Tipo de compuesto | Mecanismo de accién

Zidovudina (AZT), Dida-|Inhibidores Nucleosi-|Bloquean la retrotranscripcion,
nosida (ddl), Zalcitabina|dicos de la RT (IN-|pues son analogos nucleosidicos
(ddC), Statudina (d4T), |RT) 0 nucleotidicos que carecen del
Lamivudina (3TC), Aba- grupo hidroxilo en la posicién 3°

cavir (ABC), Tenofovir

de la ribosa

Nevirapina, Delavirdina,

Inhibidores no Nu-

Se unen especificamente a la RT

Efavirenz cleosidicos de la RT |del VIH-1 alterando el sitio activo
(INNRT) de la enzima y reduciendo la
union de los nucleétidos naturales
Saquinavir, Ritonavir, In-|Inhibidores de la|Son moléculas que mimetizan los
dinavir, Nelfinavir, Ampré-|Proteasa (IP) sitios de anclaje del polipéptido
navir, Lopinavir Gag-pol y por lo tanto compiten
con él por la proteasa. Esto lleva
a la produccion de particulas

virales inmaduras no infecciosas
Enfurtivida Inhibidores de la|Son péptidos que se unen a las
Fusion (IF) proteinas gp 41 y bloquean la

fusion de la membrana viral con

la membrana célular
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3.8- Extractos y Compuestos de plantas con actividad antiviral (VIH-1).

Se estima que el 80% de las personas que viven en paises en vias de desarrollo
dependen casi exclusivamente de la medicina tradicional para aliviar sus
malestares, es por ello que ha resultado muy interesante la busqueda de terapias
anti-VIH a base de compuestos naturales presentes en organismos vivos. Este
tipo de investigaciones permitiran elaborar tratamientos accesibles y de bajo costo

que combatan eficazmente el SIDA (Cos et al., 2004).

Numerosas investigaciones han demostrado que una amplia gama de agentes
virales es susceptible al tratamiento con extractos de plantas. Compuestos
naturales como son los flavonoides, terpenoides, lignanos, alcaloides y saponinas
entre otros, presentan actividad antiviral contra virus como el de la influenza, los
de la hepatitis B y C, el del herpes simple y los rotavirus. En investigaciones con el
VIH se ha descubierto que ciertos flavonoides, cumarinas, polisacaridos,
triterpenos y proteinas tienen actividad anti-VIH que actuan sobre diferentes

etapas del ciclo de replicacion (Jassim y Naiji, 2003).

En un estudio bioprospectivo se evaluaron los efectos inhibitorios de los extractos
organicos de las hojas de las 21 especies de la familia Clusiaceae sensu /atu en
México, sobre la Transcriptasa Reversa del Virus de Inmunodeficiencia Humana
Tipo 1 (TR-VIH-1) (Huerta-Reyes ef a/, 2004). Cinco de estas presentaron una alta
actividad inhibitoria (mayor al 70%). La especie mas activa fue Calophyllum
brasiliense, seguida de Vismia mexicana, cuyo extracto de diclorometano-metanol
(1:1) presentd 72.9% de inhibicion, de este ultimo genero también se evaluaron
otras dos especies, observandose los siguiente resultados (Tabla 5), a la fecha se
desconocen los compuestos presentes en dichas plantas. Aunque algunos autores
consideran que V. mexicana y V. baccifera son sindbnimos, en este trabajo se
consideraran como especies diferentes siguiendo los resultados de Huerta-Reyes
et al, 2004.
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Tabla 5. Inhibicidén de la Transcriptasa Reversa del VIH-1 de extractos de hojas de

Vismia spp. de México (Huerta Reyes ef al., 2004).

Especie Estado % de inhibicion (50 pg/ml)
V. baccifera Oaxaca 57.8
V. camparagiiey | Oaxaca 70.8
V. mexicana Chiapas 72.9
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4- OBJETIVOS

-Determinar la actividad inhibitoria del extracto de Vismia mexicana sobre la

enzima transcriptasa reversa del VIH-1.

-Determinar la actividad inhibitoria de las fracciones de un extracto de las hojas de

Vismia mexicana sobre la transcriptasa reversa del VIH-1.

-Conocer la composicion quimica de las fracciones del extracto de Vismia

mexicana.
-Determinar la actividad inhibitoria sobre la Transcriptasa Reversa del VIH-1 de

varios compuestos relacionados con los presentes en el extracto de Vismia

mexicana.
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5- MATERIALES Y METODOS

Para el estudio quimico y biologico se empleo la metodologia senalada en la Fig. 4

y consistio de las siguientes etapas:

1.- Se emplearon extractos de hojas tanto sanas y atacadas (por hongos y
herbivoria) de Vismia mexicana colectadas en el Estado de Veracruz, en
2008 por el Biol. Edgar Estrella Parra.

2.- Los extractos de acetona, diclometano y metanolicos fueron analizados por
Cromatografia en Capa Fina (CCF) siguiendo los protocolos ya establecidos
en el laboratorio (Reyes ef al, 2004; Huerta et a/, 2004) y se eligio el de
composicién mas simple.

3.- El aislamiento de los compuestos principales se realizé por métodos
cromatograficos del extracto seleccionado: Columna Abierta (CC), Capa Fina
Analitica (CCF) de las fracciones y preparativa (CCFp) de las fracciones,
usando Silica Gel 60 (fase normal) y Silica Gel C-18 (fase reversa).

4.- La identificacion de los compuestos aislados se efectué por métodos
espectroscopicos (Resonancia Magnética Nuclear de 'H y 13C, Ultravioleta y
Espectrometria de Masas) (Reyes et a/, 2004; Huerta et a/, 2004).

5.- Se determiné la actividad inhibitoria del extracto seleccionado, asi como de
fracciones y subfracciones que lo constituyen, sobre la RT del VIH-1
utilizando el Kit Inmunocolorimétrico Cadvi Tech de acuerdo a la metodologia

publicada (Huerta-Reyes ef al/, 2004, Anexo 1).
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Fig. 3. Esquema general de la metodologia de este trabajo.

CCF de 6 Extractos

1. Acetona | |2.MeOH| |3.CH:Clz||4. MeOH (hoja 6. MeOH (hoja
(hojas) (hojas) (hojas) dafiada) 5 MeOH dafiada)
(hoja sana)
CC
Reunion de fracciones y CCF
.
11213(415/6(7|8]9 [10 (11(12(13]14 (15|16|17
Prueba in vitro |<
RT-VIH CCHp
X1 X2/ X3| X4m| X5| X5m
: Métodos
Espectrométricos

y Espectroscopicos
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6- RESULTADOS

6.1- Cromatografia en Capa Fina de Extractos (CCF)

Se analizaron mediante CCF 6 extractos de hojas de V. mexicana (Tabla 6 y Fig.
4) colectados en Xico, Veracruz durante 2008 (cf. Estrella Parra, 2010), en
especial para detectar compuestos fendlicos (flavonoides glicosilados). Para este
fin, se emplearon cromatofolios de aluminio de Silica Gel 60, se aplicaron 5 pyl de
los extractos a una concentracion de 50 mg/ml, eluyendo con Acetato de
Etilo/Metanol (9:1) y para visualizar los compuestos se observaron las placas bajo
luz UV (254 y 365 nm) y después de aplicar el revelador Cloruro Férrico (FeCls al

1% en MeOH) para detectar compuestos fendlicos.

Tabla 6 y Fig. 4. Extractos de Vismia mexicana analizados por CCF (Silica Gel 60;
AcOEt/MeOH 9:1).

. *Extracto seleccionado para trabajar

Extracto Parte usada
1-Acetona Hojas
2-Metanol Hojas

3-Dicloro-metanol | Hojas

4-Metanol Hoja danada
*5-Metanol Hoja sana
6-Metanol Hoja dafada
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6.2- Cromatografia en Columna de un extracto (CC)

Se selecciono el extracto 5 (MeOH hoja sana) para separar sus componentes
quimicos mediante cromatografia en columna (CC) por ser el mas simple de todos
los analizados. El extracto (10.12g) se impregno en celita y esta se coloco sobre
la fase estacionaria Silica Gel 60 (100g). Como fase mévil se emplearon diferentes
disolventes en orden creciente de polaridad y se recogieron fracciones de 200 ml
(Fig. 6). Las fracciones se concentraron en rotavapor y se analizaron por CCF

como previamente se ha descrito.

Fig. 5. Cromatografia en Columna Extracto de MeOH de Vismia mexicana .

\ismia mexicana Extracto 5

MeOH (hoja sana)

Hex |Hex/AcoEt Hex/AcoEt AcoEt/Hex | AcoEt |AcoEt/MeOHI|ACOEMeOH| AcoEt/MeOH| MeOH
(100 (75/25) | (50/50) | (75/25) | (100) | (75/25) | (50/0) (25/75) | (100)

L) (815] (16-21| (2227 | |28-33| [34-37 38-43 44-48| | 49-56
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Se analizaron por CCF todas las fracciones y se reunieron aquellas que fueron

similares, obteniéndose 17 fracciones secundarias (I-XVII) (Tabla 7).

Tabla 7. Reunion de las fracciones de la CC.

Reunién de fracciones

1-2 (1) 32-33 (IX)

3-8 (1) 34-37 (X)

9-10 (Il 37 (XI)

11-13 (IV) 38-39 (XII)

14-16 (V) 40-42 (XII)

17-20 (VI) 43-44 (XIV)
21-25 (VII) 45 (XV) 46 (XVI)
26-31 (VIII) y 55-56 (XVII)

Posteriormente dichas fracciones se analizaron por CCF (Silica Gel 60), fase
movil: AcOEt/ MeOH (8:2), encontrando reaccion positiva para fenoles (manchas
oscuras) con FeCls en las fracciones VIII-XVI, indicando la posible presencia de
flavonoides (Fig. 7). Estas fracciones también se analizaron por CCF fase reversa
(Silica Gel C-18) usando como eluyentes MeOH/ H20 1:1 y 7:3, mostrando poca

resolucién en ambos sistemas, aunque el primero fue ligeramente mejor.
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Fig. 7. CCF de las fracciones VIII a XVI (Silica Gel 60; AcOEt/MeOH 8:2).

6.3- Cromatografia en Capa Fina Preparativa de la fracciéon X (CCFP)

Considerando los resultados obtenidos con el anterior analisis, se eligi¢ trabajar
con la fraccion X. Se procedié a intentar separar los compuestos presentes
mediante CCFP (Cromatografia de Capa Fina Preparativa) de 2mm de espesor,
empleando como fase moévil AcOEt/MeOH (8:2). No fue necesario revelar con
FeCls pues fue facil apreciar cinco franjas visibles al UV, denominandolas X1 a X5.
Las franjas X1 a X5 se rasparon y eluyeron con AcOEt/MeOH (8:2),
adicionalmente la X4 y X5 se eluyeron posteriormente con MeOH,
denominandolas X4m, y X5m. Una vez obtenidas las subfracciones de la CCFP
se realizo CCF en fase normal en cromatofolios de aluminio en silica gel 60,
usando como fase movil AcOEt/MeOH (8:2) (Fig. 8), asi como en CCF fase
reversa en cromatofolios de aluminio en silica C-18 usando como fase movil
MeOH/H20 (6:4) (Fig. 9), en ambos casos se uso como revelador FeCls (al 1% en
MeOH). En fase normal la mayoria de las fracciones mostraron una sola mancha,

mientras que en fase reversa se observaron generalmente dos (Figs. 8 y 9).
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Fig. 8. CCF (fase normal) de las fracciones secundarias X1, X2, X3, X4, X5,
X4m, X5m, obtenidas del extracto 5, fraccion X (Silica Gel 60; AcCOEt/MeOH 8:2).

Fig. 9. CCF (fase reversa) de las fracciones secundarias X1, X2, X3, X4, X5,
X4m, X5m, obtenidas del extracto 5, fraccion X (Silica Gel C-18; MeOH/H20 6:4).
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6.4- Identificacion tentativa de muestras

6.4.1- Fraccién X3
La CCF fase reversa (Fig. 9) sugirié que esta fraccion es una mezcla de al menos
dos componentes. El espectro de UV (Fig. 10) se determino en el equipo UV-
Visible Shimadza V160, e indico que contiene compuestos de tipo aromatico por
las absorciones Amax en 340, 290, 266 y 206 nm, lo anterior fue confirmado por el
espectro de RNM'H (Fig. 11) con base en las senales entre 5.5 a 7.5 ppm,
sugiriendo que se trata de flavonoides, los cuales estan glicosilados, esto por las
sefales para carbohidratos en 3.5 a 5.5 ppm. Estas pueden ser dos residuos de
rhamnosa por las sefal dobles en 1.17 (J =4 Hz) y 0.93 (J = 4.4 Hz) asignadas a
los hidrogenos del metilo en la posicion 6. El espectro de RMN 13C (Fig. 12 y 13)
mostré 58 senales, sugiriendo la presencia de tres flavonoides glicosilados
(3xCsC3Cs-Ce). El espectro de masas obtenido mediante la técnica de bombardeo
de atomos rapidos en modo positivo (FAB+) (Fig. 14) sugirié la presencia de
flavonoides glicosilados con rhamnosa con un peso molecular de 521.
Fig. 10. Analisis de X3 por UV.
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Fig. 11. Espectro de RMN'H de la fraccién X3. CD30OD/TMS, 200 MHz.




Fig. 12. Espectro de RMN13C de fracciéon X3. Sefales a campo alto para los C de
la mezcla de flavonoides glicosilados. CD3OD/TMS, 50 MHz.




Fig. 13. Espectro de RMN'3C de la fracciéon X3. Sefales a campo bajo para los C
de la mezcla de flavonoides. CD30D/TMS, 50 MHz.
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Fig. 14. Espectro de Masas, fraccién X3. FAB+.
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En el espectro de RMN1'3C de la fraccién X3 se compararon los valores reportados
para los compuestos Astilbin y Engeletin (Fig. 15) (Huang ef al, 2011) para
determinar la presencia de dichos compuestos en la fraccion analizada,
obteniéndose como conclusion que estos compuestos estan presentes en dicha
fraccidon (Tabla 8). Por la complejidad del espectro de RMN'H de esta fraccién, no

se asignaron los 'H para cada uno de dichos compuestos.
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Fig. 15. Estructuras del Astilbin pm

OH

: 450 (izq) y de Engeletin pm: 434 (der).

[@)51

Tabla 8. Valores de RMN'3C para Astilbin, Engeletin y fracciéon X3 segun Huang ef

al., 2011.

C Astilbin | Fraccion X3 | Engeletin | Fraccién X3
2 83.96 84.1 83.83 84.1
3 78.56 78.6 78.66 78.6
4 196.00 | 196.1 196.05 196.1
5 165.52 | 165.6 165.47 165.6
6 97.37 97.5 97.39 97.5
7 168.62 | 168.7 168.53 168.7
8 96.25 96.3 96.25 96.3
9 164.11 | 164.2 164.10 164.2
10 102.48 |102.6 102.20 102.6
1 129.18 |[129.3 128.58 129.3
2’ 116.30 | 116.4 130.05 130.3
3 146.54 | 146.5 116.41 116.5
4’ 147.38 | 147.5 159.42 159.4
5 115.46 | 115.5 116.41 116.4
6 120.48 | 120.6 130.05 130.3
1” 102.14 | 102.2 102.48 102.6
2" 71.77 71.9 71.74 71.9
3’ 72.15 72.1 72.12 721
4” 73.79 73.6 73.76 73.6
5” 70.50 70.6 70.50 70.6
6” 17.85 17.7 17.85 17.7
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6.4.2- Fraccidén X4 y subfraccion X4m
La fraccion X4 mostré una sola mancha en CCF fase normal y fase reversa al
revelar con FeCls (Figs. 8 y 9) la cual fue analizada por UV (Fig. 16) e indic6 que
contiene un compuesto de tipo aromatico por las absorciones Amax en 350, 289,
255 y 208.5 nm, siendo similar al espectro de X3 (340, 290, 266 y 206 nm) (Fig.

10), sugiriendo que también contiene flavonoides glicosilados.

La subfraccion X4m analizada por CCF fase normal y fase reversa (Figs. 8 y 9) no
reveld con FeCls indicando que no posee compuestos fendlicos, lo cual fue
corroborado al analizarla por RMN'H. (Fig. 17) observandose principalmente

sefales para carbohidratos (1-4 ppm) y sefales traza para flavonoides (5.5-8

ppm).
Fig. 16. Analisis de UV de fraccion X4.
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Fig. 17. Analisis de RMN'H de la subfraccion X4m. CD30OD/TMS. 300 MHz.
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6.4.3- Fraccion X5 y subfraccion X5m.

La fracciéon X5 analizada por CCF fase normal y fase reversa (Figs. 8 y 9) reveld
ligeramente con FeCls, al analizarla por RMN'H. (Fig. 18) se observaron
principalmente senales para carbohidratos (3-5 ppm). La subfraccion X5m
analizada por CCF fase normal (Fig. 8) revelo en el punto de aplicacion con
FeCls; sin embargo esto no se aprecié de manera tan contundente en fase reversa
(Fig. 9). Al analizarla por RMN'H se observaron principalmente sefiales para
carbohidratos (3-5 ppm). (Fig. 19).
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Fig. 18. Espectro de RMN'H de la fraccién X5. CD30D/TMS, 300 MHz.
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Fig. 19. Espectro de RMN'H de la subfraccion X6m. CD3OD/TMS, 300 MHz.
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6.4.4- Fraccion X
La fraccidon Xl presentoé reaccion positiva para FeClsz en CCF fase normal (Fig. 7),
sin embargo al analizarse por RMN'H. (Fig. 20) se observaron principalmente

sefales para carbohidratos.

Fig. 20. Espectro de RMN'H de la fraccién XI. CD30D/TMS, 300 MHz.
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Esta fraccion también se someti6 a RMN'3C pudiéndose apreciar que presenta

sefales para carbohidratos principalmente, asi como para carbonos aromaticos o

vinilicos (Fig. 21).

Fig. 21. Espectro de RMN13C de fraccién XI. CDsOD/TMS, 300 MHz.
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En el espectro de UV (Fig. 22) se observaron bandas en Amax 207 y 279 nm

indicando se trata de un compuesto(s) con dobles enlaces, corroborando lo

observado en RMN.
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Fig. 22. Analisis de UV de fraccion XI.
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6.4.5- Fraccion Xlll
La fraccion XIII tuvo reaccion positiva para FeCls en CCF fase normal (Fig. 7), al

analizarse por RMN'H. (Fig. 23) se observaron principalmente sefales para

carbohidratos.

53



Fig. 23. Espectro de RMN'H de fraccién XIll. D20, 300 MHz.
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Esta fraccion se someti6 a RMN'3C pudiéndose apreciar que presenta sefiales
para carbohidratos principalmente, asi como para carbonos aromaticos o vinilicos
(Fig. 24).
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Fig. 24. Espectro de RMN1'3C de la fraccién XIll. D20, 300 MHz.
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6.4.6- Fraccion XV
La fraccion XV dio reaccion positiva para FeClz en CCF fase normal (Fig. 7), al
analizarse por RMN'H. (Fig. 25) se observaron principalmente sefales para

carbohidratos.
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Fig. 25. Espectro de RMN'H de fraccién XV. D20, 300 MHz.

Esta fraccion también se analizé por RMN'3C pudiéndose apreciar que presenta
senales para carbohidratos principalmente, asi como para carbonos aromaticos o

vinilicos (Fig. 26).
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Fig. 26. Espectro de RMN'3C de la fraccién XV. D20, 300 MHz.
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Las fracciones Xl, XIll y XV de acuerdo a sus datos de RMN'H y RMN*3C
contienen sefiales para carbohidratos y algunas senales en la regién vinilica y
aromatica sugiriendo se tratan posiblemente de taninos hidrolizables con base en
el acido galico o bien del acido elagico (dimero del acido galico) (Fig. 27), donde
los OH estarian substituidos con glucésidos (O-Glic).
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Fig. 27. Acido elagico (izq) y Acido Galico (der).
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6.5- Actividad sobre la Transcriptasa Reversa del VIH-1

Se evalud la posible inhibicion de la Transcriptasa Reversa del VIH-1 de diversos
extractos empleando la metodologia previamente reportada (Cf. Anexo 1, Huerta-
Reyes et al, 2004). Para el caso del extracto 5 (MeOH, hojas sanas de Vismia
mexicana), tuvo un ICso= 9.62 pg/mL (Fig. 28). El extracto 5 fue sometido a CC y
se evalud la actividad inhibitoria de la RT del VIH-1 de las fracciones. Las
fracciones | a IX mostraron baja inhibicién < 40% (Tabla 9) y no revelaron con
FeClsz indicando que no contienen compuestos fendlicos. La fraccion X si reveld
con FeClsz (Fig. 7) y mostré 60% de inhibicién (Tabla 9), por lo cual se probaron
algunas subfracciones obtenidas por cromatografia en capa fina preparativa. La
subfraccion X3 esta compuesta por mezcla de flavonoides; entre los cuales se
encuentran la astilbin y engeletin; solo mostré6 12% de inhibicion. La subfraccion
X4 compuesta por carbohidratos y flavonoides en cantidades traza inhibié en 22%
la enzima (Tabla 9). Las fracciones de mayor actividad fueron la X5m, XI, XIIl y
XV, con 71, 75 y 78 % de inhibicion, respectivamente (Tabla 9). Las fracciones
XIV, XVI, y XVII no se probaron porque fueron insolubles en DMSO, mientras que
las subfracciones X4m y X5 no fueron probadas al ser insuficiente la muestra.
Para las fracciones con mayor actividad se realizé el calculo de la ICso. Las
fracciones X, Xl, XlIl'y XV (Fig. 29, 30, 31y 32) mostraron una 1Cso= 9.77, 15.55,
14.2 y 3.66 pg/mL, respectivamente siendo la ICso mas baja la de la fraccion XV
con 3.66 ug/mL. Como previamente se ha mencionado la fracciéon X contiene
flavonoides glicosilados; mientras que las fracciones Xl, Xl y XV podrian contener

taninos hidrolizables (acido elagico con glicésidos).
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Tabla 9. Inhibicion RT VIH-1 (50 pg/ml) de Fracciones del Extracto 5.

Muestras analizadas % Inhibicion
Extracto 5 84.17
Frac. | 25.95
Frac. Il 30.84
Frac. llI 13.42
Frac. IV 16.00
Frac. V 24.08
Frac. VI 11.70
Frac. VII 25.54
Frac. VIII 24.48
Frac. IX 40.75
Frac. X 60.80
Sub frac. X3. Flavonoides glicosilados (Figs. 8, 9, 11-14) 12.48
Sub frac. X4. Flavonoides glicosilados (Figs. 8, 9y 16) 22.89
Sub frac. X4m. Taninos hidrolizables mas trazas de | n.p.
flavonoides glicosilados (Figs. 8,9y 17)
Sub frac. X5. Taninos hidrolizables (Figs. 8, 9y 18) n.p.
Sub frac. X5m.Taninos hidrolizables (Figs. 8, 9y 19) 64.58
Frac. Xl Taninos hidrolizables (Figs. 7, 20-22) 71.27
Frac. XII 55.89
Frac. Xlll Taninos hidrolizables (Figs. 7, 23 y 24) 75.92

Frac. XIV

No se disolvid

Frac. XV Taninos hidrolizables (Figs. 7, 25y 26)

78.01

Frac. XVI

No se disolvio

Frac. XVII

No se disolvid

n.p. = no probado por ser insuficiente la muestra.
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Fig. 28. Curva de concentracidn respuesta de la actividad inhibitoria de la RT del

extracto 5 de Vismia mexicana. 1Cso= 9.62 pg/mL.
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Fig. 29. Curva de concentracidon respuesta de la actividad inhibitoria de la RT de la
Fraccion X. 1Cso= 9.77 pg/mL.
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Fig. 30. Curva de concentracién respuesta de la actividad inhibitoria de la RT de
la Fraccion XI. ICs0= 15.55 pg/mL.
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Fig. 31. Curva de concentracidon respuesta de la actividad inhibitoria de la RT de la

Fraccion Xlll. ICso= 14.2 pg/mL.
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Fig. 32. Curva de concentracion respuesta de la actividad inhibitoria de la RT de la
Fracciéon XV. ICso= 3.66 ug/mL.
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También se examind la actividad de cinco flavonoides adquiridos de manera
comercial (Tabla 10), dos de ellos constituyen la aglicona de la estilbin (taxifolin) y
engeletin (kaempferol). Se encontré que la catequina, el kaempferol y la
quercetina (50 pg/ml) inhibieron 40, 49 y 55%, respectivamente. Ademas se
probaron dos acidos fendlicos el acido galico y el acido protocatechuico teniendo
el primero un 42% de inhibicion mientras que el segundo solo 10% de inhibicion.

Para el caso del taxifolin no tuvo actividad inhibitoria de la RT del VIH-1.

62



Tabla 10. Inhibicién de flavonoides y acidos fenolicos sobre la RT VIH-1

Flavonoides

% de Inhibicién (50 pg/ml)

Taxifolin hidratado

Sin Actividad

@) OH

OH
OH

Taxifolin Sin Actividad
49.73
55.37
40.16

Acidos fendlicos
Acido galico 4287
O~ OH
HO OH
OH
Acido protocatechuico 10.93
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7- DISCUSION

Algunos autores han propuesto que una |ICso <50 ug/mL de la RT-VIH-1 in vifro es
considerada significativa para proseguir los estudios de aislamiento de los
principios activos (El-Mekkawy ef al, 1995; Min ef al., 2001); por lo que se puede
decir que el extracto metanolico (5) de Vismia mexicana es potente al inhibir (50
pg/ml) el 84% de la enzima de la RT- VIH-1 y obteniendo una ICso= 9.62 ug/ml.
Este valor es incluso superior al extracto metandlico de Calophyllum brasiliense
que es un extracto potente al inhibir la enzima de la RT-VIH-1 en un 83% (50

pg/ml) y tener una 1Cso= 29.6 ug/ml (Huerta-Reyes et al., 2004a).

Al fraccionar el extracto metanolico, se observé que las fracciones menos polares
(I a la IX) inhiben la RT VIH-1 (50 pug/ml) en <40% y no revelan con FeCls por lo
que no contienen fenoles, mientras que las fracciones mas polares (X, X5m, XI,
X'y XV) fueron las mas activas (50 pg/ml) al presentar 60, 64, 71, 75y 78% de
inhibicion de dicha enzima y dan reaccidon positiva para fenoles. La composicion
quimica de estas fracciones indica que contiene flavonoides glicosilados (X y
X5m), asi como posiblemente taninos hidrolizables (XI, Xl y XV) pudiendo ser
estos los responsables de tal actividad, ya que los taninos presentan afinidad por
las proteinas afectando el numero de reacciones bioquimicas, por lo que se les

considera como inhibidores selectivos (Au T. K. ef al., 2001).

Los extractos polares contienen taninos y otros polifenoles que inhiben la RT-VIH-
1 (Tan G. et al., 1991; Nishizawa M. et al., 1989), ADN polimerasa (Nakane H. et
al., 1990), ADN topoisomerasas | y Il (Kashiwada Y. et al., 1993) asi como a las
células receptoras de VIH-1 gp120/CD4+ (Tan G. et al., 1991; Collins R. A. et al.,
1997). En cuanto a los flavonoides glicosilados, se sabe que la astilbin y la
engeletina han sido aislados de Smilax corbularia, una planta usada en el
tratamiento tradicional del SIDA en Tailandia. Estos compuestos inhiben la
integrasa del VIH-1 con valores de 30.2 'y 75.7 ug/mL (ltharat et al., 2007).
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8- CONCLUSIONES
El extracto metanolico (5) de Vismia Mexicana inhibio el 84% de la enzima de la

Transcriptasa Reversa del VIH-1 y obtuvo una ICso= 9.62 pg/mL.

Al fraccionar dicho extracto, se observo que las fracciones mas polares (X, X5m,
XI, Xlll'y XV) fueron las mas activas al presentar 60, 64, 71, 75y 78% de inhibicion
de la RT del VIH-1. La composicién quimica de estas fracciones indica que
contienen flavonoides glicosilados (X y X5m), asi como posiblemente taninos
hidrolizables (XI, Xl y XV).

Con base en los resultados aqui obtenidos se puede decir que Vismia mexicana
es una planta que puede ser util en el tratamiento del VIH-1 al mostrar una
potente actividad inhibitoria de la RT, tanto por parte del extracto como de sus
fracciones mas polares; sin embargo es necesario seguir trabajando para
identificar y purificar los compuestos activos presentes en las ultimas fracciones,
(principalmente la XV al ser la mas activa). Una vez concluida esta etapa dar el
siguiente paso hacia la investigacion clinica con pacientes VIH-1 positivos y
posteriormente podria convertirse en un fitofarmaco, es decir un extracto de una
especie vegetal estandarizado quimica y farmacoldégicamente aprobado para los

enfermos de VIH, o bien sintetizar los compuestos activos.
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10- ANEXO

Lenti RT Activity Assay, Cavidi Tech. Determinacién de la actividad sobre la
enzima reversa transcriptasa (RT)

Para la determinacion de dicha actividad se empleo el ensayo de actividad Lenti-
RT. Dicho ensayo es un método colorimétrico no radiactivo y se ha empleado para
la busqueda de compuestos inhibidores de la RT VIH-1. Este método consiste en
determinar la incorporacion de bromo-desoxiuridina (BrdUTP) a un molde de
poliadenina (poli A) inmovilizado en microplacas de 96 pozos. La BrdUTP es
reconocida posteriormente por un anticuerpo conjugado a fosfatasa alcalina. La
adiciéon del reactivo paranitrofenilfosfato ocasiona que la fosfatasa alcalina
hidrolize el grupo fosfato a paranitrofenil. Esta reaccion es colorida y puede

registrarse en un Lector de ELISA a 405 nm.

Para la evaluacion de la actividad sobre la RT se realizaron dos ensayos, las
sustancias se probaron a tres concentraciones molares (2.5, 25.0 y 250 uM.)
cuando se desconocia el peso molecular se emplearon las concentraciones: 1.11,
11.5, 111.5 ug/ml, como disolvente se empleé DMSO a una concentracion maxima
de L 10% v/v. Como control positivo se us6 nevirapine, inhibidor de la RT, bajo las

mismas concentraciones de molaridad.

Para determinar las condiciones bajo las cuales la actividad de la RT eran
optimas, se realizaron ensayos de prueba en los cuales se varid la temperatura y
se observd que a temperatura ambiente (28 °C) la reaccion procedia lentamente,
mientras que a 33 °C es mas rapida, alcanzando valores de absorbancia maximos
de 2.5 a las 4 horas de haber agregado el paranitrofenil fosfato, no asi a
temperaturas inferiores. Por lo que se decidid que la temperatura optima era 33
oC. Cabe senalar que aun variando la temperatura el control de nevirapine siempre
inhibid la actividad de la RT en funcién de la dosis. Lo anterior fue un dato que

permito determinar que la enzima se encontraba en optimas condiciones.
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A continuacion se describe brevemente en que consistid el protocolo para

determinar actividad sobre la RT de los metabolitos de V. mexicana

Este kit consiste de varios elementos:

2 Placas de Poli A

1 Frasco con: amortiguador de dilucion (B)

2 Frasco con: componentes de reaccion de la RT (C1)

1 Frasco con: amortiguador de reconstitucion (C2)

1 Frasco con: Rtr-VIH estandar

2 Frasco con: amortiguador de lavado concentrado (E)

2 Frasco con: Anticuerpo acoplado a fosfatasa alcalina (O)
1 Frasco con: tabletas del substrato de la FA (P1)

1 Frasco con: amortiguador del substrato de la FA (P2)

Piezas de plastico adhesivo.

Dilucién del amortiguador de dilucion.

e Adicionar 30 ml del frasco B en un vaso de precipitado y adicionar 30 ml de
agua destilada.

Dilucion de las sustancias.

e Las sustancias se evaluaron en 3 concentraciones molares (2.5, 25.0 y 250
wM.) cuando se desconocia el peso molecular se emplearon las
concentraciones 1.11, 11.1, y 111.5 pg/ml. Cada sustancia se evalué por
triplicado y se realiz6 un segundo ensayo solo en aquellas substancias que
mostraron algun grado de actividad sobre la RT (>50 %) para obtener la ICsp,
para ello se tomaron 5 concentraciones dentro del rango de 3.125 a 200 pg/ml
con incrementos de0.3 en base logaritmica con tres replicas cada uno.

e Adicionar 135 pl de la solucion diluida B en cada pozo de las dos placas de
preparacion de muestras (cada placa contiene 96 pozos).

e Adicionar 15 ul de la sustancia por analizar en el pozo A1.
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e Adicionar 15 ul de la segunda sustancia por ser analizada en el pozo A2 y
asi continuar con las demas sustancias hasta completar A12.
e Transferir 15 pl desde los pozos A1-A12 a los correspondientes pozos de
la fila B.
e Transferir 15 pl desde los pozos B1-B12 a los correspondientes pozos de la
fila C y asi continuar hasta la fila G (Esto se realiza en ambas placas).
e La fila H se usa para referencias y controles.
Preparacion de la mezcla de reaccion.
e Adicionar 2 ml de amortiguador de reconstitucion (C2) al frasco que
contiene los componentes de reaccion de la TR (C1).
Preparacion de las placas de poli A con las muestras.
e Tomar las dos placas y adicionar 100 pl de la mezcla de reaccion que se
preparo en el 3er. punto.
e Transferir 50 pl de cada pozo de las placas de preparacion de muestras.
e Cubrir las placas con el plastico adhesivo e incubar por 30 minutos a 33 °C.
Diluciéon de la rTR-VIH estandar (D).
e Adicionar 1.5 ml del amortiguador de dilucién preparado en el punto 1 al
frasco que contiene el liofilizado la rTR-VIH estandar (D) mezclar
vigorosamente.
e Tomar un vaso de precipitado y etiquetarlo con el numero 2, adicionar 12 ml
del amortiguador de dilucion preparado en el punto 1 y verter 1 ml de la rTR-
VIH estandar diluida, mezclar vigorosamente.
Inicio de la reaccion de la TR.
e Tomar las placas de poli A de la incubadora y adicionar 50 pl de la enzima
estandar en todos los pozos excepto H8-H12.
e Adicionar 50 yl del amortiguador de dilucién en los pozos de H8-H12.
e Sellar las placas con el plastico adhesivo e incubar durante 3 hrs. a 33 °C
con agitacion constante.

Preparacioén de la solucion de lavado.
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e Adicionar 150 ul de triton X-100 en un litro de agua destilada y agitar por 10
minutos.

e Tomar del Kit el amortiguador de lavado concentrado (E) y adicionar 50 ml
a un contenedor de 20 litros.

e Adicionar el triton X-100 disuelto al contenedor y ajustar el volumen a 20
litros con agua destilada y mezclar vigorosamente.

e Fin de la reaccion de TR.

e Tomar las placas de poli A de la incubadora y lavarlas 4 veces. Eliminar el
exceso de agua colocandolas hacia abajo sobre un papel absorbente.

¢ Reconstitucion del anticuerpo acoplado a fosfatasa alcalina.

e Tomar los dos frascos de que contienen el anticuerpo (O) y adicionar 12 ml
de agua destilada conteniendo 1 % v/v de triton X-100 a cada una, mezclar
vigorosamente en un vortex durante 10 a 15 minutos.

e Tomar las placas recién lavadas y adicionar 100 ul a cada pozo de ambas
placas de poli A, posteriormente cubrirlas con el plastico adhesivo e
incubarlas durante 90 minutos a 33 °C y con agitacion constante.

e Preparacion del substrato de la fosfatasa alcalina (FA).

e Adicionar las tabletas de FA (P1) al amortiguador (P2) agitar
aproximadamente por 20 minutos, mantener en oscuridad y a temperatura
ambiente.

¢ Eliminar el exceso de anticuerpo acoplado a fosfatasa alcalina.

e Después de 90 minutos de incubacién remover de las placas de poli A los
excesos de anticuerpo lavando 20 veces. Eliminar el exceso de agua
colocandolas hacia abajo sobre un papel absorbente.

¢ Inicio de la reaccion de la fosfatasa alcalina.

¢ Adicionar 200 pl de la sustancia preparada en el punto 10 a cada uno de los
pozos de ambas placas de poli A.

e Cubrir las placas con el plastico adhesivo e incubar a temperatura ambiente y
en obscuridad y con agitacion constante.

Lectura de las placas (Para tal fin emplear un lector de placas).

77



Leer la absorbancia de ambas placas después de 30 minutos de incubacion.
Repetir la lectura en intervalos de tiempo hasta que la lectura de los pozos H1-
H7 den valores de aproximadamente el 75 % del valor maximo de actividad.

Procesar datos.
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