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RESUMEN

Q.C.F Guadalupe Yazmin Solis Cruz Fecha de graduacion: Julio, 2019

Universidad Auténoma de Nuevo Ledn
Facultad de Medicina

Titulo de estudio: CORRELACION DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA CON EL PERFIL
METABOLOMICO DE Jatropha dioica

Namero de paginas: 90 Candidata para el grado de Maestra
en Ciencias con orientacion en
Quimica Biomédica

Area de estudio: Quimica Analitica.

Propésito y método del estudio: Jatropha dioica es un arbusto que se distribuye principalmente
en el centro y norte de México. Su uso en la medicina tradicional mexicana es muy extenso.
Existe un especial interés debido a las investigaciones en las que se reportan diversas
actividades biologicas. y a los metabolitos secundarios recientemente obtenidos y
caracterizados de la raiz de J. dioica var. sessiliflora. Sin embargo, se desconocia el vinculo
entre las actividades biolégicas y, el contenido y proporcion de los metabolitos presentes en el
perfil cromatografico. En el presente trabajo se elaboraron extractos de diclorometano de la raiz
de J. dioica de diversas colectas que comprenden de junio del 2013 a julio del 2018. Se
obtuvieron los cromatogramas de cada extracto mediante un método validado de cromatografia
de liquidos de alta resolucién. La actividad citotoxica (CCso) se determind en la linea celular
Vero con el método de Mossman. La evaluacion de la actividad anti-herpética (IS) se llevo a
mediante el método de reduccién de placas virales (Clso). La actividad antibacteriana se evalud
por el método de microdilucién en caldo contra E coli, B. subtilis y S. aureus. Los resultados de
los cromatogramas, asi como de las actividades biolégicas se importaron a MATLAB® y con
ayuda de PLS_Toolbox® se realizaron los pretratamientos de los cromatogramas, el analisis de
los componentes principales y se llevaron a cabo las regresiones de minimos cuadrados
parciales, donde se obtuvieron coeficientes de determinacion de 0.52 y 0.59 para la actividad
citotoxica y anti-herpética respectivamente.

Conclusiones y contribuciones: Se logré determinar que existe una correlacion moderada
entre la activad citotoxica (CCso) y la actividad anti-herpética (IS) con el perfil metabolémico de
J. dioica. La proporcion de compuestos del perfil metabolémico de J. dioica var. sessiliflora varia
ligeramente de forma estacional, sin embargo, no presenta variaciones de importancia en su
actividad biolégica de acuerdo con la época de colecta. El extracto de diclorometano de la raiz
de J. dioica no presenté actividad antibacteriana contra las bacterias evaluadas y por tanto no
fue posible establecer una correlacion entre el perfil metabolémico de J. dioica var. sessiliflora
con la actividad antibacteriana.
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CAPITULOI

INTRODUCCION

1.1 Género Jatropha

El género Jatropha pertenece a la tribu Jonnesiae de la familia
Euphorbiaceae, es morfolégicamente diverso y se compone por
aproximadamente 200 miembros en donde se incluyen especies herbaceas
perennes, arbustos, arboles leiosos, suculentas, entre otros [1], [2]. Debido a
su gran variedad genética, el género se encuentra distribuido mundialmente
desde zonas aridas hasta tropicales. Con el fin de clasificar las especies
pertenecientes al género, antiguamente se dividian en dos subgéneros Curcas
y Jatropha. En el primer subgénero se encontraban las especies pertenecientes
a México y Centroamérica, ademas de dos especies en Africa y una de la india;
mientras que el segundo subgénero incluian las especies localizadas en

Sudamérica, Africa y Asia [1], [3].



El género Jatropha ha despertado un especial interés debido a su
potencial biotecnoldgico, como lo es la tolerancia a la sequia, alto contenido de
aceite en sus semillas y la presencia de una amplia variedad de metabolitos
secundarios con propiedades medicinales [2]. El nombre Jatropha se deriva del
griego jatrés que significa doctor y de trophe que significa comida, debido a las

propiedades medicinales que se le atribuyen al género desde la antigliedad [4].

1.1.1 Distribucion de Jatropha en México

En México estan presentes 50 especies del género Jatropha de las
cuales 39 son endémicas, es decir, que el pais contribuye con el 20% de los
taxones a nivel mundial. La distribucion de las especies de Jatropha en México
esta dada sobre todo por las variables ambientales como la elevacion, el tipo de

clima, el suelo y la humedad [5], [6].

En el 2013, Fresnedo llevd a cabo un estudio de la distribucion del
género Jatropha en México. En base Unicamente en la identidad taxonomica
aceptada, se ubicaron en 8 grupos no excluyentes a las diferentes especies
presentes en el territorio. Como se puede apreciar en la figura 1, los grupos 1y
2 se concentran en el norte mientras que el resto se distribuye por el centro y

sur del pais [5].

La mayoria de las especies de Jatropha en México se han domesticado

con fines ornamentales, alimenticios, industriales y medicinales. Las especies J.



gossypiifolia y J. podagrica son las mas utilizadas como plantas ornamentales.
El consumo de semillas de J. curcas es comun en Veracruz y el norte de
Puebla, mientras que las semillas de J. platyphylla asadas forman parte de

platillos regionales de Sinaloa.

Ademas, el uso del biodiesel originado a partir de la semilla de J. curcas
es una excelente alternativa para mitigar la emision de gases de efecto
invernadero [6], [7]. El género Jatropha es ampliamente utilizado en la medicina
tradicional mexicana, en donde se le atribuyen diversas actividades como
antimicrobiana, antiinflamatoria, antifangica y antiparasitaria; sin embargo, son

pocos los estudios en donde se comprueban dichas actividades.

Grupo 1
Grupo 2
Grupo 3
Grupo 4
Grupo §
Grupo 6
Grupo 7

®e @ @ 00 O0C OO

Grupo 8

Figura 1. Distribucién del género Jatropha en México



1.1.2 Especies de Jatropha con actividades biologicas

En la actualidad se han realizado diversas investigaciones con el fin de
comprobar las actividades atribuidas a diferentes especies del género, a partir
de extractos de diversas partes de las plantas con disolventes de distintas
polaridades. Tal es el caso del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Jatropha
podagrica, el cual demostrd tener actividad anti-proliferativa contra las lineas
tumorales A549 y PC12, a concentraciones superiores a 12 ug/mL, ademas de
presentar actividad antioxidante al prevenir la carbonilacién de proteinas y la

peroxidacion de lipidos [8].

En un estudio realizado en ratones, se demostré que el extracto acuoso
de las hojas de Jatropha gossypiifolia posee un efecto antiofidico contra la
mordedura de las serpientes Bothrops ssp. El extracto tiene la capacidad de
inhibir las actividades enziméaticas del veneno disminuyendo la inflamacion y las
hemorragias de forma local [9]. El extracto metandlico de Jatropha
neopauciflora exhibié actividad antibacteriana contra once sepas (cinco gram
positivas y cinco gram negativas) y efecto bacteriostatico contra Staphylococcus
aureus y Vibrio cholerae, ademas el mismo extracto presenté actividad
antifungica contra Trichophyton mentagrophytes. Dichas actividades son
atribuidas a la presencia de multiples terpenos y sesquiterpenos que tienen la
capacidad de inhibir la respiracion celular y el transporte de iones, lo que

disminuye la permeabilidad de la membrana [10].



Por su parte los extractos acuoso, metandlico y de diclorometano de los
tallos de J. multifida promovieron la supervivencia de las células MDCK
infectadas con el virus de la influenza A H1N1, esto al inhibir la unién del virus a
la célula asi como la replicacion viral, actividades que se le atribuyen a los
diversos diterpenos presentes en los extractos [11]. Sin embargo, para obtener
mayor informacion de los metabolitos presentes en los diferentes extractos es

necesario construir un perfil metabolomico.

1.2 Perfil metabodlico

El analisis exhaustivo de metabolitos de peso molecular inferior a 1500
Da, presentes en matrices bioldégicas mediante el perfil metabolémico, es la
base de la metabolémica. Los analisis metabolémicos se pueden clasificar en
dos enfoques, dirigido y no dirigido. En la metabolomica no dirigida se
determina todo el conjunto de metabolitos presentes en una matriz biol6gica
dada, mientras que en la metabolémica dirigida los metabolitos seleccionados
para el andlisis estdn relacionados o pertenecen a una ruta metabdlica

especifica [12]-[14].

Los metabolitos constituyentes del perfil pueden variar, es decir,
aumentar o disminuir su concentracién debido a las alteraciones que sufre el
organismo cuando esta expuesto a diferentes tipos de estrés, como lo son el

ataque de patégenos o insectos, las variaciones de temperatura, la sequia, etc.



Esto debido que son precisamente los metabolitos secundarios quienes se

encargan de contrarrestar o aminorar el efecto de estos cambios [15].

Los medicamentos herbarios contienen una gran cantidad de compuestos
que, aunque pueden estar presentes en concentraciones bajas, son importantes
en términos de calidad, seguridad y eficacia. Es posible que existan efectos
sinérgicos y sus acciones terapéuticas se basen en la interaccion entre
numerosos constituyentes. Actualmente el empleo de huellas dactilares para la
determinacién y cuantificacibn de la mayor cantidad de marcadores y/o
compuestos activos se utiliza para llevar el control de calidad de productos

fitoterapéuticos. Esto debido a que:

e Permite autentificar el producto: es posible diferenciar entre especies
aun cuando morfolégicamente sean casi idénticas.

e Conocer su efectividad: las diferentes proporciones de concentracién de
constituyentes pueden resultar en diferentes efectos terapéuticos.

e Asegurar su pureza: es posible detectar la presencia de adulteraciones

[16]-[18].

La obtencién de una huella dactilar que represente de forma fiel la
constitucién metabdlica de un producto herbal depende de varios factores,
como el proceso de extraccion, los instrumentos de medicion, las condiciones

de separacién, etc.

Las huellas dactilares pueden obtenerse a partir de diferentes métodos

analiticos como lo son cromatografia de capa fina (CCF), espectroscopia del



infrarrojo cercano (IRC), cromatografia liquida de alta resolucién (CLAR),
cromatografia de gases (CG), resonancia magnética nuclear (RMN),
espectrometria de masas (EM), etc. La eleccion del método a utilizar dependera

del tipo de muestra y de la naturaleza de los compuestos a identificar [19].

La CLAR es un método popular para el andlisis de productos
fitoterapéuticos porque es facil de aprender, de utilizar, no esta limitada por la
volatilidad o estabilidad de compuestos de la muestra y pueden analizare
compuestos polares, no polares e incluso idnicos. Las huellas dactilares
cromatograficas permiten autentificar el producto herbal, aun si el numero y/o
concentracion de los constituyentes no es idéntico en diferentes muestras [20],

[21].

Los cromatogramas obtenidos a partir de productos herbales contienen una
gran cantidad de componentes quimicos y muchos de ellos estdn en baja
concentracion. Ademas, pese al riguroso control de las condiciones
experimentales, pueden existir cambios en los tiempos de retencién y en la
linea base de un cromatograma a otro. Como resultado, para obtener huellas
digitales cromatogréaficas confiables, se necesitarian varios tratamientos de

datos durante el analisis de huellas dactilares [22].

1.3 Quimiometria

El perfil cromatogréafico de un producto herbal, es un conjunto complejo

de datos que involucra una gran diversidad de constituyentes y es necesario el



empleo de tratamientos matematicos y estadisticos para la obtencién de
informacion. La asociacién internacional de quimiometria, define a la
quimiometria como la ciencia de relacionar las mediciones realizadas en un
sistema o proceso quimico, con el estado del sistema a través de la aplicacion
de métodos matematicos y/o estadisticos, mediante la informatica para obtener

la maxima informacion posible [23].

Las técnicas quimiométricas, permiten abordar con mayores
posibilidades de éxito, los diferentes problemas que surgen al emplear técnicas
cromatograficas o espectroscépicas para la obtencion de huellas dactilares,
como pueden ser las sefales solapadas, la variacion de la linea base, la
elevada cantidad de sefiales, etc. Dentro de las herramientas de quimiometria
que permiten sobrellevar dichos problemas tenemos, la aplicacién de
pretratamientos a los datos experimentales, la aplicacion de modelos de

reconocimiento de pautas y la aplicacion de métodos de regresion [24].

1.3.1 Aplicacion de pretratamientos

El pretratamiento de datos implica la conversion de los datos originales
sin procesar en datos limpios, en los que se eliminaron las variaciones no
deseadas, como por ejemplo las desviaciones de la linea base en mediciones
espectroscépicas o los cambios en los tiempos de retencion de los diferentes
constituyentes. La aplicacién de pretratamientos tiene como principal objetivo

mejorar la calidad de la sefial analitica para que sea apta para su utilizacion en



analisis posteriores. Como tal, el pretratamiento de datos se ubica justo
después de la recoleccidn de datos, antes de construir un modelo matematico o

antes de aplicar otra forma de analizar los datos [25], [26].

En la actualidad, existe un gran numero de métodos de pretratamientos
diferentes para mejorar la calidad de las sefales analiticas y recabar la mayor
informacion posible. En un pretratamiento de datos a menudo se aplica mas de
un algoritmo con la finalidad de corregir diferentes defectos en las senales [26].
En la TABLA 1 se presenta una lista con los pretratamientos mas comunes, asi

como una breve descripcion de cada uno de ellos.



TABLA I. Pretratamientos mas comunes empleados en quimiometria

Pretratamiento

Descripcion

Normalizacion

La normalizacién elimina las variaciones de confusion
atribuidas a las fuentes experimentales, como el ruido
analitico o el sesgo experimental, y conserva las variaciones

relevantes atribuidas a la senal [23].

Alineacion

La alineacién de las caracteristicas detectadas en diferentes
muestras tiene como objetivo eliminar los cambios entre las
muestras para una sefal dada para garantizar su posicion a

lo largo del eje x [25].

Derivadas

El uso de derivadas permite aumentar las diferencias entre
las bandas anchas y solapadas del espectro. La primera
derivada minimiza diferencias de desplazamiento de la linea
base y la segunda derivada elimina los términos que varian

linealmente con la longitud de onda [24].

Centrado

Consiste en restar a cada valor de cada variable el valor
medio de la misma, asi el valor de cada variable se

encontrara referido al centro del modelo [27] .

Filtrado del ruido

El filtrado del ruido esta disefiado para separar las senales de
los componentes del ruido de fondo que se origina en la
matriz quimica o la interferencia instrumental. Elimina el ruido

de la medicién y las distorsiones de la linea base [25].

Correccion de

linea base

La correccion de linea base es comunmente empleada en
aplicaciones donde la sefal de algunas variables es debida
solamente a la sefal de fondo. Estas variables sirven como
referencia para determinar cuanta sefal de fondo debe ser
eliminada de las variables cercanas para corregir tendencias
en la linea base [24], [28].
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1.3.2 Aplicacion de modelos de reconocimiento de pautas

El reconocimiento de pautas implica principalmente la agrupacion para asignar
sefnales en clases o categorias en funcién de su similitud. Dentro de los mas
utilizados se encuentran el analisis de componentes principales (PCA), el
modelado blando independiente de analogias de clases (SIMCA), el analisis

discriminante (AD) [29].
< Analisis de componentes principales

El analisis de componentes principales es un modelo de
reconocimiento de pautas no supervisado. Tiene como propésito conservar
la mayor parte de la variacion que esta presente en un conjunto de datos, al
reducir las dimensiones de un gran numero de variables interconectadas, a
unos pocos componentes principales (PCs) que no estan correlacionados
entre si. No todos los PCs contienen la misma informacién, los primeros
presentan una mayor variacion y se asocian con la informacion mas
relevante, mientras que el resto se asocia a variaciones debidas al ruido o
al error experimental y pueden ser descartados, con lo que se consigue una
importante reduccién del numero de variables sin perder la informacién mas

significativa. Se aplica la siguiente ecuacion:

X= Z t,PT +E
i=a

donde X es la matriz de datos a tratar (en esta tesis seran los datos

cromatograficos después de su pretratamiento), a es el numero de
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componentes principales que contienen la informacién deseada, ti son los
scores (datos) para cada componente principal y Pi los loadings (variables)
y E es una matriz de error, es decir la variacion residual de X que no es
explicada por el modelo con a componentes principales. El superindice T

indica la matriz traspuesta [24].

En los graficos de componentes principales es posible observar la
correlacion entre las diferentes variables e identificar patrones de muestras,
agrupamientos, semejanzas y diferencias (Figura 2). Por ejemplo en los
graficos de doble dimensidon aquellas que sean muy cercanas seran

similares y por ende las mas alejadas seran diferentes [30].
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Figura 2. Ejemplo de un grafico de los scores de las muestras para dos componentes
principales obtenidas por PCA
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% Modelado blando independiente de analogias de clases

El modelado blando independiente de analogias de clase es un
modelo de reconocimiento de pautas supervisado y esta basado en el
principio de analogia entre las muestras que pertenecen a una misma clase.
El método SIMCA calcula un modelo PCA para cada clase o categoria
presente en el objeto de estudio y posteriormente, integra cada una de las
clases y calcula sus limites o fronteras con un nivel de confianza
seleccionado. Asi para conocer si una muestra concuerda con una clase, la
informacion que se calcula es divida en dos, una parte se explica por el
modelo de clase y la otra por los residuales de la muestra. Si estos ultimos
son significativamente mayores que los de la clase, se concluye que la

muestra no pertenece a dicha clase [24], [29].

« Analisis discriminante

El analisis discriminante (AD) es un modelo de reconocimiento de
pautas no supervisado, que se utiliza para discriminar dos o mas
observaciones mediante el uso de un conjunto de variables independientes,
con el fin de encontrar la combinacion lineal de variables entre
observaciones. Para construir un modelo de clasificacion, el AD calcula una
puntuacién de corte (centroide) para cada observacién, que puede
expresarse como una combinacién lineal de variables independientes. Las
muestras se clasificardn en uno de los dos grupos de observacién segun el
valor de su puntaje de corte. Asi, las muestras se clasifican en los distintos

grupos segun su distancia al centroide [31].
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1.3.3 Aplicacion de métodos de regresion

El andlisis de regresidbn es una técnica estadistica util para inferir la
relacion entre una variable dependiente “Y” y variables independientes “X”. La
variable dependiente es conocida como variable de respuesta o resultado
mientras que las independientes se conocen como predictores, variables
explicativas o covariables. Este tipo de analisis estadistico se aplica para buscar
alguna relacion entre las sefales analiticas y alguna propiedad o actividad en la
muestra. El método de regresidén mas empleado en la busqueda de compuestos
activos en productos herbales es la regresidon de minimos cuadrados parciales

(PLSR) [32], [33].

En la regresién de minimos cuadrados parciales, se utiliza para encontrar
las relaciones fundamentales entre las variables independientes “X” y las
variables dependientes “Y”. El algoritmo PLSR encuentra factores llamados
componentes latentes o componentes PLS que conserven la mayor parte de la
variacién de las variables “X” y que ademas son las mejores para explicar la

respuesta “Y”, es decir, capturar varianza y conseguir correlacién [24], [28], [33].

Entonces, “X” y “Y” se descomponen simultaneamente en un producto de
otras dos matrices de scores y loadings; como es descrito por las siguientes

ecuaciones:

X=TPT+E
Y=UQT +F
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donde TPT se aproxima a los datos de la matriz X y UQT a los verdaderos
valores de Y. La descomposicidon no es independiente y existe una relacion
lineal entre los scores T y U. Los términos E y F son matrices de error y el

superindice T significa la transpuesta de la matriz [24].

1.4 Antecedentes

1.4.1 Jatropha dioica

Jatropha dioica es un arbusto nativo de México con un tamafo promedio
de 70 cm, sus ramas son de color rojizo y poseen un latex amarillo que al
oxidarse se torna rojo, de ahi el nombre popular de sangre de drago (Figura 3).
Tiene una distribucion bien definida, encontrandose en el centro y norte del pais
en climas secos y semisecos desde el norte de Querétaro hasta Chihuahua
dentro del pais, y en el estado de Texas en Estados Unidos de América [34],

[35].
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Figura 3. Imagen de la planta Jatropha dioica

Los usos medicinales de este arbusto en la medicina tradicional
mexicana son muy diversos: las tallos y raiz cocidos se utilizan para evitar la
caida del cabello, para aliviar infecciones por golpes o heridas, para aliviar los
ojos irritados, etc., mientras que la raiz cruda se ha emplea como astringente

[36], [37].

1.4.2 Actividades bioldgicas de Jatropha dioica

En 1980 Dominguez X.A y cols., encontraron que el extracto de éter de
petréleo de Jatropha dioica posee actividad contra Staphylococcus aureus,
aunque no se report6 un valor de actividad [38]; Posteriormente Villarreal y cols.
determinaron que el extracto metandlico del tallo de J. dioica presentaba una

CMI 0.6 mg/mL contra Bacillus subtilis y una CMI de 0.8 mg/mL contra
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Streptococcus spp [39]. Por su parte Silva-Belmares y cols., reportaron que el
extracto hexanico de la raiz posee actividad antimicrobiana contra Escherichia
coli, Candida albicans, Cryptococcus neoformans y Staphylococcus aureus [40].
Mientras que Alanis y cols., reportaron que el extracto hidro-alcohdlico de la raiz
presenta actividad antifungica contra Candida albicans con una CMI de 500

pg/mL [41].

Ademas de las actividades antimicrobianas reportadas de Jatropha
dioica, en el 2014, Silva Mares y cols. observaron que el extracto
hidroalcohodlico de la raiz posee actividad anti-herpética moderada contra el
virus del herpes simplex tipo 1y 2 (VHS-1 y 2) con una Clso de 280 pg/mL y 370
pMg/mL respectivamente, mientras que la actividad citotéxica contra células Vero
fue de CCso= 644 pg/mL. Luego de realizar un aislamiento biodirigido, se
identifico a uno de los componentes responsables de dicha actividad, este
compuesto resultdé ser la riolozatriona, un compuesto de tipo diterpenoide

aislado por primera vez en 1980 por Dominguez y cols. [38], [42].

1.4.3 Compuestos obtenidos de la raiz de Jatropha dioica

El primer compuesto identificado en Jatropha dioica fue la riolozatriona,
un metabolito de tipo diterpenoide aislado del extracto de éter de petrbleo de la
raiz de J. dioica [38]. Posteriormente, se aislé del extracto metandlico de la raiz

de J. dioica otro diterpenoide al cual denominaron citlalitriona [43]
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En el 2017 Melchor Martinez y cols., identificaron en el extracto de
diclorometano de la raiz de Jatropha dioica, un nuevo compuesto de esqueleto
de tipo riolozano al cual denominaron 6-epi-riolozatriona. En este mismo
trabajo, Melchor Martinez reporté a la jatrofatriona y a la citlalitriona,
compuestos ya reportados para otras especies de Jatropha. Ademas, como
parte de su tesis doctoral Melchor identificO otros tres compuestos: el
denominado peroxi-riolozano y una mezcla de isémeros de jatrofatriona [44],

[45].

De manera simultanea, Tamez Fernandez encontrdé dos nuevos
compuestos en la raiz de J. dioica, un compuesto de tipo cumarina lignano y
otro compuesto al cual denomind epoxi-riolozano. Posteriormente en nuestro
grupo de trabajo, Loa Martinez en su tesis de licenciatura realizé la
caracterizacion completa del peroxi-riolozano, el epoxi-riolozano y de los
isébmeros de jatrofatriona y se logré determinar su configuraciéon absoluta. En la
figura 4, se muestran las estructuras de los compuestos caracterizados de J.

dioica [46], [47].

Con el objetivo de analizar los dos compuestos de esqueleto tipo
riolozano y los otros compuestos minoritarios, nuestro grupo de trabajo
desarroll6 un método cromatografico, mismo que se validé. Ademas, ya fueron
asignadas las sefnales correspondientes a cada uno de los compuestos

identificados, lo que permite emplearlo como perfil metabolémico (Figura 5.)
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1.5 Justificacion

El género Jatropha es conocido por su uso en la medicina tradicional
para curar diversas afecciones. Si bien existen reportes sobre las actividades
biolégicas de diferentes especies de Jatropha, son pocos los estudios en los

que se relacionan dichas actividades con los metabolitos producidos.

La especie Jatropha dioica es de especial interés debido a su uso
etnofarmacoldgico, a las diversas actividades biolégicas reportadas y a los
metabolitos secundarios recientemente obtenidos y caracterizados. Sin
embargo, se desconoce el vinculo entre las actividades biologicas vy, el
contenido y proporcidén de los metabolitos presentes en el perfil cromatografico.
Debido a lo anterior, en este trabajo se pretende determinar si existe relacion
entre el perfil metabolémico obtenido por cromatografia de liquidos de alta
resolucién y las actividades antibacteriana, citotdxica y anti-herpética de la raiz

de Jatropha dioica, mediante el empleo de métodos quimiomeétricos.
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1.6 Objetivo general

Determinar si existe correlacion entre las actividades biologicas y el perfil

metabolomico del extracto de cloruro de metileno de la raiz de Jatropha dioica.

1.7 Objetivos especificos

1. Obtener los extractos de cloruro de metileno y el perfil metabolémico por
CLAR de diversas colectas de raices de Jatropha dioica.

2. Evaluar la actividad antibacteriana, citotoxica y anti-herpética de cada
extracto obtenido.

3. Establecer la correlacion entre la actividad biolégica de Jatropha dioica
con su perfil metabolomico mediante el uso de la estadistica

multivariable.
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CAPITULO I

MATERIALES Y METODOS

2.1 Material, Equipos y Reactivos

2.1.1 Material

Botellas de vidrio de 100, 250, 500 y 1000 mL con tapdn de rosca
Caja de cultivo celular con ventilacion de 175 cm?

Cajas de cultivo de 90 mm X 15 mm estériles

Céamara de Neubauer

Columna cromatografica AccQ-Tag (3.9 x 150 mm, 4 um; Waters)
Espatulas para polvos

Filtros para CLAR de 0.45 ym de 13 mm de membrana PTFE
Filtros Whatman® 40

Gradilla para 60 tubos

Insertos de vidrio de 150 pL

Jeringa de plastico desechable 3 mL
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Matraces bola de 50 y 250 mL con esmeril 24/40
Matraces Erlenmeyer de 250 mL con tapa

Matraces Erlenmeyer de 250, 500 y 1000 mL

Microplacas estériles de poliestireno de 24 y 96 pozos de fondo plano

Pipetas automaticas de 10, 20, 200 y 1000 pL
Pipetas Pasteur
Pipetas seroldgicas desechables 1,2, 5y 10mL

Probeta de 25 50, 100, y 250 mL

Puntillas para pipetas automéaticas de volumen ajustable p200 y p1000

Tamiz con malla de acero de 1 mm, Retsch®
Tubos con tapon de rosca 13 X 100 mm

Tubos cénicos estériles 15y 50 mL

Tubos de ensaye 13 X 100, 18 X 150 mm

Tubos de fondo plano de 3 mL con tapén de rosca
Tubos Eppendorf de 1.5 mL

Vasos de precipitados de 250 mL

2.1.2 Equipo

Agitador vértex Scientific Industries®, modelo SI-A536
Balanza analitica OHAUS Pioneer® modelo PA214C
Balanza granataria OHAUS Pioneer®, modelo PA3102
Bafio de ultrasonido Bromson®, modelo 2510R-DTH
Bomba de vacio Vacubrand®, modelo IC

Campana de bioseguridad PRENDO®, modelo CSB-120
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e Campana de extraccion Lumistell®, modelo CEE-120

e Campana de seguridad bilégica Esco®, modelo LR2-6S2

e Centrifuga Thermo IEC®, modelo Centra CL3

e Congelador Thermo Scientific®

e Cromatografo de liquidos analitico Alliance 2695 con DAD Waters®
e Equipo de rotaevaporacion Heidolph®, modelo 517-61000-01-0

e Esterilizador de material Market Forge®, modelo Sterilmatic

e Incubadora Quincy Lab®, modelo 10140

e Lector de microplacas Thermo Scientific®, modelo 357

e Licuadora de 7 velocidades MAN®, modelo LMU-9090

¢ Microscopio invertido OLYMPUS CORPORATION, modelo CKX41SF

e Refrigerador Daewoo®, modelo DFR-2112NRU

2.1.3 Reactivos

e Acetonitrilo grado CLAR J.T Baker®

e Aciclovir 400 mg, Laboratorios PISA®

e Agar Mueller Hinton (AMH) BD®

e Agua bidestilada, Laboratorios Monterrey®

e Antibidtico Glucosado Sigma Aldrich®

e Azul tripano Sigma Aldrich®

e Bromuro metil tiazol tetrazolio (MTT) Sigma Aldrich®
e Buffer Fosfato Salino (PBS) Sigma Aldrich®

e Caldo Mueller Hinton (CMH) BD®
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e Cloruro de metileno grado CLAR J.T Baker®

e Colorante de Giemsa CTR®

e Dimetil sulféxido (DMSQO) Fermont®

e Doxorrubicina Sigma Aldrich®

e Inmunoglobulina Humana Normal (IgG) Flebogamma®
e Medio Eagles Modificacion De Dulbecco (DMEM) Gibco®
e Metanol grado analitico Fermont®

e Metanol grado CLAR J.T Baker®

e Nitrégeno gaseoso 99% de pureza Praxair®

e Oxacilina BioChemiks®

e Solucién de Glucosa 5% Laboratorios Pisa®

e Tripsina Gibco®

e Vancomicina 500 mg Laboratorios PISA®

2.1.4 Material Bioldgico

e (Células epiteliales de rindbn de mono verde africano Chlorocebus
sabaeus (Vero)

e Aislado clinico de VHS—1

o Raiz de la planta Jatropha dioica var. sessiliflora

e Staphylococcus aureus

o Staphylococcus aureus resistente a oxacilina (R.O)

e Escherichia coli

e Bacillus subtilis



2.2 Métodos

2.2.1 Colecta, tratamiento y almacenamiento de la raiz de J. dioica

La colecta de la raiz de J. dioica var. sessiliflora se llevé a cabo de junio
del 2012 a julio del 2018 en el municipio de Villaldama Nuevo Leon. En la
TABLA Il se muestran las fechas de colecta de cada lote. Una vez realizada la
colecta, la raiz se lavd con abundante agua y jabon y se enjuagd muy bien para
eliminar los restos de detergente. La raiz limpia se sec6 a temperatura ambiente
y se desmenuzd en finos trozos para posteriormente molerla en licuadora. La
raiz molida se guard6 en recipientes herméticos y se almacené a -20°C hasta
Su posterior uso.

TABLA Il. Fechas de colecta de los diferentes lotes

Lote Ano Mes
1 2012 Junio
2 2014 Mayo
3 2014  Octubre
4 2015 Junio
5 2016 Septiembre
6 2016 Enero
7 2016 Junio
8 2016 Julio
9 2017 Junio

10 2017 Julio
11 2018 Junio
12 2018 Julio

Como adicional se incluyé un lote de raiz de J. dioica var dioica colectada

en el estado de Hidalgo en mayo del 2018.
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2.2.2 Optimizacion del proceso de extraccion con diclorometano

Se aplico un disefio factorial completo 22 aleatorizado con 3 puntos

centrales. Los factores evaluados fueron el tamano de particula, el tiempo y la

velocidad de extraccion, estos se evaluaron a dos niveles: alto (+) y bajo (-)

como se muestra en la TABLA Ill, sumando un total de 11 experimentos

(TABLA V).

TABLA Illl. Factores evaluados en el disefio de experimentos de la extraccion

Factor Unidades Valor alto (+) Valor bajo (-)
Tamano de particula mm >1 <1
Velocidad de agitacion rem 250 150
Tiempo de agitacion min 15 5
TABLA IV. Disefo de experimentos de la extraccion
Experimento No. Tiempo ,de Velocidacli de Tamalﬁo de
agitacion agitacion particula
1 15 min 150 rpm <1 mm
2 45 min 150 rpm <1 mm
3 15 min 250 rpm <1 mm
4 45 min 250 rpm <1 mm
5 15 min 150 rpm >1 mm
6 45 min 150 rpm >1 mm
7 15 min 250 rpm >1 mm
8 45 min 250 rpm >1 mm
9 30 min 200 rpm <1 mm
10 30 min 200 rpm <1 mm
11 30 min 200 rpm <1 mm
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En todos los casos se pesaron 5 g de la raiz (en el caso de particulas
inferiores a 1 mm se realizé un tamizaje previo) y se transfirieron a un matraz
Erlenmeyer de 125 mL con tapa, en donde se vertieron 50 mL de
diclorometano. Posteriormente, se llevo el matraz a una placa de agitacion
variando el tiempo y velocidad de agitacidon. El sobrenadante se filtr6 a través
de un filtro Whatman #40 y el filtrado se recab6é en un matraz bola de 50 mL.
Este proceso se repiti6 en dos ocasiones mas con 30 mL de diclorometano
cada una. Todo el filtrado se llevé a sequedad por evaporacion del disolvente, a
presion reducida y a temperatura de 37 "C. Los extractos obtenidos se pesaron
para calcular el porcentaje de recuperacion que fue la variable de respuesta

para el disefio de experiementos.

Con ayuda del programa estadistico MODDE pro® se construyeron los
graficos de valores de ajuste y de coeficientes. Una vez determinadas las
mejores condiciones estas se emplearon para la obtencién de los extractos de

los diferentes lotes.

2.2.3 Obtencion del perfil metabolémico del extracto

El proceso de obtencién del perfil metabolémico se llevé a cabo para
cada una de las réplicas de los extractos de los 12 lotes de J. dioica var
sessiliflora y el lote adicional de J. dioica var dioica. Se pesaron 2 mg del

extracto y se disolvieron en 20 pL de DMSO y posteriormente en 980 uL de
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acetonitrilo. A continuacion, la solucion se filir6 mediante un filtro con membrana

de nylon (0.45 um), para posteriormente inyectar 5 L al cromatografo.

La fase mévil fue una solucion de agua/metanol la cual se encontr6 a un flujo de
0.2 mL/min. Se aplicé un gradiente con acetonitrilo iniciando con un 50% en
agua, el cual se incrementd de forma lineal hasta llegar a 100% (tomd
aproximadamente 35 min) y se mantuvo por 5 minutos antes de regresar a las
proporciones iniciales. Todos los disolventes y soluciones que se utilizaron
fueron filtrados con membranas de nylon (0.45 um) y se sometieron a bafo de

ultrasonido por 15 minutos para su desgasificacion.

La deteccion de los diferentes metabolitos presentes en los extractos se
llevé a cabo mediante un barrido de 210 a 600 nm, mientras que la

cuantificacion se realizé a 254 nm.

2.2.4 Determinacion de la actividad antibacteriana del extracto

La evaluacion de la actividad antimicrobiana contra Staphylococcus
aureus, Escherichia coli y Bacillus subtilis se realiz6 por el método de

microdilucién en placa con caldo Mueller Hinton.
% Preparacion de los microrganismos

A partir de un cultivo de Staphylococcus aureus, Escherichia coli o
Bacillus subtilis en agar Mueller Hinton de 24-48 h de crecimiento se

tomaron de 3 a 4 colonias. Las colonias se depositaron en caldo Mueller
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Hinton y se incubaron de 24-37 h. Posteriormente 100 pL de suspensién se
transfirieron a 3 mL de CMH y se incubaron a 37°C hasta alcanzar una
turbidez de 0.5 del estandar de McFarland. Finalmente, se realizd una
dilucion a una proporciéon 1: 50 con CMH para obtener la solucion de

trabajo.
% Preparacion de las muestras del extracto de diclorometano

Se pesaron 2 mg de cada uno de los lotes y se disolvieron en 20 uL
de DMSO, posteriormente se agregaron 980 uL de CMH. Se utilizaron 100

uL de cada muestra y se realizd una dilucion seriada al doble.
% Preparacién de los controles

El control positivo fue vancomicina, para lo cual se prepard una
solucién acuosa a una concentracién de 256 pg/mL. Se utilizaron 100 pL

del control positivo y se realizé una dilucion seriada al doble.

El control de disolvente se preparé6 tomando 20 uL de DMSO vy
disolviéndolos en 980 uL de CMH, la solucién se utiliz6 como muestra y se

realizaron diluciones seriadas al doble.

El control negativo o control de crecimiento se preparé depositando
100 pL de inoculo bacteriano, mas 100 uL de CMH en ocho pocillos de la

microplaca.

El control del medio de cultivo se preparé depositando 200 pL de

CMH en cuatro pocillos de la microplaca.
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% Técnica de microdilucion en placa

El bioensayo se realizé6 en microplacas de 96 pocillos, a todos los
pocillos de la periferia se les agregaron 200 pL de agua bidestilada esteéril.
En los pocillos correspondientes al control del medio de cultivo se les
agregaron 200 uL de CMH mientras que a los restantes se les agregaron
100 pL de CMH. A continuacién, se muestran las concentraciones finales
que se obtuvieron tanto de los controles positivo, negativo y de disolvente

como de la muestra.

e Muestras: 500, 250, 125, 62.5, 31.25, 15.62, 7.81, 3.90 y 1.95 ug/mL.
e Vancomicina: 64, 32, 16, 8, 4,2 y 1 ug/mL.

e Disolvente: 2,1, 0.5,0.25y 0.125 %

Posteriormente, se adicionaron 100 pL del inoculo bacteriano a lo
pocillos de muestras, de control positivo, de control negativo y control de

disolvente. La microplaca se incub6 a 37°C durante 24 horas.
< Determinacion de la concentracién minima inhibitoria

La concentracidn minima inhibitoria se determiné utilizando la sal
de MTT. Las células metabdlicamente activas transformaron el MTT en
formazan produciendo un color purpura directamente proporcional a la
viabilidad celular. Una vez incubada la microplaca se les anadié a los
pocillos interiores 10 pL de una solucién de 5 mg/mL de MTT. La
concentracion CMI fue la concentracién en la que ya no se presenté un

cambio en la coloracion.
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2.2.5 Cultivo celular

Las células Vero se cultivaron en medio DMEM suplementado con suero
fetal bovino al 2% y penicilina al 1% en monocapa hasta que se obtuvo una
confluencia 80-90% a 37 °C, en una atmosfera de 5% de CO:2 en placas de 24 o
96 pozos, estas placas se utilizaron en los bioensayos de reduccién de placas

virales y citotoxicidad respectivamente.

2.2.6 Evaluacion de la actividad citotoxica

% Preparacion de las muestras del extracto de diclorometano

Se pesaron 2 mg del extracto de diclorometano de la raiz de J. dioica
de cada lote y se disolvieron con 1 mL de medio de cultivo DMEM al 1% de

DMSO para obtener una concentracion de 2,000 pg/mL.
< Determinacion de la concentracion citotéxica media (CCso)

La determinacién de la CCso se llevo a cabo en microplacas de 96
pocillos, se sembraron 20,000 células por pozo y se cultivaron con medio
DMEM suplementado (suero fetal bovino al 2%, glutamina, aminoacidos
esenciales, estreptomicina y penicilina al 1%), incubandolas 24 h a 37 °C
en una atmésfera de 5% de CO2. A continuacion, se adiciona con
diferentes concentraciones del extracto de diclorometano (125, 250, 500 y

1,000 pg/mL) y se llevé a incubacién por 72 h. Como control negativo se
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emplearon células Vero adicionadas unicamente con el medio DMEM

suplementado.

Una vez concluido el periodo de incubacion, se determind la
viabilidad celular mediante la adicién de 10 pyL de una solucion de 5
mg/mL de MTT por pozo, se incubaron 3 h a 37°C en una atmoésfera de
CO:2 al 5%. El medio de cultivo se removié y se afnadieron 100 pL de
DMSO con el objetivo de disolver los cristales de formazan.
Posteriormente, se midi6 la absorbancia a 540 nm en un lector de
microplaca. La CCso fue la concentracion del extracto que redujo la
viabilidad celular en un 50%, para la determinacién de la viabilidad celular

se utilizd la siguiente formula:

o DO células tratadas
%Viabilidad = - (100)
DO células control

DO: Densidad éptica

Todos los ensayos se realizaran por triplicado.

2.2.7 Evaluacidn de la actividad anti-herpética

% Preparacion de las muestras del extracto de diclorometano

Se pesaron 3 mg del extracto de diclorometano de la raiz de J.
dioica de cada lote y se disolvieron con 3 mL de medio de cultivo DMEM
suplementado al 1% de DMSO para obtener una concentraciéon de 1,000

pg/mL.
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+ Determinacion de la concentracion inhibitoria media (Clso)

La Clso se determind mediante el ensayo de reduccion de placas
virales. Para llevar a cabo el ensayo se sembraron 120,000 células Vero por
pocillo en una placa de 24 pocillos. A continuacion, se infectaron con 25
unidades formadoras de placas (UFP) del VHS-1 y se llevaron a incubacién
por 1 h, a 37 °C en agitacion constante. Luego de la incubacion, se retiro el
sobrenadante y se adicioné medio fresco suplementado con DMSO al 1% y
0.32% de 1gG. Posteriormente, se afiadieron a los pozos concentraciones
de 62.5, 32.125 y 15.625 pg/mL del extracto previamente filtrado y se

llevaron a incubacién 48 h.

El control positivo consistié en la adicion de Aciclovir 0.5 ug/mL,
mientras que el control negativo consisti6 en reemplazar el volumen

anadido del extracto por medio de cultivo DMEM suplementado.

Finalmente, las células se fijaron con 1 mL de metanol y se tifieron
con 1 mL de Giemsa. La Clso fue aquella en la que se observo una
reduccion del 50% de la formacién de UFP comparandola contra el 0% de
reduccion del control negativo. Todos los ensayos se realizaron por

triplicado.
«» Determinacion del indice de selectividad

El indice de selectividad del extracto de diclorometano de la raiz de

Jatropha dioica se determiné mediante la divisién de la Clso entre la CCso.
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2.2.8 Evaluacidn del efecto del cambio de disolvente en la preparacion de

los extractos para la obtencion del perfil metabolémico.

El presente procedimiento se disefié con la finalidad de evaluar el efecto
de los diferentes sistemas de disolventes utilizados, tanto en el analisis
cromatografico como en los ensayos bioldgicos, sobre el perfil metabolomico de
la raiz de J. dioica. Para ello se pesaron 2 mg de las colectas de octubre del
2014, junio del 2015 y julio del 2018, estas se disolvieron inicialmente en 20 pL
de DMSO y luego en 980 uL de agua. A continuacion, las soluciones se filtraron
utilizando un filtro con membrana de nylon (0.45 um), para posteriormente
inyectar 5 pL al cromatografo. Se siguieron las mismas condiciones

cromatograficas que las indicadas en la seccién 2.2.3.

2.2.9 Busqueda de la correlacion de las actividades de J. dioica con su

perfil metabolémico
% Aplicacion de pretratamientos

La informacion recabada de los cromatogramas de las réplicas de los
diferentes extractos en formato ARW, asi como los resultados de los
bioensayos se exportaron a MATLAB® con el objetivo de agilizar el manejo
de los datos. A continuacion, en el programa PLS-Toolbox se llevo a cabo el
pretratamiento de los datos, se inicid6 con el recorte de los extremos del
cromatograma original de 60 min dejando Unicamente las sefales que

comprenden de 5 a 40 min. Se continu6 con un suavizado empleando el
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método de filtrado de Savitzky-Golay (savgol) y las variaciones en la linea
base fueron minimizadas por medio del método de minimos cuadrados
asimétricos ponderados (WLS). Luego se realizd un ajuste de los tiempos
de retencién mediante la funcion COW (correlation optimized warping), para

terminar con la co-adicion de las réplicas de cada lote [28].
% Analisis de componentes principales (PCA)

El modelo matematico se construyd incluyendo los triplicados de los
13 lotes descritos en la seccion 2.2.1. Se inicié con una normalizacién area
unidad y un centrado en la media como preprocesamiento. La validacién
cruzada se realiz6 con el método de persianas venecianas, con tres
muestras por ciego, 5 divisiones de datos y un maximo de 20 PC’s. El
numero Optimo de factores se determind con el criterio del valor minimo de
PRESS (prediction sum of squares) en la validacién cruzada. Los limites
para el espacio definido por el modelo (T?) y su espacio residual (Q) se
establecieron con un nivel de confianza del 95%. Se utilizd el grafico de
scores para observar el agrupamiento natural de las muestras. Los graficos
de loadings se emplearon para conocer la contribucion de las variables que

fueron importantes para describir las muestras.
% Regresion de minimos cuadrados parciales (PLSR)

El modelo matematico se construyé incluyendo unicamente los lotes
pertenecientes a J. dioica var. sessiliflora. En la construccidén del modelo de

PLSR, en la matriz “X” se encontraban los perfiles metaboldomicos de las
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diferentes colectas y se utiliz6 un vector “Y” para cada una de las
actividades biolégicas evaluadas. Se inici6 con una normalizacion area
unidad y un centrado en la media como preprocesamiento para la matriz
“X”. La validacion cruzada se realizd con el método de persianas
venecianas con una muestra por ciego, 5 divisiones de datos y un maximo
de 20 PC’s. El numero Optimo de factores se determind con el criterio del
valor minimo de PRESS (prediction sum of squares) en la validacién
cruzada. El estadistico empleado para evaluar el grado de correlacién fue el
coeficiente de determinacion r2. El grafico de scores se utilizd para
identificar la distribucion de las muestras y los graficos de loadings se
emplearon para conocer la contribucion de las variables que fueron
importantes para describir la relacion entre las sefales y las actividades

bioldgicas.
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3.1 Resultados de la optimizacion del proceso de extraccion

CAPITULO 1lI

RESULTADOS

Los porcentajes de recuperacidon que se obtuvieron en el disefio de

experimentos expuesto en el punto 2.2.2, se muestran en la TABLA V.

TABLA V. Porcentajes de rendimiento obtenidos en el disefio de experimentos

de agithcion | de agitacion  partioula | Rendimiento
15 min 150 rpm <1 mm 2.93%
45 min 150 rpm <1 mm 2.84%
15 min 250 rpm <1 mm 2.79%
45 min 250 rpm <1 mm 3.03%
15 min 150 rpm >1 mm 1.22%
45 min 150 rpm >1 mm 1.34%
15 min 250 rpm >1 mm 1.09%
45 min 250 rpm >1 mm 1.23%
30 min 200 rpm <1 mm 2.47%
30 min 200 rpm <1 mm 2.81%
30 min 200 rpm <1 mm 2.76%
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Como se puede observar los porcentajes varian del 1.09 al 3.03 % que
corresponden a 54.9 mg y 151.5 mg respectivamente. En todos los casos se
obtiene la cantidad necesaria del extracto para cumplir con los objetivos (30 mg

aproximadamente).

En la figura 6, se muestra el grafico de valores estadisticos de ajuste al

modelo, todos los valores se encuentran por arriba de 0.9.

Valores estadisticos de ajuste R

1 [ K%
. [] Validez del modelo
0.9 - I Repetibilidad
0.8 -

0.7 -
0.6
0.5 |
0.4
0.3 |
0.2
0.1

Rendimiento

N=11, R2=0.972, RSD=0.1638, DF=7, Q2=0.945

Figura 6. Valores estadisticos de ajuste

Con los resultados de rendimiento del disefio de experimentos se
construyé el grafico de coeficientes que se muestra en la figura 7. Se observa
que el tiempo y la velocidad de agitacion no tienen una contribucién importante
para mejorar el rendimiento, en este caso la variable que mas contribuye es el

tamano de particula.
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Coefficients (scaled and centered)

% de rendimiento
04

0.2 ——

Tienl1po Velocidad Tamafio de particula

N=11, R?=0.972, RSD=0.1638, Confidence=0.95

Figura 7. Gréfico de coeficientes de los factores evaluados

Tomando en cuenta todo lo anterior se decididé trabajar con el menor
tiempo de agitacion es decir 15 min, a una velocidad de 200 rpm que es la que
normalmente se utiliza en este tipo de procesos y un tamano de particula

inferior a 1 mm.

3.2 Obtencion del perfil metabolémico del extracto

Se obtuvieron un total de 39 cromatogramas con un tiempo de corrida de
60 min. En la figura 8 aparece el cromatograma obtenido a 254 nm
correspondiente a la colecta de octubre del 2014 (lote 3), se contabilizan
alrededor de 54 picos; se indican las sefales de algunos de los compuestos
identificados y caracterizados. En la sobreposicion de las réplicas de extraccion

de la colecta de octubre del 2014 (Figura 9), se identifican los mismos
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compuestos variando Unicamente un poco en la intensidad de las sefales. Se

compararon las réplicas de las diversas colectas y se observaron los mismos

resultados.
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Figura 8. Cromatograma de la colecta de octubre del 2014
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Figura 9. Cromatogramas sobrepuestos de las réplicas de extraccion del lote 3
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3.3 Resultados de la actividad antibacteriana

En la TABLA VI se muestran los resultados obtenidos de CMI de cada

lote contra las diferentes bacterias, el lote 13 corresponde a la colecta de J.

dioica var. dioica del estado de Hidalgo. Como se puede observar sélo el lote

12 presentd una CMI de 500 pg/mL contra S. aureus RO, el resto de los lotes

no exhibieron actividad contra la bacteria en las concentraciones probadas. En

el caso de S. aureus ningun lote presentd actividad contra la bacteria en

concentraciones <500 pg/mL. Los lotes 9, 10, 11 y 12 presentaron una CMI de

500 pg/mL contra E. coli, este comportamiento se repiti6 para B. subtilis

exceptuando el lote 9.

TABLA VI. Resultados de CMI de los diferentes extractos.

Lote No. CMIl contra | CMI contra | CMI contra | CMI contra
S. aureus RO | S. aureus E. coli B. subtilis
1 NA NA NA NA
2 NA NA NA NA
3 NA NA NA NA
4 NA NA NA NA
5 NA NA NA NA
6 NA NA NA NA
7 NA NA NA NA
8 NA NA NA NA
9 NA NA 500 pg/mL NA
10 NA NA 500 pg/mL | 500 pg/mL
11 NA NA 500 pg/mL | 500 pg/mL
12 500 pg/mL NA 500 pg/mL | 500 pg/mL
13 NA NA NA NA

NA: no presenta actividad a 500 pg/mL.
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3.4 Resultados de la actividad citotoxica

En la TABLA VIl se enlistan los resultados de la concentracion citotoxica
media de cada lote probado en células Vero, el lote 13 corresponde a la colecta
de J. dioica var. dioica del estado de Hidalgo. La CCso de los extractos de
cloruro de metileno de la raiz de J. dioica var. sessiliflora se encontr6 en

valores entre 107.18 y 217.24 yg/mL.

TABLA VII. Resultados de CCso de todos los lotes determinada en células Vero

Lote No. | Colecta CCso DE

1 jun-13 135.57 | £+11.97
2 may-14 | 138.35 | +5.51
3 oct-14 12412 | £4.53
4 jun-15 117.21 | £5.33
5 sep-15 | 107.38 | +9.60
6 ene-16 | 107.18 | +4.06
7 jun-16 138.62 | £7.98
8 jul-16 161.03 | £+13.63
9 jun-17 139.14 | £6.26
10 jul-17 198.98 | +13.12
11 11-jul-18 | 217.24 | +18.60

12 23-jul-18 | 163.50 | *3.66
13 mayo-18 | 111.00 | +4.92

3.5 Resultados de la actividad anti-herpética

En la TABLA VIII se muestran los resultados de la concentracién

inhibitoria 50 (Clso0) de cada lote contra el virus del herpes simplex tipo 1 (VHS-
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1), el lote 13 corresponde a la colecta de J. dioica var. dioica del estado de

Hidalgo. La Clso de los extractos de cloruro de metileno de la raiz de J. dioica

var. sessiliflora se encontr6 en valores entre 20.45 y 43.27 yg/mL.

TABLA VIII. Resultados de Clso de todos los lotes contra VHS-1

Lote No. | Colecta | Clso DE
1 jun-13 20.98 | +1.89
2 may-14 | 20.45 | £+1.11
3 oct-14 21.13 | £5.47
4 jun-15 26.35 | +£6.13
5 sep-15 22.56 | +£4.88
6 ene-16 | 21.60 | £5.14
7 jun-16 23.50 @ +£6.62
8 jul-16 42.10 | +1.60
9 jun-17 43.27 | £0.65
10 jul-17 4240 | £1.42
11 11-jul-18 | 42.68 | £0.15
12 23-jul-18 | 40.86 | +7.50
13 mayo-18 | 30.34 | +3.69

La TABLA IX presenta los resultados del indice de selectividad (IS) de

cada lote, el lote 13 corresponde a la colecta de J. dioica var. dioica del estado

de Hidalgo. El indice se selectividad de los extractos de cloruro de metileno de

la raiz de J. dioica var. sessiliflora se encontrd en valores entre 3.2 y 6.8.
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TABLA IX. Resultados de IS de los diferentes lotes

Lote No. @ Colecta IS
1 jun-13 6.5
2 may-14 6.8
3 oct-14 5.9
4 jun-15 4.4
5 sep-15 4.8
6 ene-16 5.0
7 jun-16 5.9
8 jul-16 3.8
9 jun-17 3.2
10 jul-17 4.7
11 11-jul-18 5.1
12 23-jul-18 4.0
13 mayo-18 3.7

3.6 Resultados de la evaluacion del efecto del cambio de disolvente en la

preparacién de los extractos para la obtencion del perfil metabolémico.

La figura 10 muestra la comparacién del cromatograma obtenido
disolviendo el extracto en DMSO1%-+acetonitrilo y disolviendo el extracto en
DMSO1%-+agua, se sefnalan algunos de los compuestos identificados segun
sus tiempos de retencion; es posible observar que estan presentes en ambas

muestras, sin embargo, difieren en la intensidad de las senales.

En la TABLA X, se muestran las proporciones relativas del area bajo la
curva de algunos de los compuestos identificados de tres colectas diferentes:

octubre del 2014, junio del 2015 y julio del 2018. En las diferentes colectas
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empleadas las areas relativas calculadas son muy similares con ambos

solventes; presentando una diferencia menor al 1.7%.

B Notacién Compuesto
eR epoxi-riolozano
c Citlalitriona
014 6-eR 6-epkriolozatriona
) R Riolozatriona
3 : Iso-J Iso-jatrofatrionas
; c J Jatrofatriona
% pR Peroxi-Riolozano
J = Acetonitrilo Agua
+DMSO +DMSO
1.04
6-eR

Figura 10. Comparacion de los cromatogramas obtenidos con disolviendo el
extracto en DMSO1%-+acetonitrilo (linea azul) y disolviendo el

extracto en DMSO1%+agua (linea naranja).

TABLA X. Proporciones relativas del area bajo la curva de algunos de los
compuestos identificados

Colecta octubre 14' Colecta junio 15’ Colecta julio 18’

Compuesto % area % area % area % area % area % area
ACN Agua ACN Agua ACN Agua

Citlalitriona 9.17 9.62 6.24 6.58 1417 15.34
6-epi-riolozatriona 8.19 8.19 7.32 7.24 19.31 19.19
Riolozatriona 65.95 66.12 61.02 60.67 47.39 46.34
Jatrofatriona 14.17 13.30 0.23 0.18 15.83 15.50
Peroxi riolozano 2.52 2.77 2.66 2.26 3.30 3.63
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3.7 Resultados de la aplicacion de pretratamientos

Los datos de CLAR obtenidos de los triplicados de los 13 lotes de J.
dioica se exportaron desde el programa de control cromatografico en formato
ARW a MATLAB®. El pretratamiento de los cromatogramas se inicié con el
recorte de los extremos conservando del minuto 5 al 40. Fue necesario aplicar
un suavizado con una ventana de filtrado de 15 (Figura 11a), una correccion de
linea base (Figura 11b) y finalmente un ajuste en los tiempos de retencion
(Figura 11c). La figura 12 muestra la comparacién de los cromatogramas
iniciales y luego de los pretratamientos, es posible observar que los
pretratamientos no afectaron las caracteristicas de los cromatogramas, pero si

corrigieron los artefactos de los mismos.

03r

026

02r

Unidades de absorbancia
Unidades de absorbancia
Unidades de absorbancia

15 20 25 30 15 20 25 30 15 20 25 30
Tiempo de retencion Tiempo de retencion Tiempo de retencion

Figura 11. Comparacion de una seccién de los cromatogramas del minuto 10 al minuto
35 durante los pretratamientos: (a) suavizado, (b) correccién de linea base

y (c) ajuste de los tiempos de retencién.
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3.8 Analisis de componentes principales (PCA)

Se determin6 que el comportamiento de las muestras podia ser descrito
con tres componentes principales (PC’s), obteniendo un 94% de varianza
explicada con el minimo valor de RMSECV que fue de 0.0003579. En la figura
13 se muestra un gréfico de valores de Hotelling frente a los valores residuales.
En general la mayoria de las muestras se encuentran por debajo de los valores
limite establecidos a un valor de p=0.950 (lineas azules) y no se observa la
presencia de datos anémalos. Uno de los replicados del lote 12 tiene un valor
residual mayor al de las otras muestras. Ademas, las tres réplicas de extraccién
correspondientes a J. dioica var. dioica poseen un valor de Hotelling superior a

todas las muestras de J. dioica var. sessiliflora.
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Figura 13. Grafico de los valores de Hotelling frente a los valores residuales.
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En la figura 14 se representa un gréafico de los valores de scores en las
primeras 3 PC’s; se observa que las réplicas de extraccidn son muy cercanas
entre si. La PC1 separa los meses de junio y julio de los otros meses,
representando época seca y humeda respectivamente, y la PC3 separa a los

extractos de J. dioica var. dioica del resto de las muestras.
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Figura 14. Grafico de scores de las 3 PC’S en tres dimensiones.

Para una mejor apreciacion del espacio ocupado por las muestras sobre
las PC’s, las figuras 15 y 16 muestran los graficos de PC1 frente a PC2, y PC1

frente a la PC3 respectivamente.
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Figura 15. Grafico de scores de la PC1 frente a la PC2.

0.015 T T “3_3 I T
|
B . -
=TT I T~ ¢ jun
- I T~ E may
0.01 [ -7 ~
o7 : S A oct
Ve
- | W/ sep
/
, I J¢ ene
/ | .
0.005 - jul .
/ |
/ | s @ ad |
| I
\
/ 12! QE4-1CE8-3 \
L E22 o ____d 820 g0 I_ |
0 | TE2-+ i
| E12-3) E10-3
\ AcEn *1_3 |
\ B!
A SE6-1 | /
\ 3-3 J& | E12-2 /
\\ iEE%QB | '_3&7.2 /
0.005 | /
\ E11-3 /
N\ | /
\\ | V2
Ve
AN | -
RN I P
0.01 [ ~ o | - J
~—__ | -
—— 4
1 I I 1 I I L
-0.06 -0.04 -0.02 0 0.02 0.04 0.06

Scores on PC 1 (80.74%)

Figura 16. Gréafico de scores de la PC1 frente a la PC3.
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En el grafico de los loadings de la primera componente principal (Figura
17), se observa que las variables que mas contribuyen en la descripcion de las
muestras concuerdan con los tiempos de retencion en donde aparecen la

citlalitriona, la riolozatriona y la jatrofatriona.
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Figura 17. Grafico de loadings de la primera componente principal, se indican
los posibles compuestos a los que corresponden, identificados por

sus tiempos de retencion.

Para confirmar que existen variaciones de importancia en estas sustancias, en
la figura 18 se muestra una comparacion de los perfiles metabolémicos de dos
colectas que se encuentran a los extremos de la primera componente principal
(E3y E10).

En el grafico de loadings de la segunda componente principal (Figura 19) las
variables que corresponden al tiempo de retencién de 6-epi-rioozatriona se

muestran como las mas importantes.
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Figura 18. Comparacion de los perfiles metabdlicos de la colecta de octubre del 2014
julio del 2017
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Figura 19. Gréfico de loadings de la segunda componente principal, se indican algunas
de las contribuciones mas importantes.
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En el grafico de loadings de la tercera componente principal (Figura 20)
se indican 3 contribuciones importantes alrededor del minuto 21, 28 y 36. Se
tomaron sélo los valores positivos, porque son estos los que describen

exclusivamente a J. dioica var. dioica.
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Figura 20. Grafico de loadings de la tercera componente principal, se indican

algunas de las contribuciones mas importantes.

Para comprobar las senales correspondientes, se graficaron los perfiles
metabolémicos de J. dioica var sessiliflora'y de J. dioica var dioica en donde se
presentaron diferencias importantes como se puede apreciar en la figura 21. En
el perfil de J. dioica var dioica aparecen sefales cromatogréaficas que no se
encuentran en el perfil de la variedad sessiliflora y que coinciden con los
tiempos de retencion identificados en los loadings. Esta comparacién se realizé
con todas las colectas de J. dioica var sessiliflora 'y en ninguno de los casos se

presentaron estas sefales.
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3.9 Regresion de minimos cuadrados parciales (PLSR)

3.9.1 Correlacion del perfil metaboldmico de J. dioica var. sessiliflora con
la CCso

En esta correlacibn se determind que dos variables latentes eran
suficientes para explicar el 95.44% de la variacion en “X” es decir los perfiles
metabolémicos y 52.21% de la variacion en “Y”, en este caso la CCso. El valor

de r? fue de 0.522.

En la figura 22 se presenta el grafico de los valores de scores de las
muestras sobre las variables latentes (VL’s). Se observa que la VL1 separa las
muestras en dos grupos, en el grupo de la derecha se encuentran las muestras
colectadas en los meses de junio y julio y a la izquierda el resto de los meses.

Por su parte, VL2 separa a las muestras E11 y E12 del resto.
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Figura 22. Grafico de scores de la CCso
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La figura 23 muestra que la VL1 separa las muestras segun la variacion

de citlalitriona, riolozatriona y jatrofatriona, mientras que la VL2 (Figura 24)

indica que también la 6-epi-riolozatriona juega un papel importante para la

explicacion de la citotoxicidad.
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Figura 23. Grafico de loadings de la VL1 de la CCsq.
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Para ver como la 6-epi-riolozatriona varia a cada extremo de la VL2, en la
figura 25 se compard el perfil metabolémico de 2 colectas. Como podemos
observar la cantidad de 6-epiriolozatriona y de riolozatriona se ven
incrementadas en la colecta de julio, mientras que la citlalitriona se ve

aumentada en octubre.
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Figura 25. Comparacion de los perfiles metabdlicos de dos colectas ubicadas a los
extremos de la VL2 de la CCso.

3.9.2 Correlacion del perfil metabolémico de J. dioica var. sessiliflora con
la Clso

En esta correlacibn se determind que dos variables latentes eran
suficientes para explicar el 95.46% de la variacion en “X” es decir los perfiles
metabolomicos y 77.48% de la variacion en “Y”, en este caso la Clso. El valor de

r2 fue de 0.77.
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En la figura 26 se presenta el grafico de los valores de scores de las
muestras sobre las VL'’s, es posible observar que la VL1 separa las muestras en
dos grupos, en el grupo de la derecha se encuentran todas las muestras
colectadas en los meses de junio y julio y a la izquierda el resto de los meses.

Por su parte, la VL2 separa a las muestras E11 y E12 del resto.
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Figura 26. Grafico de scores de la Clso

Al observar el grafico de loadings (Figura 27) es posible distinguir que la
VL1 separa las muestras segun la variacion de citlalitriona, riolozatriona y

jatrofatriona, como sucedi6 con la actividad citotéxica.
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Figura 27. Grafico de loadings de la VL1 de la Clso.

Para ver como varia la proporcidén de estas sustancias a cada extremo de

la VL1, en la figura 28 se comparo6 el perfil metabolémico de 2 colectas. Se

observa que la cantidad de citlalitriona se ve incrementada en mayo, mientras

que la produccién de riolozatriona se ve aumentada en junio.
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3.9.3 Correlacion del perfil metabolémico de J. dioica var. sessiliflora con

la actividad anti-herpética

En esta correlacibn se determind que dos variables latentes eran

suficientes para explicar el 95.19% de la variacion en “X” y 59.72% de la

variacion en “Y”, en este caso el indice de selectividad. El valor de r? fue de

0.59.

En la figura 29 se presenta el grafico de los valores de scores de las

muestras sobre las VL’s, se aprecia que la VL1 separa las muestras en dos

grupos, en el grupo de la izquierda se encuentran todas las muestras

colectadas en los meses de junio y julio y a la derecha el resto de los meses.

Por su parte, la VL2 separa a las muestras E11 y E12 del resto.
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Al observar el grafico de loadings (Figura 30) es posible notar que la VL1
separa las muestras nuevamente segun la variacidon de citlalitriona, riolozatriona
y jatrofatriona, mientras que la VL2 (Figura 31) indica que ademas la 6-epi-
riolozatriona es importante para explicar la variacion en el indice de

selectividad.
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Figura 30. Grafico de loadings de la VL1 del IS.
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Figura 31. Grafico de loadings de la VL2 del IS.
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Como ejemplo de lo anterior en la figura 32 se grafico el perfil
metaboldmico de una colecta de mayo y una colecta de junio (que se
encontraban a los extremos de la VL1) donde la cantidad de 6-epi-riolozatriona
es muy similar mientras que la cantidad de riolozatriona se ve aumentada en

junio y la citlalitriona se incrementa en mayo.
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Figura 32. Comparacion de los perfiles metabdlicos de dos colectas ubicadas a los
extremos de la VL1 del IS.

3.9.4 Correlacion del perfil metabolémico de J. dioica var. sessiliflora con

la actividad antimicrobiana.

En el caso de la actividad antibacteriana, fueron pocos los lotes que
exhibieron actividad y en todos los casos fue de 500 pg/mL lo que imposibilité la
utilizacion de estos resultados para un andlisis de regresién. Para ello, se
realiz6 una comparacién de los perfiles de los lotes que exhibieron actividad,

con la finalidad de identificar si existe alguna tendencia o variacién de los
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compuestos que fuera responsable de esta. La figura 33 muestra que no se
presenta una variacion sistematica de los componentes que se sospecha

pudieran ser responsables de la actividad.
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Figura 33. Comparacion de los perfiles metabdlicos de las colectas que
exhibieron actividad antibacteriana.
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CAPITULO IV

DISCUSION

Jatropha dioica es un arbusto que se distribuye principalmente en el
centro y norte de México [35]. Su uso en la medicina tradicional mexicana es
muy diverso, desde el tratamiento de infecciones bucales y cutaneas hasta el
tratamiento de la alopecia [37]. Existen reportes en donde se comprueba la
actividad antibacteriana de J. dioica contra diversas bacterias encontradas en la
cavidad bucal, también se ha evaluado su actividad antifUngica mostrando
resultados positivos contra C. albicans. Ademas, el extracto de diclorometano
de la raiz de J. dioica posee actividad anti-herpética contra el virus del herpes
simplex tipo 1y 2 [40]-[42].

En el presente trabajo, se realizé un estudio de correlacion entre el perfil
metabolémico obtenido por cromatografia de liquidos de alta resolucion y las
actividades antibacteriana, citotoxica y anti-herpética de la raiz de J. dioica var.
sessiliflora, mediante el empleo de métodos quimiométricos. Para ello, se

seleccion6 un método cromatografico por CLAR previamente validado, en
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donde fueron asignadas las sefales a diversos metabolitos aislados y

caracterizados presentes en la raiz de J. dioica.

4.1 Obtencion del perfil metabolémico

Si bien el método cromatogréafico estaba validado, el proceso para la
obtencion del extracto de diclorometano de la raiz de J. dioica var. sessiliflora
no estaba optimizado, lo que representaba un problema ya que se debia
asegurar que al realizar la extraccion de las diferentes colectas se obtuvieran al
menos 30 mg de cada una de ellas. Esta era la cantidad minima necesaria para
cumplir con los diversos ensayos de actividad biolégica y adquirir los
cromatogramas. Por esta razon se llevé a cabo el disefio factorial completo 23
aleatorizado con 3 puntos centrales, este permite conocer el efecto que las
variables tienen sobre el proceso de extraccion y asi elegir las condiciones que

aumenten el porcentaje de rendimiento [48] .

Las tres variables que se evaluaron fueron el tiempo y velocidad de
agitacion y el tamano de particula de la raiz. Los niveles alto y bajo para las
variables en el proceso de agitacion se eligieron con base en la metodologia
establecida, en los laboratorios de extraccion del departamento de Quimica
Analitica de la Facultad de Medicina de la UANL. El tamafo de particula se
incluy6 en esta evaluacién ya que se observé en extracciones previas que la

modificacién del tamafno de particula provoca variacion la cantidad de extracto
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recuperada. Sin embargo, en ese momento no se contaba con informacion

estadistica que sustentara lo anterior.

La tabla V muestra los porcentajes de rendimiento obtenidos en cada
experimento, estos se encontraron entre 1.09 a 3.03% que corresponden a
54.9 mg y 151.5 mg respectivamente. Es decir, incluso con el menor porcentaje
de rendimiento obtenido la cantidad de exiracto recuperada habria sido

suficiente para cumplir con los obijetivos.

Con los resultados de rendimiento se realizd un ajuste del modelo en el
programa MODDE pro, en donde se construyé el gréfico de coeficientes que se
observa en la figura 7. En este tipo de graficos permiten observar la importancia
que tienen las diferentes variables sobre la respuesta deseada, mientras mas
alejadas se encuentren las barras de significancia de Y=0 mayor sera su
contribucion [49]. En este caso se aprecié que el tiempo y la velocidad no
tuvieron una contribucion importante para mejorar el rendimiento. El tamafno de
particula fue la variable que mas importancia tiene para el aumento en el
porcentaje de rendimiento. Se confirma lo anterior al observar la TABLA V
donde los rendimientos de extraccibn al emplear particulas >1 mm no
superaron el 1.34%, mientras que el porcentaje de rendimiento minimo al
utilizar particulas <1 mm fue de 2.47%. La mejora en el porcentaje de
rendimiento podria deberse a que al disminuir el tamafo de particula se
aumentd el area superficial y se disminuyé la trayectoria de difusion lo que a su

vez mejoro la transferencia de masa del material vegetal al solvente [50], [51].
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Tomando en cuenta todo lo anterior, se decidi6é trabajar con el menor
tiempo de agitacion es decir 15 min, la velocidad de 200 rpm que es la que
normalmente se utiliza en la metodologia establecida y un tamafno de particula

inferior a 1 mm.

El disefio de experimentos presentd un buen ajuste, esto se puede
observar en la figura 6. Todos los valores estadisticos de ajuste tuvieron un
valor superior a 0.9 (se busca que sean lo mas cercanos a 1) incluyendo la

repetibilidad [49].

Una vez obtenidos los extractos de cada colecta con el método
optimizado, se procedi6 a la obtencién de los cromatogramas por triplicado para
cada extracto. Cabe mencionar que ademas de los 12 lotes de raiz de J. dioica

var. sessiliflora se incluyé un lote mas de J. dioica var. dioica.

Los 39 cromatogramas obtenidos a una longitud de onda de 254 nm
presentaron alrededor de 54 sefiales, donde gracias a sus tiempos de retencién
se pudieron identificar algunos de los compuestos ya conocidos por el grupo de

trabajo como se observa en la figura 8.

4.2 Determinacion de la actividad biolégica de los extractos

Con respecto a la evaluacion de la actividad antibacteriana de algun
extracto o compuesto generalmente se inicia con la determinacion de la

concentracion minima inhibitoria, con la finalidad de establecer si existe una
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actividad biolégica importante. Posterior a esto los extractos o compuestos que
resulten con una actividad importante son sometidos a evaluacién nuevamente
para la determinacidon de su efecto bacteriostatico o bactericida [52]. En general
se recomienda incluir al menos una bacteria Gram positiva y una Gram negativa

en la busqueda de actividad antibacteriana [53].

Las bacterias empleadas para este proposito en el presente proyecto (E.
coli, B. subtilis, S. aureus), se seleccionaron con base a que son bacterias
encontradas normalmente en la cavidad bucal, ya que uno de los usos
tradicionales de J. dioica es como astringente para tratar aftas bucales.
Ademas, existen reportes de actividad por parte de diferentes extractos de J.

dioica contra las mismas.

En tabla VI se muestra que unicamente los lotes 9 al 12 presentaron
actividad antibacteriana contra E. coli y B. subtilis, en todos los casos a una
concentracion de 500 pg/mL. Esta concentracién inhibitoria contra B. subtilis, es
similar a la ya reportada para el extracto etandlico del tallo de J. dioica (600
ug/mL) [39]. En el caso de E. coli, Silva Belmares y cols. no reportan un valor
de CMI, debido a que el ensayo utilizado fue el de difusiéon en disco por lo que
solamente se reporté un aumento del halo de inhibicién respecto al control [40].
Lo mismo ocurrié con S. aureus, en los dos casos en donde se reporta actividad
de J. dioica contra la bacteria no se reportdé un valor de CMI [38]. Sin embargo,
es de extranarse que el extracto no presenté actividad contra S. aureus que es
una bacteria Gram positiva, y si present6 actividad contra B. subtilis que es una

bacteria Gram positiva esporulada o E. coli que es una bacteria gran negativa.
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Se ha comprobado que las bacterias Gram negativas son menos sensibles a los
farmacos debido a que estos deben ser de bajo peso molecular para lograr a
travesar la membrana externa. Ninguno de los compuestos identificados en el
extracto poseen un peso molecular tan pequefio como para atravesar la
membrana, lo que indica que su actividad debié ser mediada por algun receptor

[44], [53].

La determinacién de la citotoxicidad se realiz6 con el método de
Mossman en células Vero, la CCso es un criterio muy importante para evaluar
posteriormente la selectividad de las actividades farmacoldgicas probadas [53].
Ademas, resultdé de interés conocer si el extracto de la raiz de J. dioica era
toxico debido que varias de las especies del género Jatropha han sido

reportadas con toxicidad elevada [54]-[56].

En la TABLA VII, se enlistan los resultados de la CCso de cada lote, la
cual se encontr6 en valores entre 107.18 y 217.24 pg/mL. Estos valores
indicaron que el extracto no es citotoxico ya que para ser considerado como tal
debe presentar una CCso inferior a 100 pg/mL [53]. Ademas, es posible
observar que los valores de CCso no siguieron un patrén especifico segun la

época de colecta.

La actividad anti-herpética se determin6 mediante la evaluacién de la
reduccion de placas virales en células Vero. Estas células tienen la
caracteristica de crecer en monocapa, adhiriéndose a la superficie lo que
facilita la observacion del dafo citopatico causado por el virus evidenciado en

forma de zonas sin crecimiento celular llamadas placas virales [53], [57]. Se

70



determind la concentracién inhibitoria media (Clso) como la concentracion
necesaria del extracto que provoca reduccidn en las placas virales en un 50 %
con respecto al control. Los valores de Clso obtenidos para las diferentes
colectas se encontraron entre 20.45 y 43.27 yg/mL. Como se puede apreciar
en la TABLA VIIl, los meses mas secos presentaron un incremento en la Clso

respecto a los meses frios y humedos.

Finalmente, la actividad anti-herpética se determind con el indice de
selectividad (IS). Este es un componente intrinseco de la prueba antiviral y se
refiere a la relacion entre la concentracion maxima del farmaco que causa una
inhibicién del 50% del crecimiento de las células normales y la concentracion
minima del compuesto/extracto en la cual se inhibe el 50% del virus. Los
informes de actividad antiviral de extractos o compuestos (incluso en
concentraciones muy bajas) que carecen de datos de IS, tienen un valor
limitado [53]. El IS de los extractos de cloruro de metileno de la raiz de J. dioica
var. sessiliflora se encontr6 en valores entre 3.2 y 6.8, estos valores son
similares a los ya reportados para el extracto hidroalcohdlico y hexanico de la
raiz, asi como para los componentes puros riolozatriona, 6-epi-riolozatriona y
jatrofatriona, lo que les confiere una actividad anti-herpética moderada [42],

[44].

Es importante mencionar que en este punto, surgié la incertidumbre si la
preparacion de los extractos para la obtencion de los cromatogramas y para las
evaluaciones bioldgicas, podian equipararse de tal manera que, en ambos

casos estuvieran presentes los mismos componentes del extracto para
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posteriormente realizar una correlacion adecuada de actividad con el perfil

metabolémico.

Para la utilizacidon de los extractos en los diferentes bioensayos estos se
disolvieron en DMSO 1% y posteriormente se anadié algun medio de cultivo;
mientras que, en la preparacion de los extractos para la adquisicion de los
cromatogramas, estos se disolvieron en DMSO 1% vy posteriormente en
acetonitrilo. Uno de los factores importantes en el proceso de disolucién, es la
eleccion del disolvente a utilizar ya que la polaridad de éste determina el tipo de
compuestos a extraer [58]. El agua posee una polaridad mayor al acetonitrilo,
por lo que era posible que los compuestos disueltos variaran segun el
disolvente y por lo tanto los compuestos presentes en los cromatogramas
difieran de los compuestos probados en los bioensayos. Con el fin de observar
que este cambio en el disolvente no ocasionaba alguna variacion en el patron
de senales o en su proporcion se decidid realizar una prueba cambiando el

medio de cultivo por agua, siendo este su componente mayoritario [59], [60].

La figura 10 muestra la comparacién de los cromatogramas con ambos
métodos de disolucion de los extractos, se puede observar que el patrén de
senales es el mismo e incluso se identificaron algunos de los compuestos
conocidos. Sin embargo, las sefnales difirieron un poco en su intensidad. Para
comprobar que la proporcién de las areas se mantuvo constante, se obtuvo el
area bajo la curva de algunos de estos compuestos y se determiné su

proporcién relativa.
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En la TABLA X, se muestran las proporciones relativas del area bajo la
curva de algunos de los compuestos identificados de tres colectas diferentes:
octubre del 2014, junio del 2015 y julio del 2018. Los porcentajes de areas
fueron muy similares en todas las colectas variando en menos del 1.7%. Con
estos resultados fue posible asegurar que, aunque se utilizd un disolvente
diferente los compuestos que aparecieron en ambos cromatogramas fueron los
mismos, y mas importante que a pesar de que las concentraciones de los
compuestos disminuyeron, las proporciones permanecieron constantes. Por
todo lo anterior fue posible utilizar los cromatogramas adquiridos para realizar
los estudios de correlacion.

4.3 Estudio de correlacion del perfil metabolémico de J. dioica var.
sessiliflora con la actividad bioldgica

El dltimo objetivo planteado en este proyecto, fue establecer la
correlacion que existe entre el perfil metabolémico del extracto de
diclorometano de la raiz de J. dioica con su actividad biolégica. La aplicacion de
pre-tratamientos a los cromatogramas obtenidos, fue el primer paso a seguir

antes de la aplicacion de los modelos matematicos.

Como se aprecia en la figura 12a, fue evidente la presencia de ruido en
los cromatogramas obtenidos, asi como una diferencia en la pendiente de la
linea base y ligeros desplazamientos en los tiempos de retencidon. Los
pretratamientos se iniciaron con un recorte de los extremos dejando Unicamente
las senales que comprenden de 5 a 40 min, esto se realizd para eliminar el area

del tiempo muerto y la seccidén final de 20 minutos en donde solamente
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aparecia ruido. Se continué con un suavizado, una correccion de linea base y

finalmente un ajuste en los tiempos de retencion.

La figura 12b muestra el resultado de la aplicacibn de los pre-
tratamientos a cada cromatograma, es posible observar que se disminuy6 en
gran medida el ruido, la correccidbn de linea base eliminé con éxito las
diferencias en la pendiente y las sefiales cromatograficas aparecen alineadas.
Con todo lo anterior la calidad de las sefiales analiticas mejoré notablemente y
esto no afecto la informacion contenida en el perfil metabolébmico como se

demostrd posteriormente en el PCA.

Posteriormente se dio inicié a la aplicacién de los modelos matematicos
con la finalidad de encontrar similitudes de los extractos analizados y evaluar la

correlacién entre el perfil metabolémico y las actividades biolégicas.

El primer modelo matematico construido fue el analisis de componentes
principales (PCA) con la finalidad de conocer el agrupamiento natural de las
muestras. El primer pre-procesamiento aplicado fue la normalizacion area
unidad, para eliminar las variaciones atribuidas a las fuentes experimentales
como el ruido analitico o el sesgo experimental. Se continud con un centrado en
la media para lograr que cada muestra exhibiera solo las diferencias que tiene

respecto a la muestra promedio de los datos originales [23], [24].

Los resultados indicaron que las primeras 3 componentes principales
(PC’s) explicaban el 94% de la varianza. La figura 13 muestra un grafico de

valores de Hotelling frente a los valores residuales, este tipo de graficas
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permiten identificar la presencia de datos anémalos [24]. Es posible observar
que uno de los replicados del lote 12 tenia un valor residual mayor al de las
otras muestras (casi el doble), sin embargo, al presentar un valor pequefio de
Hotelling no fue necesario excluir esta muestra. Ademas, todas las réplicas del
extracto correspondiente a J. dioica var. dioica se encontraron a valores de
Hotelling ligeramente mayores al resto, esto indicd una influencia moderada de
esta colecta sobre el modelo. A pesar de lo anterior no se encontro la presencia
de datos atipicos los cuales presentarian valores de Hotelling y residuales

elevados, por lo que se asegurd que el modelo describia las muestras.

En la figura 15 se puede observar que las muestras colectadas en junio y
julio se agruparon a valores positivos de la primera componente, mientras que
el resto de las colectas permanecieron a valores negativos de la misma.
También es posible observar que los lotes 11 y 12 ambos colectados en julio
del 2018 se encontraron a valores positivos de la PC2 a diferencia de todos los
otros lotes colectados en julio. Posiblemente este comportamiento se deba a
cambios en las condiciones climaticas, ya que de acuerdo a los valores
histéricos de temperatura y precipitaciones, se encontrd que particularmente en
julio de ese afo se registraron 54.6 mm de precipitacion mientras que el
promedio historico es de 28.3 mm de precipitacion [61]. Probablemente esto
generd una variacion en el perfil metabolémico lo suficientemente grande para

que el analisis de componentes las separara del resto.

Los graficos de loadings permitieron conocer la contribucion de las

variables que fueron importantes para describir a las muestras [27]. La figura 17
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presenta el grafico de loadings de la primera componente principal, en donde se
indica que fueron 3 variables las mas importantes. Estas variables concuerdan
con los tiempos de retencidon en donde aparecen citlalitriona, riolozatriona y la
jatrofatriona. La agrupacion de las muestras a valores negativos de la primera
componente principal se debié a variaciones de citlalitriona y jatrofatriona,
mientras que las agrupaciones en valores positivos se atribuyeron a
riolozatriona. Es decir, fue la variacion en estas tres sustancias lo que generé

agrupaciones de las distintas muestras.

Con el objetivo de apreciar de mejor manera estas diferencias, se optd
por comparar los perfiles metabolomicos de dos colectas. Se eligieron la colecta
de octubre del 2014 y la colecta de julio del 2017 ya que estas se encontraban a
los extremos de la primera componente principal 1 (PC1). Como se aprecia en
la figura 18, la colecta de octubre contenia una cantidad mayor de citlalitriona y
jatrofatriona respecto a la colecta de julio; mientras que riolozatriona aumenté

de forma importante su produccién en julio.

En la figura 19, se indica que la 6-epi-riolozatriona fue la variable mas
importante en la PC2. Es la variacion en este compuesto lo que separ6 al lote
11 y 12 del resto como se observa en la figura 15. Como se mencioné
anteriormente, el aumento en la cantidad de precipitacién pluvial,
aparentemente fue lo que origind esta diferencia en el contenido de 6-epi-

riolozatriona en el perfil.

Por otra parte, como se observa en la figura 16, la PC3 separa a los

extractos de J. dioica var. dioica del resto de las muestras, lo que indico
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diferencias en el perfil metabolomico de ambas variedades. En el grafico de
loadings de la PC3 (Figura 20) se puede apreciar que aparecieron 3
contribuciones importantes alrededor de los minutos 21, 28 y 36. Con el fin de
corroborar la contribucion de las sefiales mencionadas, se compararon los
perfiles de J. dioica var. dioica y J. dioica var. sessiliflora, como se muestra en
la figura 21 aparecieron sefales en el perfil de J. dioica var. dioica que no se
encontraron en J. dioica var. sessiliflora y que coinciden con los tiempos de
retencion identificados en los loadings. Esta comparacion se realizé con todas
las colectas de J. dioica var sessiliflora y en ninguno de los casos se
presentaron estas sefiales. Lo anterior sugiere que este método podria ser
capaz de diferenciar entre variedades de J. dioica. Sin embargo, es necesario
contar con mas lotes de diferentes épocas de J. dioica var. dioica para

corroborar que estas nuevas senales permanecen a pesar de la estacionalidad.

Finalmente, para la busqueda de correlaciones entre el perfil
metaboldmico y las actividades biolégicas se utilizaron modelos de regresidon de

minimos cuadrados parciales.

En todos los modelos de regresion elaborados, se aplicé como
preprocesamiento una normalizacién area unidad, para eliminar las variaciones
atribuidas a las fuentes experimentales como el ruido analitico o el sesgo
experimental y un centrado en la media para lograr que cada muestra exhibiera
solo las diferencias que tiene respecto a la muestra promedio de los datos

originales. El método que se eligid para la validacién cruzada en todos los
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casos fue el de persianas venecianas. En los estudios de regresion unicamente

se incluyeron los lotes de J. dioica var sessiliflora.

El valor de r? para evaluar la correlacion entre el perfil metabolémico y la
CCso fue de 0.522 lo que sugiere una correlacién moderada [62]. Lo anterior
confirma que los valores de toxicidad de la raiz J. dioica var. sessiliflora no
varian de forma importante segun época de colecta, lo que hace seguro su uso

a lo largo del ano.

En la figura 22 podemos ver como la VL1 separ6 a las muestras de junio
y julio del resto de los meses. Al analizar los gréaficos de los valores de loadings
(Figuras 23 y 24) se observa que nuevamente fueron citlalitriona, riolozatriona y
jatrofatriona los compuestos responsables de las contribuciones en la VL1;
mientras que la VL2 indica que 6-epi-riolozatriona tomé un papel muy

importante para la separacion de las muestras.

Para observar con mas detalle estas diferencias se graficaron dos
colectas a los extremos de la VL2. Como se aprecia en la figura 25, la cantidad
de 6-epiriolozatriona y riolozatriona se vieron incrementadas de forma
importante en la colecta de julio respecto a la colecta de octubre. También se
puede observar que el mes de octubre tenia una mayor cantidad de citlalitriona
y que respecto a riolozatriona se encontraba en una proporcion 1:2, mientras

que jatrofatriona se presentd en una proporcion 1:3 respecto a riolozatriona.

La diferencia en la proporcidén de estos compuestos ocasioné una notable

variacion en el valor de CCso. Como se muestra en la TABLA VII, la colecta de
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octubre del 2014 presentd una CCso de 124.12 pg/mL mientras que el valor de

CCso para la colecta de julio del 2018 fue de 217.24 pg/mL.

El segundo modelo de regresidn construido se realizd con el objetivo de
conocer la correlacién entre el perfil metabolomico y la reduccién de placas
virales. El valor de r? fue de 0.77, es decir existe una correlacion elevada [62].
Hasta el momento no existen reportes de correlaciéon entre los compuestos
presentes en el perfil metaboldmico y las actividades bioldgicas de la raiz de J.
dioica, estos resultados podrian dar un acercamiento a los compuestos

responsables de las actividades.

En la figura 26, se aprecia como la VL1 separd a las muestras de junio y
julio del resto de los meses, al observar el grafico de loadings de la figura 27 se
indica que son de nueva cuenta citlalitriona, riolozatriona y jatrofatriona los
compuestos que ocasionaron la separacion de los grupos a la izquierda y a la
derecha de la VL1. Con el fin de conocer como varian la proporcion de estos
compuestos se comparan en la figura 28 dos perfiles de colectas a los extremos
de la VL1. Se aprecia que en el mes de junio del 2017 la cantidad de
riolozatriona aument6 de forma considerable respecto a los otros compuestos,
mientras que en mayo la proporcién de citlalitriona mantuvo una relacion de 1:2

con riolozatriona.

Este cambio en la proporcion de los componentes en el perfil
metabolémico de ambas colectas generd una variacién en los valores de Clso.
Como se observa en la tabla VI, la colecta de mayo del 2014 presenté una Clso

de 20.45 pg/mL, mientras que la colecta de junio del 2017 exhibié una Clso de
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43.27 pg/mL. Es decir, el extracto de junio inhibid6 en menor medida la

formacién de placas virales.

Lo anterior pudiera deberse a un efecto de sinergia entre citlalitriona y
riolozatriona, ya que, segun lo reportado por Melchor Martinez y cols.,
citlalitriona presenta una Clso >100 pug/mL, es decir, no es de importancia
biol6gica; mientras que riolozatriona posee una Clso de 66 pug/mL, por lo que se
esperaria que al incrementar la cantidad de riolozatriona el valor de Clso
disminuiria, cosa que no ocurrid. Cabe mencionar que seria necesario realizar

mas analisis para asegurar que existe un efecto de sinergismo.

El valor de r? en el estudio de regresion para la blusqueda de la
correlacion entre perfil metabolémico de J. dioica var. sessiliflora con su
actividad anti-herpética fue de 0.59, lo que es indicativo de que existe una
correlacibn moderada [62]. Este resultado indica que los compuestos
responsables de la actividad anti-herpética varian ligeramente de forma
estacional. Esto es importante ya que, sin importar la fecha de colecta el efecto
anti-herpético moderado se conserva, a diferencia del efecto antioxidante del
extracto hidroalcohdlico del rizoma de J. dioica var. dioica, el cual se aumenta

en los meses secos [37].

La figura 29 presenta el gréafico de scores del IS, se puede observar que
la VL1 nuevamente separ6 los meses de junio y julio del resto y, la VL2 alej6 a
los lotes 11 y 12 de las otras colectas de julio. En la figura 30, se observa que
las variables mas importantes para la VL1 como en todos los casos fueron

citlalitriona, riolozatriona y jatrofatriona.
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Al comparar dos colectas que se encontraron a los extremos de la VL1
(Figura 32), se observa que en el mes de mayo la cantidad de citlalitriona
aumento ligeramente, la cantidad de riolozatriona se incrementd en junio
mientas que 6-epi-riolozatriona y jatrofatriona permanecieron constantes. El
indice de selectividad para la colecta de mayo fue de 6.8, mientras que para
junio fue de 3.2 debido a estas variaciones, lo que refuerza la teoria del efecto

de sinergismo entre citlalitriona y riolozatriona.

En el caso de la actividad antibacteriana, fueron pocos los lotes que
exhibieron actividad y en todos los casos fue de 500 ug/mL, lo que imposibilitd
la utilizacién de estos resultados para un analisis de regresion. Con la finalidad
de identificar si existia un patrén en los perfiles cromatograficos de los lotes que
exhibieron actividad, se realiz6 una comparacién de éstos para ver si era
posible identificar algun compuesto que fuera responsable de la actividad
antibacteriana (Figura 33). Sin embargo, como se muestra en el cromatograma,
no se presentd una variacion sistematica de los componentes que se sospecha

pudieran ser responsables de la actividad.

Hasta el momento no existen reportes de la presencia de riolozatriona en
otras especies del género Jatropha, lo que indica que seria posible utilizarla
como un biomarcador de la especie J. dioica. Claro es que se requiere de un
estudio mas amplio, en el que se analicen extractos de otras especies del
género Jatropha centrados en la busqueda de riolozatriona. La identificacién de
sefnales adicionales en el perfil de J. dioica var. dioica respecto al perfil de J.

dioica var. sessiliflora, sugiere que es posible identificar mediante su perfil
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metabolémico a J. dioica var. sessiliflora de otras variedades de la especie.
Ademas, esto permitird en un futuro emplear el método para determinar la
calidad de un producto fitoterapéutico, ya que sera posible identificar
adulteraciones con otras especies del género Jatropha o con otro tipo de

plantas.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES

» La proporcién de compuestos del perfil metabolémico de J. dioica var.

sessiliflora varia ligeramente de forma estacional.

El extracto de diclorometano de la raiz de J. dioica var. sessiliflora no
presenta variaciones de importancia en su actividad bioldgica respecto a la

época de colecta.

La activad citotoxica (CCso) y la actividad anti-herpética (IS) presentaron
correlacién moderada con el perfil metabolémico de J. dioica.

El extracto de diclorometano de la raiz de J. dioica no present6 actividad
antibacteriana contra las bacterias evaluadas y por tanto no fue posible

establecer una correlacioén.

La disminucion en el valor de Clso en el ensayo de reduccién de placas
virales, puede deberse a un efecto de sinergia entre la riolozatriona y la

citlalitriona.

» Existen diferencias entre el patrén de sefales del perfil metabolomico de J.

dioica var. sessiliflora 'y J. dioica var. dioica.
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CAPITULO VI

PERSPECTIVAS

Realizar un mayor numero de andlisis para corroborar el efecto de

sinergia entre citlalitriona y riolozatriona.

Ampliar el estudio de comparacién del perfil metabolémico de J. dioica
var. sessiliflora colectada en otras locaciones, colectas de otras
variedades de J. dioica y, ademas, de otras especies del género

Jatropha.

Evaluar la correlacion de las actividades biolégicas del extracto
hidroalcohdlico de J. dioica var. sessiliflora con su perfil metabolémico

por CLAR.

Evaluar la correlacion de las actividades bioldégicas del extracto
hidroalcohdlico y de diclorometano de J. dioica var. sessiliflora con su

perfil metabolémico por RMN.
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