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. Introduccidon

Se estima que cada afio alrededor del 10 a 20% de la poblacion mundial se
enferman por el virus de la influenza. De estos casos, aproximadamente entre
250, 000 y 500, 000 acabaran en defunciones, Unicamente debido a la influenza
estacional [6]. Sin embargo, en la actualidad este tema presenta varias
preocupaciones que le han dado relevancia. Una de ellas es la cepa A(H5N1) que
se ha dispersado desde China hasta Europa y que cuenta con alrededor del 60%
de letalidad una vez desarrollada la enfermedad.

Otra es la aparicion de la cepa A(H1N1) durante abril del 2009 en México,
aunque esta cepa no resulto tener la misma tasa de mortalidad que su homologa,

si fue mas contagiosa.

Existen dos mecanismos que propician la mutacién en los virus de
influenza, a tal grado que pueden reinfectar a un individuo previamente expuesto y
provocan que las vacunas desarrolladas para este sean inefectivas después de
determinado tiempo.

Pese a que se ha intentado disminuir el impacto de este virus mediante el
desarrollo de nuevos farmacos y la busqueda de nuevas dianas de accion, hasta
el momento las Unicas opciones terapeéuticas las constituyen los inhibidores de la
neuraminidasa. Especificamente oseltamivir y zanamivir, debido a que los virus
actuales son resistentes a los adamantanos, los farmacos de eleccidn

anteriormente utilizados para combatirlos.



En mayo del 2012, en la revista Nature se publicé un articulo controversial.
En el que mediante el empleo de la técnica de genética reversa, Kawaoka et al.,
logré recombinar los virus A(H5N1) y A(H1IN1) del 2009, la comunidad cientifica se
refiri6 a esta nueva cepa como “el supervirus”. Si bien el trabajo gener6
preocupacion por la liberacion de la informacion, proporciono valiosos datos, uno
de ellos fue que la nueva cepa recombinante era susceptible a oseltamivir y el otro
las mutaciones que les proporcionan afinidad por los receptores humanos a las
nuevas cepas [16].

Fue debido a las razones anteriormente expuestas que el costo del
oseltamivir se multiplicéd y que su precursor de sintesis el &cido siquimico también.
Actualmente la mayor fuente comercial de &cido siquimico es el anis estrella,
seguido de la fermentacidbn de microorganismos genéticamente modificados
(principalmente E. coli).

Se han sugerido otros medios para mitigar este problema, desde la
busqueda de nuevas sintesis que no involucren al &cido siquimico hasta la
investigacion de fuentes alternativas de este, como el arbol de Glinkgo, las hojas
de pino y las semillas de Liquidambar [71].

El propésito de este trabajo fue indagar la propuesta de una fuente
complementaria de acido siquimico, el follaje de Liquidambar styraciflua, debido a
gue existen investigaciones previas sobre los frutos. Por lo que durante un afio se
hicieron extracciones acuosas de las partes aéreas del arbol y se determinaron los
rendimientos de &cido siquimico de éstas, para establecer la temporada mas
indicada para la extraccibn como para conocer si las hojas de este arbol pudieran
funcionar como fuente. Agregado a esto, se intentd aumentar la produccién de
acido siquimico mediante la aplicacién de un elicitor, acido salicilico. La forma en
que se realiz6 el experimento fue mediante la extraccion y purificacion del acido
siqguimico (ver parte experimental) y su identificacion por métodos

espectrométricos.



Il. Hipotesis
Dado que el arbol Liquidambar styraciflua tiene un periodo de floracion,
produccién y maduracién de sus frutos, es posible que a su vez exista una
temporada del afio en la que el rendimiento de acido siquimico sea mayor en
dichas partes aéreas. Asi también, es posible extraer acido siquimico de las hojas
de Liquidambar styraciflua, en las cantidades suficientes para proponerlo como

una posible fuente alternativa al anis estrella, (lllicium verum).

La aplicacion exdégena de acido salicilico (AS) estimula el sistema de
defensa de las plantas, a su vez produce cambios metabdlicos y bioquimicos entre
los que esté involucrada la produccion de metabolitos secundarios. El acido
siquimico es un conocido precursor de metabolitos primarios y secundarios en las
plantas. Por lo que es posible aumentar indirectamente las proporciones de acido
siguimico, induciendo la produccion de metabolitos secundarios derivados de ésta

ruta en el arbol Liquidambar styraciflua, mediante la aplicacion de AS.



[1l. Marco tedrico

Capitulo 1. El estudio de la influenza en la actualidad. La
preocupacion de una inminente pandemia

1.1 Lagripe o influenza
La gripe (influenza) es una infeccion viral. Produce fiebre, secrecion nasal,

tos dolor de cabeza, malestar general e inflamacion del revestimiento de la nariz,
las vias respiratorias, ocasionalmente, se manifiesta con conjuntivitis. El virus se
transmite inhalando microgotas provenientes de la tos o los estornudos de una
persona infectada o bien teniendo contacto con las secreciones [1, 2].

La influenza ha estado con la humanidad desde hace mucho tiempo; de
hecho su nombre proviene de las antiguas creencias de influencias malignas o
sobrenaturales [3].

Los virus de influenza se clasifican en 3 tipos: A, B y C. Estos son los
anicos que infectan a humanos de los cinco géneros existentes dentro de la familia
Orthomixoviridae. Son virus con genoma de una cadena sencilla de RNA en
sentido inverso, segmentado en 7 fragmentos en el caso del tipo C y 8 fragmentos
para los virus tipo A y B que forman complejos con proteinas (NP, PA, PBl y
PB2). Para constituir una ribonucleoproteina (RNP) dispuesta en forma helicoidal
(Figura 1.1).

Las infecciones por influenza del tipo B involucran principalmente a nifios y
adolescentes que en ocasiones pueden evolucionar en infecciones serias. Aunque
esta involucrado en epidemias periédicas, la tasa de hospitalizacion es cuatro
veces menor respecto al virus de la influenza A.

El virus de influenza C también tiene la capacidad de producir epidemias y
estd asociado a enfermedades respiratorias moderadas, aunque raramente puede
llegar a provocar infecciones severas del tracto respiratorio bajo. Sin embargo, es
menos comun que el virus tipo A y se estima que en la etapa adulta la mayoria de
los individuos (96%) presenta anticuerpos para él [4, 5]. Asi los virus de influenza,
se calcula, que cada afio enferma alrededor del 10 al 20% de la poblacién
mundial, de este porcentaje al rededor de 5 millones se convierten en casos

graves que resultan aproximadamente de 250 a 500 mil defunciones. Dichos
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casos son conocidos como influenza estacional. Usualmente, la mayor tasa de
mortalidad corresponden al virus tipo A. Particularmente, las personas mayores de
65 afos presentan mayor riesgo. La tasa de mortalidad anual relacionada con
influenza en estas personas resulta en 1 por cada 2200 en EUA, mientras que los

afios en que se presentan epidemias esta tasa cambia a 1 por cada 300 [6].

'*-5- RNA de
J : sentido
negativo
M2
N £ 2
PA \
g PBI PR2 Ml
= NP
PB2 PBI PA HA NP NA M N N

HA

Figura 1.1 Estructura del virus de influenza A. Aunque se desconoce la organizacion de los fragmentos del
genoma en el interior del virus, convencionalmente se enlistan de mayor a menor tamafio. Modificado de
Nelson y Colmes, Nature 2007; 8:198.

Las organizaciones nacionales e internacionales para la proteccion de la
salud ponen especial atencién al virus de la influenza tipo A debido a la alta
capacidad que tiene de generar pandemias, que son sus manifestaciones mas
severas (Cuadro 1.1). Aunque dichos eventos se presentan en intervalos de
10 a 40 afos, Unicamente se tiene registros confiables a partir de la ocurrida en
1918/1919 conocida como influenza espafiola. Esta pandemia no tuvo precedente
en cuanto a su severidad. Como medio de comparacién el SIDA maté a 25
millones de personas en los primeros 25 afios, mientras que la influenza espafiola
lo hizo en 25 semanas [2]. La mortalidad de esta enfermedad fue calculada por
arriba del 2.5% en EUA. El agente causante de esta pandemia fue un virus tipo A
del subtipo HIN1 confirmado por Taubenberger y colaboradores [92].
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Cuadro 1.1 Pandemias ocurridas desde fines del siglo KIX

Descripcion viral Cambio antigénico (fuente) Impacto clinico
1989 H3N2 Desconocido Grave
1900 H3N8 Desconocido Moderado
H1NL Muy grave, 50 millones
1918 - 1956 “Espafiola” HA, NA (posiblemente aviar) de muertos en el primer
spanola afio
H2N2 .
1957 - 1968 WAt Nuevos HA, NA, PB1 (aviar) Grave
Asiatica
1968 - “H H3N2 ” Nuevo HA** PB1(aviar) Moderada
ong Kong
1977 - ';t’:; Idéntica a la cepa de 1956 Relativamente leve
Antigénicamente similar a la cepa
porcina clasica A(H1N1), triple
2009 - HIN1 2009 rear'reglante del virus A(H1N1) de Moderad_g (en
origen norteamericano que ha evolucion)
circulado entre los cerdos hace
varias décadas

Tomado de Cdrdova, J et al. La epidemia de influenza A(HLN1) en México. México: Editorial médica
panamericana. 2010: 250

Aungue la patogenicidad de este virus es multigénica. Las glicoproteinas
hemaglutinina (HA) y neuraminidasa (NA) son las principales determinantes. La
designacion de los virus de influenza A se apoya en las relaciones antigénicas de
estas proteinas. Las cepas de influenza A que son estacionales desde 1977 son
A(HIN1 y H3N2). Hasta ahora se tienen tipificadas las siguientes variedades de
HA (H1 a H17) y NA (N1 a N9) [7].

Figura 1.2 Distribucion interespecie del virus de influenza tipo A en la naturaleza.
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El intestino de las aves acuaticas silvestres es el reservorio mas grande de
estos virus y son excretados en altas concentraciones en las heces. En ellos
circulan todos los subtipos de HA y NA. La mayoria de los virus de influenza no
son patdgenos para las aves acudticas y se piensa que son la fuente de los virus
transmitidos a otros animales como las aves de corral, los mamiferos acuaticos y
terrestres [3].

Los virus de la influenza A han sido capaces de romper la barrera
interespecifica y uno de los factores que lo ha permitido es la convivencia cercana

del hombre con las aves, tanto de corral como silvestres (Figural.2).

1.2 Deriva y cambio antigénico.
En contraste con otros virus respiratorios, los virus de influenza poseen dos

mecanismos diferentes que les permiten reinfectar a los humanos previamente
expuestos. El primero de estos mecanismos es llamado deriva antigénica
(antigenic drift) y ocurre en virus de tipo A y B debido a mutaciones puntuales
provocadas por la infidelidad de la RNA polimerasa viral, se estima que para el
virus AH1N1 del 2009 curre en 3.66x10® /cambios/nucleétido/afio [8][11].

Este tipo de mutaciones se genera constantemente y en los genes de las
proteinas HA y NA se acumulan hasta llegar el punto en que el sistema inmune de
personas previamente infectadas ya no las reconoce o lo hacen ineficazmente.
Esto implica que se tenga que revisar la composicion de la vacuna estacional
cada afio. Mas especificamente la hemaglutinina, que es el principal antigeno de
neutralizacion del virus (Figura 1.3) [2].

El segundo mecanismo denominado cambio antigénico (antigenic shift)
sucede cuando dos subtipos diferentes de virus infectan a un mismo huésped,
dada la naturaleza segmentada del virus los genes de estos patdgenos se
mezclan y provocan una nueva escala de virus con diversas combinaciones de

genes (Figura 1.4).
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0 La vacuna de influenza estacional esta compuesta por tres cepas de influenza.
Dos cepas del tipo A y una del tipo B. Dicha composicion debe cambiar cada afio

e Despues de la vacunacion, el organismo produce anticuerpos para
los virus que constituyen la vacuna.

e De esta manera. Cuando alguien se expone a uno de los tres
virus durante la influenza estacional, los anticuerpos se
uniran a los antigenos de HA, previniendo el atague a las
células sanas

El genoma del virus de influenza esta
compuesto de RNA. Esto lo hace mas suceptible
a mutaciones respecto a los de DNA

5 B
RNA viral

Link Studio for NIAID

© Las mutaciones en el gen de la HA
produce cambios estructurales en la
proteina que codifica

" 4 Gen de HA

Antigeno de
HA

eEstos cambios estructurales provocan que los anticuerpos J
que normalmente se unian al antigeno, ya no lo hagan.
Permitiendo al virus mutante infectar a las células.

Este tipo de mutacion genética es denominado deriva
antigénica (antigenic drift)

Figura 1.3 Deriva antigénica (antigenic  drift). Figura  disponible en
http://www.globalsecurity.org/security/ops/hsc-scen-3_flu-antigenic.htm.

Estas nuevas cepas pueden introducir proteinas inmunolégicamente
distintas en la poblacion y si se presenta el contagio de persona a persona, el

desenlace es una pandemia. En el siglo pasado hubo, tres de estos cambios
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antigénicos que provocaron las pandemias de 1918, 1957 y 1968. Las cepas de
1957 y 1968 resultaron del intercambio de genes entre virus de tipo humano y

aviar.

Tmecanismo de modmcacion genetica que le permite al virus de influenza
infectar a otras especies, incluyendo humanos, es denéminado cambio antigénico
antigenic shift). Puede suceder de las siguientes maneras:

Sin experimentar

algtin cambio La nueva cepa
genético, un puede evolucionar
i para contagiarse
de persona a

persona. De ser
asi, se inicia una
nueva pandemia

transmitirse

directamente a
los humanos
desde un ave
acuatica
silvestre

Ave acuética silvestre
huesped

Antigeno

m Desde un ave acuatica
silvestre, una cepa de
influenza aviar pasa a un
huesped intermediario, como
aves domésticas o cerdos.

(C]

Sin experimentar
algin cambio
genético, una cepa
aviar de influenza
tipo A, infecta a un
animal(huesped
intermediario)
desde un ave
acuatica silvestre.
Después infectara
a los humanos.

m Una persona
transmite una cepa
de influenza humana

al mismo cerdo o ave
doméstica.El reordenamiento tambien puede ocurrir en una
persona infectada por dos cepas del virus.

€5 cuando el virus infecta a la misma célula, los

genes de la cepa aviar se combinan con los de la
cepa humana, produciendo una nueva cepa.

Antigeno

Ingreso del virus a
la célula huesped

La nueva cepa

Nueva cepa es capaz de

de influenza transmitirse
del huesped
intermediario

alos humanos.

Célula huesped|
intermediaria

Link Studio for NIAID

™

35

Huesped intermediario
{cerdo)

Figura 1.4 Cambio antigénico (antigenic shift). Figura disponible en
http://www.niaid.nih.gov/topics/flu/research/basic/pages/antigenicshiftillustration.aspx.
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1.3 Tropismo.
El virus normalmente ingresa al organismo por la nariz o la boca e infecta a

las células que recubren al tracto respiratorio. La especificidad ligando-receptor de
la proteina HA es la responsable del grado de restriccion del huésped. Los virus
aislados en humanos se unen principalmente al acido sialico o acido N-
acetilneuraminico(NANA) en union «-2,6(SAa2,6Gal), mientras que, los virus
aviares a enlaces de acido siélico a-2,3 (SAa2,3Gal) [9].

0
OH \L_OH
HO ¢

Acido sidlico-a2,6-Galactosa Acido siélico-a2,3-Galactosa
Figura 1.5 enlaces de acido sialico SAa2,3Gal y SAa2,6Gal.

Esto se debe a que los enlaces de NANA que recubren la trAquea humana
tienen principalmente sialiloligosacaridos con enlaces SAa2,6Gal [10]. En cambio,
el intestino de las aves acudticas contiene principalmente enlaces de tipo
SAc2,3Gal [11].

La proteina HA como lo indica su nombre tiene la capacidad de aglutinar
eritrocitos, ya que la membrana de estos es rica en una sialoglicoproteina llamada
glicoforina. Esta propiedad de hemoaglutinacibn ha sido utilizada para la
clasificacion de los diferentes tipos de influenza. Se piensa que, esta afinidad por
los enlaces de NANA explica en parte la alta patogenicidad y la baja infectividad
de las cepas de origen aviar, pues los sialiloligosacaridos con SAa2,3Gal se
expresan en el tracto respiratorio bajo (bronquiolos y alvéolos) en humanos, por lo
gue estan menos accesibles al virus pero se estd mas susceptible a una infeccién
grave cuando se llegase a presentar [12].

Cabe comentar que en las células epiteliales de la traquea del cerdo existen
ambos tipos de enlaces de acido sialico, lo que predispone a este animal a ser

infectado naturalmente por virus de origen humano, aviar y, por supuesto,
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porcinos. Esto lo convierte en una incubadora de nuevos virus debido a la
recombinacién genética que puede haber entre estos como consecuencia del

cambio antigénico [11].

1.4 Ciclo de replicacion.
Una vez que el virus se une al receptor de acido sialico en la célula, se

adentra en el citoplasma mediante el proceso de endocitosis clasica mediada por
clatrina [13].

El pH disminuye en el endosoma lo que provoca un cambio estructural en la
hemaglutinina. Después de este proceso la proteina es susceptible de sufrir un
proceso de lisis proteolitica.

La proteina HA se sintetiza como una proteina precursora llamada HO, una
vez que se corta en una regién especifica que contiene un aminoacido basico,
(lisina o arginina), produce las subunidades H1 y H2. Este corte proteolitico
expone un péptido hidrofébico en el amino terminal de H2 que es responsable de
mediar la fusién de las membranas celular y viral durante la endocitosis.

Al mismo tiempo, la proteina M2 funciona como canal iénico y permite la
entrada de protones hacia el interior del virus. La acidificacion interna favorece la
ruptura de las interacciones proteina-proteina permitiendo que el complejo de
ribonucleoproteina formado por el genoma, la polimerasa viral y la proteina NP se
libere de la matriz del virus e ingrese al nucleo para iniciar su replicacion y
transcripcion.

Las proteinas PB1 y PA forman un complejo que funciona como RNA
polimerasa viral. El gen de la subunidad PB1 de la polimerasa viral contiene un
segundo marco de lectura abierto que da lugar a la proteina PB1-F2. No todas las
cepas de influenza la expresan, pero se ha encontrado que se inserta en la
membrana de las mitocondrias e induce la muerte celular por apoptosis.

En las infecciones por virus con genoma de RNA, se genera RNA de doble
cadena durante la replicacion de este, lo cual estimula la activacion de factores de

trascripcion que provocan la producciéon de INF-B. La proteina NS1 se une al RNA
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de doble cadena y antagoniza la respuesta de INF-B en la célula, pues previene la
activacion de la proteina quinasa dependiente de RNA (PKR).

Los mRNA virales son traducidos por la célula y los nuevos virus son
ensamblados en el citoplasma y salen mediante gemacion por la membrana
plasmatica, que a su vez ha sido modificada previamente por la insercion de las
proteinas HA, NA 'y M2 [8].

La funcibn de la proteina NA es remover el &cido sidlico de los
sialioligosacéridos, sirviendo esta actividad para dos propdsitos: (a) remover el
NANA de la HA, NA y la superficie de la célula para facilitar la liberaciéon del virus;
(b) eliminar el NANA de la capa de mucina del tracto respiratorio, que se cree le

permite llegar a la superficie de las células epiteliales (Figura 1.6).
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Figura 1.6 Ciclo de replicacion del virus de influenza. Modificado de Neumann et al. Nature 2009;
459: 932.
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1.5 Virus de influenza A(H5N1)
El primer reporte de una infeccion fatal en humanos con virus de influenza

aviar ocurrio en 1997, en Hong Kong, 18 personas se infectaron resultando en 6
fallecimientos [14].

Aunque después hubo brotes esporadicos. Este brote se mantuvo controlado
mediante el sacrificio de aves de corral. Sin embargo, tuvo un resurgimiento en el
2003, en esta ocasion el virus se expandio al sureste de Asia, Africa y Europa.
Especificamente, este virus tiene una alta tasa de rearreglo y presenta
caracteristicas que merecen atencion:

e Llega a ser letal para aves de corral y aves acuéticas silvestres (reservorio

natural).

e Se replica y crea infecciones mortales en ratones, sin la necesidad de

adaptarse previamente.
e Infecta a varias especies de mamiferos con resultados fatales
o Estudios hechos en hurones indican que su patogenicidad aumenta con el
tiempo. Esto indica la adquisicion de mutaciones que incrementan su
patogenicidad en mamiferos, a su vez se han identificado y realizado en el
laboratorio mutaciones en la HA que le permiten cambiar la especificidad
hacia el enlace SAx2,6Gal [15] [16].

e Su transmision a humanos esta asociado con una infeccion respiratoria
severa con un alto indice de mortalidad [17].

Hasta el 10 de agosto del 2012 se habian registrado 594 infecciones en
humanos, de las cuales 349 resultaron en fallecimientos [18].

El subtipo H5N1 presenta poca difusion entre humanos, el virus no se ha
adaptado lo suficiente para desencadenar una pandemia. Contrario a la cepa A
H1N1/2009 que se puede contagiar facilmente entre personas pero presenta baja
tasa de mortalidad. Las infecciones por virus A(H5N1) estan relacionadas con
leucopenia, neumonia severa y altos niveles de citocinas.

Varios reportes indican que la cepa A(H5N1) se replica en el tracto respiratorio

bajo y que la carga viral se correlaciona con el desenlace de la infeccion [19].
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1.6 Virus de Influenza A(H1N1)
El 23 de abril del 2009 se reportd la presencia de un nuevo virus de

influenza, descrito como de origen porcino en la mayoria de las muestras enviadas
a Winnipeg, Canada y Atlanta, Estados Unidos [5].

Dicho informe dio explicacibn a la ocurrencia de casos de neumonias
graves en adultos y jovenes que se reportaban en varios estados del pais. Una
epidemia por un nuevo virus de influenza no estaba dentro de las expectativas y
nunca se habia considerado en México. Al final del mes de abril del mismo afio, la
diseminacién y capacidad de contagio persona-persona del nuevo virus llevo a la
OMS a declarar un nivel cinco en la alerta de pandemia (contagio persona-
persona en al menos dos paises y signos de una inminente pandemia). México
establecié una campafa para educar a la poblacién en las medidas sanitarias y de
prevencion. Finalmente, el 10 de agosto del 2010 se declaro el fin de la pandemia
2009/2010 de la cual se contabilizaron 18,449 muertes hasta el dia 1 de agosto
del 2010 [20].

El agente causante de dicha pandemia fue un virus de influenza A del
subtipo H1IN1, para determinar su origen se efectuo la secuenciacion de cada uno
de los fragmentos gendémicos y posteriormente, se realizd el analisis comparativo
con las secuencias ya conocidas. De esta manera, se producen una serie de
arboles filogenéticos de cada uno de los fragmentos. A este tipo de virus se les
conoce de manera general como virus rearreglantes, refiriéendose a ellos como
dobles o triples si su material genético derivd de dos o tres diferentes virus de
influenza.

De los analisis anteriores se concluy6é que el genoma de este nuevo virus
proviene de una variante de virus de influenza “similar al de las aves” que afecta
cerdos eurasiaticos, que a su vez proviene de una triple rearreglante aislada e
identificada en los 90°s en el norte de EUA. Cabe sefialar que esta ultima derivo
de un virus clasico de cerdos y de uno humano tipo H3N2 [21]. Estos trabajos
filogenéticos han permitido rastrear los origenes del virus pero no asi el tiempo de

gestacion (Figura 1.7).
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Virusiclésico Virus aviar_ Humano A(H3N2) Virus porcino euroasiatico
porcino norteamericano parecido al de las aves

M - Euroasiatico parecido al aviar Influenza A(H1N1)

Figura 1.7 Origen del virus de influenza A(H1N1)/2009. Se muestra el porque su descripcion
original era de “cuadruple rearreglante”. Modificado de Neumann et al. Nature 2009; 459: 934

1.7 Diagnostico
El diagnéstico para los casos de influenza no es necesario para iniciar un

tratamiento; se utiliza principalmente para confirmar los subtipos de virus de
influenza que circulan en la poblacién en una determinada estacion y la seleccion
de las cepas para la elaboracién de vacunas. También es importante entre los
periodos epidémicos anuales, especificamente en la caracterizacion de los brotes.

Dado que hay una mayor concentracion del virus intracelularmente, la mejor
muestra son las secreciones que contienen células infectadas tomadas de un sitio
accesible como la nasofaringe y orofaringe durante los primeros tres dias del inicio

de los sintomas [5].
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Cuadro 1.2 Métodos de diagnéstico de influenza

Método Tiposde Ventajas Desventajas

RT-PCR

ero ﬂ!lla y y

detecta
AyB

A, ByC

AyB

AyloB

A ByC

A ByC

Estandar de oro.
Sensible y especifico.
Vital para la vigilancia
virolégica y la
elaboracion de
vacunas.

Altamente sensible y
especifico. Resultados
rapidos y puede
detectar otros virus que
no se aislan.

Se puede realizar a
partir de la muestra
clinica. Especifico y
rapido

Especifico, simple y
rapido. Los resultados
positivos son Utiles
para la vigilancia de la
influenza estacional

Puede detectar
infecciones negativas
al aislamiento. Util
como herramienta de
investigacion y
vigilancia

Rapida en situaciones
de emergencia. Solo se
requiere una muestra
del paciente.

Los resultados no 3 -14 Dias
estan en tiempos

clinicamente

relevantes.

Laborioso. Depende

de la calidad de las

muestras.

Puede no identificar < 1 Dia
a las nuevas cepas
circulantes o

pandémicas.

Requiere personal
especializado.
Depende de la
calidad de la
muestra.

Aprox. 4 horas

Poca sensibilidad. 30 — 60 min.
Los resultados
negativos requieren

confirmacion.

El diagndstico es 2 - 4 semanas
Unicamente

retrospectivo.

Limitada utilidad

clinica. Sensibilidad y

especificidad

variables

Requiere de fuerte
inversién en equipo e
infraestructura.
Necesita personal
especializado.

Aprox. 1 hora

Abreviaturas: RT- PCR, reaccion en cadena de la polimerasa en transcripcion reversa; HA,
inhibicién de la hemoaglutinacién; MN, microneutralizacion. Tomado de Cérdova, J., et al. La
epidemia de influenza A(HLN1) en México. México: Editorial médica panamericana. 2010: 92
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Capitulo 2. Control, tratamiento y perspectivas

2.1 Vacunacion
Una de las medidas adoptadas mundialmente para reducir la incidencia de

influenza estacional es la aplicacion de la vacuna trivalente, que se produce con
los virus mutados que mostraron ser predominantes en la temporada del afio
anterior. Una vacuna es el mejor método de profilaxis ante una infeccion. Y en el
caso particular de estas, necesitan ser revisadas en periodos entre 1 a 3 afos
debido al proceso de deriva antigénica del virus (Figura 2.0).

Por otro lado, en lo que respecta a la reciente pandemia del 2009/2010, no
existe evidencia que permita determinar la magnitud de la respuesta inmune
generada por la vacuna estacional con cepa A(H1N1) para la prevencion contra el
nuevo virus pandémico, de lo que se concluye que es necesario contar con una
vacuna especifica.

Las cepas utilizadas para la elaboracion de las vacunas en los programas
de vacunacion anual se determinan con base en las recomendaciones de la OMS
en conjunto con otros laboratorios de referencia internacionales. Estas cepas
(virus semilla) consisten en virus rearreglantes entre los patégenos de origen
silvestre y la cepa A/PR/8/34. Este ultimo virus le permite desarrollar un alto grado
de crecimiento en la cavidad alantoidea de embriones de pollo, que es el medio de
cultivo utilizado [22].

Posteriormente, los viriones son purificados del fluido y concentrados
mediante centrifugacibn o cromatografia en columna e inactivados con pB-
propiolactona y formalina. Después la membrana viral es desintegrada con
detergentes. El mayor componente de la vacuna es la hemaglutinina del virus.
Adicionalmente, se realizan otras técnicas, como genética reversa, para disminuir
la virulencia de algunas cepas. Este tipo de vacuna se denomina por su
composicion, de antigeno de superficie o inactivada. En Europa ya son producidas
dos vacunas en cultivos celulares de mamiferos aunque todavia no han sido

aprobadas para su comercializacion [23], [2].
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Figura 2.0 Diagrama del proceso de manufacturacion y distribucion de la vacuna trivalente. Modificado de
Trenor, J. The New Eng. Jour. Of Med. 2004, 351: 2037.

Durante la pandemia del 2009, la seleccion de las cepas empleadas para la
produccion de las vacunas contra la influenza A(HLN1) de tipo pandémico queddé

determinada por el NIBSC en Reino Unido [24], [25].
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Aunque afortunadamente este agente presenta baja mortalidad, se
mantiene la preocupacion de que los virus A(H1N1) y A(H5N1) lleguen a mutar y
aumenten su patogenicidad o transmisibilidad, de ocurrir esto, sera un evento mas
complicado de manejar.

Se recomienda que durante el periodo estacional, los grupos de riesgo
como las personas mayores de 65 afios, personas con enfermedades metabdlicas
y/o padecimientos cronicos, nifios de 6 a 23 meses, médicos residentes, grupos
de enfermeras, mujeres que pretendan estar embarazadas durante el periodo
estacional etc., sean los primeros en ser vacunados. En el caso de suceder una
pandemia los grupos de menor riesgo podrian tener la opcion de recibir vacunas
de virus vivos atenuados y, de esta manera, inmunizar a un mayor numero de
personas [26].

Por otro lado, la produccion de una vacuna para un nuevo virus de
proporcion pandémica, a futuro, puede llegar a tardar un periodo de entre 6 — 8
meses, una vez sucedido el primer brote, debido a las caracteristicas antigénicas
gue debe cumplir y al prolongado tiempo de evaluacidon de su seguridad. Tiempo
en que el nuevo virus se distribuiria mundialmente, diezmando los sistemas de

salud y la economia mundial [27].

2.2 Antivirales
Como parte de las estrategias de contencion ante una posible pandemia,

varios paises han preparado reservas de antivirales. Estos son adamantanos
(rimatidina y amantadina) e inhibidores de la neuraminidasa (oseltamivir y
zanamivir).

La importancia de los antivirales radica en la disponibilidad adecuada. Ya
que, en la ausencia de una vacuna efectiva, estos podrian representar la

respuesta a una pandemia de influenza.

2.2.1 Inhibidores del canal ibnico M2
Hay dos inhibidores del canal iénico M2 que estan indicados en la clinica

para la influenza. Amantadina (clorhidrato de 1-adamantanamina) es una

25



estructura triciclica de diez carbonos con un grupo amino primario. Se sabe que
tiene actividad antiinfluenza A desde 1960; fue aprobada inicialmente para la
prevencion del virus de influenza A(H2N2) en Estados Unidos durante 1966, una
década después, su uso se extendio para todos los subtipos de influenza [28].

El segundo inhibidor es rimantadina, se trata de un derivado de la
amantadina que incorpora un metilo entre el grupo amino y la misma estructura
triciclica, esta fue aprobada en 1993 (Figura 2.1). Los dos compuestos mantienen
su actividad antiviral después de almacenamientos prolongados (> 25 afios) [29].

Ambos antivirales inhiben la replicacién in vitro de los virus de influenza A
en bajas concentraciones (< 1ug/ml). Aunque aun es tema de debate cual es el
sitio de unién de estos farmacos, se sabe que su mecanismo de accion es sobre la
funcién del canal i6nico M2, por lo que indirectamente afecta el desnudamiento del
genoma viral y la importacion de las ribonucleoproteinas hacia el nucleo. Este
efecto es el mismo para todos los tipos de influenza A. El canal M2 es una
proteina integral de la membrana del virus que contiene 96 aminoacidos y se
divide en tres dominios. Este canal se expresa como un homotetramero en la
membrana plasmatica de las células infectadas y, de esta manera, incorporada a
los viriones de influenza [30].

La utilidad clinica de estos inhibidores como agentes antivirales esta
limitada a la prevencion y tratamiento de las infecciones de virus de influenza
Gnicamente del tipo A. La administracion profilactica de amantadina reduce la
frecuencia de infecciones en un 15 - 40% [31]. Durante un estudio de profilaxis con
rimantadina a dosis de 100-200mg diarios por un periodo de 8 semanas en
enfermeras residentes inmunizadas, se encontrd bajo riesgo de enfermedad ligada
a influenza (58% de eficacia), pero una vez que se presenta la infeccion no la
reduce [32].

No se han realizado estudios a largo plazo para determinar si la amantadina
previene las complicaciones pulmonares derivadas de influenza. Aunque en un
modelo murino con un virus A y una infeccidn pneumocoquica secuencial, la
rimantadina es mucho menos efectiva respecto al oseltamivir [33].

Uno de los principales problemas al utilizar amantadina son los efectos

adversos que presenta en el sistema nervioso central (SNC) y que tiene un amplio
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espectro de toxicidad debido a la accion anticolinérgica que la hace incompatible
con varios medicamentos. Rimantadina presenta menores efectos adversos en el

SNC y depende de una menor funcion renal para su eliminacion respecto a la

amantadina.
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Figura 2.1 Amantadina y derivados. a| Diagrama tridimensional del dominio transmembranal de M2. Consta de
dos vistas, una desde el dominio extracelular y una vista transversal, en la que se remarcan los residuos de
aminoacidos identificados como responsables de orientar la conduccion de iones. b| Estructura de la

amantadina y sus derivados. Adaptada de Clercq, E. Nature Reviews; 2006. 5:1018

2.2.1.1 Resistencia a inhibidores de M2
La resistencia a estos farmacos estd mediada por el gen M que codifica

para las proteinas M1y M2. Los virus resistentes tienen mutaciones puntuales en
su gen M con un correspondiente cambio de aminoacidos en el dominio
transmembranal de M2 (posiciones 26,27,30,31 y 34) [34].

La frecuencia con que estas mutaciones emergen, dependen de los
subtipos de influenza, mientras en los virus del subtipo H3N2 predominan

Ser31Asn. En los subtipos H1N1 lo son Val27Ala. Dichos cambios le proporcionan
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al virus una reduccion en la susceptibilidad hasta de 3300 veces en ensayos de
Clso. Y le confiere resistencia cruzada hacia otros inhibidores de M2 [35].

El uso de amantadina para el tratamiento se asocia a un rapido surgimiento
de virus resistentes que parecen ser facilmente transmisibles y patogénicos. Ahora
se sabe que China facilito y utilizé amantadina para detener los brotes de influenza
aviar y como profilaxis para que las aves de corral no contrajeran el virus, aun
sabiendo que esta actividad estaba prohibida y que estudios anteriores habian
confirmado que los virus generaban resistencia en pollos enfermos y tratados con
estos inhibidores. Las autoridades farmacéuticas y veterinarias de dicho pais
confirmaron esta informacion [36].

Cuando el virus A(H5N1) resurgioé en Asia, se observd que era resistente a
este tipo de farmacos y, por lo tanto, son indtiles ante una posible pandemia
proveniente de esta cepa.

Por otro lado, en todos los aislamientos de la cepa A(HLN1) pandémica del
2009, el virus ha mostrado ser resistente a los adamantanos; la mutaciéon S31N en
la proteina M2 es la responsable de que la mayoria de los virus de influenza A
sean resistentes a los antivirales de este tipo [11]. Ademas de los dos inhibidores,
se han encontrado otros derivados que también tienen actividad y que deben ser
investigados (Figura 2.1). También, se debe evaluar otros compuestos

relacionados estructuralmente a la amantadina como bananin (BAN).

2.2.2 Inhibidores de la neuraminidasa
Con base en los andlisis realizados a la estructura cristalina de la NA se

han desarrollado potentes y selectivos inhibidores para ésta. Los primeros
inhibidores que se disefiaron fueron DANA (acido 2-desoxi-2,3-didehidro-N-
acetilneuramico) y FANA (acido 2-desoxi-2,3-didehidro-N-trifluoroacetilneuramico)

que fueron los pioneros en el desarrollo de esta ruta de accién (Figura 2.2).
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Figura 2.2 Inhibidores de la Neuraminidasa

El primer inhibidor clinicamente efectivo y aprobado para el tratamiento de
la influenza en 1999 fue el zanamivir; que consiste en un derivado deshidratado
del acido sialico en el que un grupo guanidilo remplaza al grupo OH en la posicién
del carbono 4. El fosfato de oseltamivir tiene un anillo de ciclohexeno y remplaza
al grupo glicerol por una cadena lipofilica y no presenta grupo guanidilo, este
inhibidor también fue aprobado en 1999. Una de las principales diferencias entre
ambos inhibidores es que el zanamivir debe administrarse por inhalacion (10mg
dos veces al dia), mientras que el oseltamivir se puede administrar via oral (75 6
150mg dos veces al dia). Otra diferencia es que oseltamivir es un profarmaco que
se administra como fosfato de oseltamivir y que necesita la actividad de esterasas
hepaticas para transformarlo a su forma activa, el carboxilato de oseltamivir [37].

Aln no existen ensayos clinicos que comparen la eficacia de los inhibidores
de M2 respecto a los de NA; sin embargo, si se han realizado ensayos en cuanto a
las complicaciones asociadas a la influenza con estos inhibidores. Estudios

llevados a cabo en hurones infectados con la cepa A(H5N1) mostraron que el
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tratamiento con oseltamivir en una dosis doble de 5mg/Kg, durante 5 dias,
concluyé en la completa inhibicion de la replicacion del virus en los pulmones y el
intestino delgado, previniendo su mortalidad [38]. Al parecer, este tipo de
antivirales presentan menos problemas en cuanto al desarrollo de la resistencia
respecto a los inhibidores de M2 y su espectro antiviral incluye a los virus de

influenza tipo B.
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Figura 2.3 Interacciones entre el acido N-acetil-neuraminico y el sitio activo de la neuraminidasa.

Aungue la neuraminidasa también tiene la funcion de prevenir la
inactivacion del virus por las mucinas respiratorias durante el inicio de la infeccién
[39]; los inhibidores de la NA se unen a la arginina de la posicion 292 a través del
acido carboxilico y al acido glutamico ubicado en la posicion 119 mediante su
grupo amino (en oseltamivir) o guanidino (en zanamivir). Ambas interacciones
corresponden al sitio enzimaticamente activo para bloquear la funcion de sialidasa,
impidiendo la liberacion de los viriones de las células infectadas y su diseminacion
por el tracto respiratorio (Figura 2.3). Con base en esto, no es extrafio que
mutaciones en ambos sitios (R292K y E119G) produzcan resistencia hacia los dos
inhibidores [38].
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2.2.2.1 Resistencia de inhibidores de la NA
La resistencia hacia los inhibidores de la neuraminidasa surge debido a las

mutaciones puntuales con la correspondiente sustitucion de aminoacidos en las
proteinas HA y NA. El analisis de los virus mutantes aislados en cultivo celular,
revel6é dos mecanismos de resistencia.

A) Disminucion de la HA por su receptor; las mutaciones que involucran a la
proteina HA aminoran la fuerza de unién con el acido sialico y, de esta manera,
también reducen la dependencia de la actividad de la NA.

B) Disminucion de la union entre la NA y su inhibidor [40].
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= o Zanamivir B Zanamivir
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Figura 2.4 Mecanismo de resistencia al oseltamivir. A| El sitio activo de la neuraminidasa adquiere una

conformacion espacial para el oseltamivir, mientras que para el zanamivir no es necesario. B| Varias
mutaciones evitan la formacidon de este espacio, pero sigue manteniendo la capacidad de unirse al &cido
sidlico y el zanamivir. C| Dicho espacio es creado por la rotacién de E276 y la unidon al aminoacido R224
impedida por las mutaciones R292K, H274Y y N294S. La mutaciéon E119V permite la unién a una molécula de
agua en el espacio creado por la valina. También interfiriendo la unién a oseltamivir. Adaptado de Moscona,
A. The New Eng. Jour Of Med. 2004; 353: 2634

Durante los ultimos afios, se ha estado vigilando de cerca la resistencia al
oseltamivir en todas partes del mundo (Figura 2.4). Dicha resistencia se evalua
mediante la deteccion de la mutacion H274Y por técnicas de biologia molecular

(amplificacién genética y/o pirosecuenciacion). En EE.UU., se reporté que durante
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la temporada 2007-2008 hubo un incremento en el nimero de aislamientos de
virus de influenza A(H1N1) resistentes al oseltamivir, mientras que en Europa era
el 14% del total [11].

Existen otros inhibidores experimentales, como el A-315675, R-118958 y
peramivir que también son analogos de NANA, que inhiben a la neuraminidasa en
modelos animales e in vitro. En el caso de este ultimo fue aprobada su liberacion
ocasional para el tratamiento de las personas cuyo cuadro de influenza se agravo
durante la pandemia 2009/2010 ya que estos nuevos inhibidores derivados de la
pirrolidona o el ciclopentano son activos contra las nuevas cepas resistentes a
oseltamivir y zanamivir [41]. La vigilancia del comportamiento del virus es crucial,
en especial los patrones de susceptibilidad y resistencia a oseltamivir y zanamivir,

ya que constituyen la inica medida farmacolégica efectiva contra el virus.

2.3 Posibles opciones terapéuticas futuras

2.3.1 Inhibidores diméricos de la NA
A partir del zanamivir se han preparado derivados biciclicos del 7-alquiléter,

estos disminuyen la actividad del virus de la influenza in vitro y proporcionar
proteccion y eficacia in vivo (ratones). Los derivados diméricos del zanamivir
comprenden grupos de 14-18 atomos de longitud y son 100 veces mas efectivos
para inhibir la replicacién del virus de la influenza in vivo e in vitro, respecto al
zanamivir.

Estos nuevos derivados ademas presentan un mayor tiempo de
permanencia en los pulmones, permitiendo un régimen de dosificacion de una vez
por semana. Debido a la baja concentraciébn necesaria para la inhibicion, estos
compuestos podrian presentar menores efectos adversos; por lo que se les perfila

como inhibidores de la NA de segunda generacion [42] [43].

2.3.2 Anélogos de nucleodsidos
La ribavirina es un farmaco aprobado por la FDA con particular actividad

contra los virus de los géneros Orthomixoviridae y Paramixoviridae. Aunque este

farmaco se ha aprobado Uunicamente para las infecciones provocadas por el virus
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respiratorio sincitial, no se ha descartado la posibilidad de comercializarlo para el
tratamiento de virus de la influenza. Ya que ha probado ser eficaz con una Clsg 6-
22uM. También es utilizado en el tratamiento de la hepatitis C cronica de manera
conjunta con interferon o-pegilado.

Uno de los aspectos importantes de este tipo de farmacos es que no genera
resistencia en los virus, debido a que su linea de accion principal es una enzima
intracelular, la inosina 5- monofosfato(IMF) deshidrogenasa, responsable de la
conversion de IMF a xantosina, que es un paso fundamental para la biosintesis de
GTP y la consecuente produccion de RNA viral.

No obstante, los factores limitantes para la venta de este farmaco son
presentar el indice terapéutico pequefio, en altas dosis provoca anemia hemolitica
y es un agente teratogénico potencial. Hoy en dia se trabaja en un analogo
denominado viramidina (un profarmaco de ribavirina) que aparentemente es

menos toxico [44].

2.3.3 Inductores de interferdn
Otra opcion terapéutica estudiada es el empleo de inductores del interferdn.

Hace 40 afos, se descubrieron los inductores poly(l) y poly(C). Aun se desconoce
el impacto que pueda llegar a tener la utilizacidén de estos para la profilaxis contra
la influenza. La administracion consiste en RNA de doble cadena encapsulado en
liposomas y se tiene la hipétesis que pudiera proveer proteccion de larga duracién
[45].

2.3.4 Inhibidores de la RNA polimerasa
La polimerasa viral consiste en un complejo de tres polipéptidos (PB1, PB2

y PA). Este complejo ademas posee actividad de endonucleasa que le permite
llevar a cabo el proceso de insercién en el ARNm (cap snatching)!, necesario para
iniciar la transcripcion. Los genes involucrados en la produccion de esta
polimerasa son los que le imparten una alta virulencia al virus H5N1

A/Vietnam/120/04, por lo que es viable desarrollar un inhibidor de la polimerasa

1 e e . . e . . sy
Es el proceso inicial a la transcripcidn, se inserta una secuencia de entre 10 a 20 nucledétidos en el extremo
5’del RNAm de la célula huésped.
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viral como opcion terapéutica. Se han obtenido pocos inhibidores, estos pueden
ser clasificarse en nucledsidos y no nucledsidos [46].

Ejemplos de nucleésidos son el T-705 y el 2"-desoxi-2"-fluoroguanosina. El
mas representativo de estos es el T-705, consiste en una pirazina sustituida.
Ensayos llevados a cabo in vivo e in vitro sobre este inhibidor han demostrado que
posee una fuerte actividad antiinfluenza, incluso mayor al oseltamivir [47].

Por otro lado, también se ha planteado la idea de inhibir la actividad de
endonucleasa del complejo, para esto se usan derivados del acido 2,4-
dioxibutanoico, acido N-hidroxamico y N-hidroxi-imida. Ademas, se ha identificado
un inhibidor proveniente del extracto del hongo Delitschia confertaspora

denominado flutimida que consiste en una 2,6-dicetopiperazina [48].

2.3.5 siRNA
El RNA de interferencia (RNAIi) es una manera innovadora de inhibir la

expresion génica. EI RNA pequefio de interferencia (SIRNA) consiste en pequefas
cadenas dobles de 21-26nt que inducen la degradacion del RNAm homdélogo. En
un estudio en ratones, se administr6 RNAsi via intranasal, especifico para las
regiones altamente conservadas del virus como la polimerasa acida y las
nucleoproteinas, se acomplejé con un acarreador policatidnico para probarlo antes
y después del inicio de la infeccién viral. Al final, se observé que los titulos de virus
de influenza se redujeron. Dicha accion fue especifica y no fue modulada por una
respuesta secundaria antiviral, como por ejemplo la del interferon. Por altimo,

protegio a estos huéspedes de cuatro cepas aviares diferentes [49] [50].

2.3.6 Proteinas de fusion de sialidasa y sialilglicopdlimeros
Recientemente, se ha encontrado que una proteina de fusién recombinante

de Actinomyces viscosus, una bacteria que forma parte de la flora habitual del
intestino y la cavidad oral, presenta un amplio espectro de inhibicion contra el virus
de la influenza. Dicha proteina consta de la region catalitica de la sialidasa de esta
bacteria. Se aplica por inhalacion para llegar a los receptores del virus de la
influenza en el epitelio de las vias respiratorias. Esta sialidasa nombrada DAS181

(fludase®) remueve los receptores de acido sialico, con una correspondiente
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proteccion celular, a dosis de 0.04-0.9nM in vivo, tanto en indicaciones
terapéuticas como profilacticas [51].

Por otro lado, los receptores de &cido sialico (NANA) a su vez pueden ser
bloqueados por conjugados de poliacrilamida con NANA, también denominados
sialilglicopolimeros (SGP). Estos inhiben la unién del virus de influenza a las
células en un intervalo de 24-110hrs, una vez iniciada la infeccion. Los SGP fueron
evaluados en ratones con las cepas A(H1N1) y A(H3N2) adaptadas y previno
completamente la mortandad de estos. Estos SGP tienen la region SAa2-6Galp1-

4GIcNAc, que es reconocida por las cepas de la influenza Ay B [52].
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Capitulo 3. Oseltamivir: Un problema de abasto

3.1 Oseltamivir
Una de las principales preocupaciones de las naciones en el tema de la

influenza es el abasto en un tiempo relativamente corto de agentes terapéuticos
que cumplan con los requisitos de seguridad y eficacia. Para lo cual se estan
llevando a cabo investigaciones que intentan manejar dentro de nuevas y
diferentes rutas de accion este problema. Sin embargo, hasta el momento los
medicamentos que cumplen dichos requisitos son el oseltamivir y el zanamivir.
Para observar el impacto que pudieran tener ambos farmacos ante un
posible brote, se realiz6 un modelo matematico con la poblacién de Inglaterra,
tomando en cuenta los intervalos de edad y los grupos de riesgo, incluyendo la
tasa de hospitalizacion de 1957. Finalmente, el modelo determiné que se requiere
un almacenamiento de medicamentos equivalentes al tratamiento de entre el 20%
al 25% de la poblacion total para tratar a los pacientes del primer brote y se estimoé

una reduccion en la hospitalizacion del 67% [53].
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Figura 3.0 Hidrdlisis del acido sialico y disefio de inhibidores de la NA

Este farmaco es el resultado del estudio del complejo acido sialico-NA. En

el agua, la conformacion mas estable de NANA es la de silla, con el grupo
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carboxilo del C1 en la posicion axial. Una vez que éste se une con la NA, adquiere
una conformacién de bote que se estabiliza por las interacciones entre el grupo
carboxilo y tres residuos de arginina que se encuentran en el sitio activo de la NA.
En la conformacion de bote, el par de electrones libres del oxigeno en el anillo de
pirano se coloca antiparalelamente al enlace glicosidico. Este enlace glicosidico se
rompe a través de la superposicion p-c* de los orbitales y se genera el
intermediario oxonio, del que son andalogos el zanamivir y el oseltamivir [54]
(Figura 3.0).

Uno de los principales obstaculos en la producciébn a gran escala de
oseltamivir es la escasez del precursor principal que se obtiene de plantas, el
acido siquimico (Shi). Actualmente el acido se extrae del anis estrella chino
(Hllicium verum). Para producir 1 Kg de Shi se necesita 30 Kg de material vegetal
seco [55] (Figura 3.1).
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Figura 3.1 Proceso de sintesis de oseltamivir desarrollado por Roche.

El primer equipo en sintetizar oseltamivir a partir de un producto natural fue

el grupo de quimica medicinal de Gilead Sciences, utilizando Shi como materia
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prima. Posteriormente laboratorios Roche, utilizando estos avances perfecciono la
metodologia en lo que hoy es la sintesis industrial del oseltamivir (Figura 3.1).

Dada la variabilidad de la pureza del acido siquimico. A partir de los
cristales del aceténido 2, se efectia un intercambio de cetales en presencia de 3-
pentanona. Por lo que el intermediario 3 se obtiene indirectamente del Shi.
Posteriormente, se produce una apertura reductiva regioselectiva del grupo cetal
para obtener el compuesto 4 que se transforma al epdxido 5 bajo condiciones
basicas. La apertura del epoxido produce la mezcla de alcoholes acidos 6 y 7,
ambos se convierten a la aziridina 12. Esta sufre una N-acetilacion y la azida se
somete a una reduccién de Staudinger para, finalmente, producir la sal del
farmaco [56].

Estados Unidos ha planeado almacenar 300 millones de dosis de tamiflt de
75 mg, para lo cual se requieren 23 toneladas de oseltamivir. A su vez, éste se
obtiene de un rendimiento del 20% de la serie de reacciones necesarias para su
sintesis, por lo que resulta que se necesitan alrededor de 3375 toneladas de anis
estrella para obtenerlos [55].

Debido a la alta demanda del oseltamivir a partir de la pandemia en el afio
2005 del virus A(H5N1) en Asia y a la dificultad de abastecer en cantidades
industriales el &cido siquimico, varios grupos de académicos e investigadores se
dieron a la tarea de buscar otras alternativas de sintesis en las que no fuera
necesaria la utilizacién de dicha materia prima. Se han desarrollado variaciones
con la sintesis de Diels Alder e investigado métodos cataliticos innovadores para
este trabajo (Cuadro 3.1) [57] [58].

38



Cuadro 3.1. Metodologias de sintesis de oseltamivir

Ao Autor Pasos clave Utilizacion Nuamerode Rendimiento (%)
de azidas  reacciones
1999 Roche e Apertura reductora Si 8 20

regioselectiva
. Reaccion de Staudinger
2006 Corey . Diels-Alder catalitica y No 12 30
enantioselectiva
Bromolactamizacion
Bromoamidacion
estereoselectiva
2006 Shibasaki e Apertura cataliticay Si 17 1
asimétrica de
meso-aziridinas

2007 Fukuyama e Diels-Alder catalitica y No 14 6
enantioselectiva

2007 Kann . afinacion estereoselectiva Si 16 4
de un complejo de Fe

2007 Fang e Reaccion de No 17 10

Horner-Wadsworth-
Emons intramolecular
2008 Trost e Aminacion arilica No 8 30
asimétrica catalizada por
Pd
Aziridinizacion catalitica
Hidrogenacion catalitica Si 10 30
Desimetrizacion enzimatica
Bromoacetamidacion No 11 22
regio y estereoselectiva
2008 Shibasaki e Diels-Alder catalitica y No 12 16
enantioselctiva
Transposicion de Curtius
Sustitucion alilica con Pd
Oxidacion enzimatica No 13 7
Reaccion de Diels-Alder
Adicion organocataliticade No 5 46
Michael
2010 Hayashi ¢  Organocatalisis Si 10 60
enantioselectiva
. Reaccion de Michael
enantioselectiva
2010 Lu . Reaccion asimétrica de No 11 21
aza-Henry
. Reaccion de Nitro-
Michael/HWE
2011 Raghavan e Reaccion asimétrica de Si 16 4.3
Diels-Alder
. Inversion de Mitsunobu

Nota: Salvo la sintesis correspondiente a 1999, las demas son alternativas al &cido siquimico como

2008 Roche

2008 Fang

2009 Hudlicky

2010 Ma

materia prima.

De todas estas propuestas sobresale la de Corey y colaboradores, pues
fueron los primeros en proponer una sintesis alternativa al Shi. Ellos reportaron
una reaccion de Diels-Alder asimétrica empleando 1,3 - butadieno vy
trifluoroetilacrilato como materias primas. Esta nueva metodologia proporciona un
alto rendimiento en la cicloadicion enantioselectiva mediante la aplicacion de

oxozaborolidina (16). En seguida, se efectu6 una amidaciéon (18), yodo-
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lactamizacion (19) y proteccion del compuesto obtenido con BOC para dar 20. Se
hace una deshidrohalogenacion del compuesto 20 y se realiza una brominacion
alilica (22), deshidroalogenacion que resulta en 23 y después una bromoamidacion
estereoselectiva desarrollada por los autores para dar 24. Después tras una
deshidrohalogenaciéon se obtiene un intermediario de aziridina (25) que se acopla
en forma regioselectiva en presencia de 3-pentanol para dar 26. Finalmente, la
desproteccion de 26 da como resultado el fosfato de oseltamivir (15) [59] (Figura
3.2).
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Figura 3.2. Sintesis de oseltamivir propuesta por Corey y cols.

Otra sintesis que se debe mencionar es la de Hayashi, por el rendimiento
obtenido, la utilizacion de materias primas disponibles y el nUmero de reacciones
que involucra. El primer paso de esta metodologia se trata de una reaccion con
difenilprolinol silil éter, este es un compuesto que realiza una organocatalisis

enantioselectiva y con alto rendimiento, que promueve varios tipos de reacciones
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asimétricas. Este junto con el alcoxialdehido 28 y el nitro alqueno 29 proporcionan
el aducto de Michael 33 y sélo se requiere 5% mol de catalizador. Posteriormente,
el nitro alcano (33) interactta con el derivado de vinil fosfonato (30) mediante una
reaccion de Michael, el nuevo producto reacciona bajo una reaccion intramolecular
de Horner-Warsworth-Emmons con el grupo formilo para generar el ciclohexeno
34. Al final de esta reaccion, se generaron los subproductos 35 y 36 que se
transformaron en 34 con Cs,CO3; en EtOH. Se obtiene 34 en una mezcla de
diasteromeros en la que predomina el isbmero 34-(5R), entonces se realiza una
adicion de Michael con paratoluenotiol. Aunque primero se forma el isdmero 31-
(5R), la mezcla termina con el isémero 31-(5S) en mayor proporcion debido a que
es el mas estable en condiciones alcalinas, este es el isomero deseado. Se
desprotege a 31 con CF3CO,H y el acido carboxilico se transforma en acilazida
por la adicion de cloruro de oxacilo y luego de NaN3 en acetona acuosa, lo que
proporciona al compuesto 32. Cuando 32 se trata con AcOH en Ac,0 se desarrolla
una transposicion de Curtius que conduce a 37. Este producto se trata con Zn/HCI
en EtOH para que el grupo nitro se transforme en amino (38). Se bombea
amoniaco a la mezcla de reaccién para formar el complejo Znll-NH3. Finalmente,

la adicion de K,COg3 provoca una reaccion retro-Michael (Figura 3.3) [60].
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Figura 3.3. Sintesis de oseltamivir propuesta por Hayashi y colaboradores.

Varias de las sintesis propuestas, aparentemente se encuentran dentro del
orden practico. Por ejemplo, la de Fukuyama que aunque requiere
perfeccionamiento en cuanto al rendimiento, destaca por los siguientes puntos: (1)
la piridina como materia prima no es cara, (2) el numero de purificaciones por
cromatografia en columna es minima y (3) que se utilizan reactivos seguros y
comunmente utilizados en la sintesis. La sintesis propuesta por Hudlicky utiliza
como materia prima el benzoato de etilo que es bastante barato y disponible; sin
embargo, se debe hacer un exhaustivo analisis de costo y escalamiento para
corroborar que alguna de estas sintesis es segura y competitiva con la
manufacturacion actual. Por lo que hasta el momento, el mayor obstaculo para la

obtencion de oseltamivir es la escasez de acido siquimico.
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3.2 Acido siquimico

El &cido siquimico es un metabolito importante para las plantas y algunos
microorganismos. Debe su nombre a la flor de shikimi (lllicium anisatum) de donde
se aislo por Eykman en 1885, luego se encontré que existe en las hojas y frutos de
varias plantas en diferentes proporciones.
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Figura 3.2.1. Ruta del &cido siquimico. Modificado de Held, H. Plant Biochemistry. 4" Ed. USA
Academic Press: 298

La ruta del acido siquimico proporciona los tres aminoacidos aromaticos

fenilanalina, tirosina y triptofano. Ademas provee precursores para una gran
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variedad de compuestos que se forman en las plantas, alcaloides,
fenilpropanoides, taninos, flavonoides y lignanos. Los productos derivados pueden
llegar a constituir una elevada proporcion de la célula, se estima que en algunas
plantas hasta el 50% del material seco. Es por eso que la produccion del Shi
representa una de las rutas metabdlicas mas importantes en las plantas [61].

Esta biosintesis no se encuentra en los mamiferos, por lo que se han
desarrollado inhibidores de ella contra agentes patégenos, por ejemplo el &cido
(6S)-6-Fluorosiquimico, un potente antibidtico que actia inhibiéndola en
Plasmodium falciparum, el agente causal de la malaria [62]. También, andlogos
para inhibir la enzima deshidroquinasa de Micobacterium tuberculosis, un
microorganismo que se caracteriza por ser resistente a varios antibiéticos [63].

El hecho de que esta ruta metabdlica sea usada por bacterias, hace posible
también que organismos manipulados mediante ingenieria genética sean
utilizados para la produccion en gran escala de este metabolito. Hasta el momento
se ha tenido éxito con E. coli, pero se han hecho ensayos con Bacillus sp. y
Citrobacter sp. Las modificaciones realizadas se enfocan principlamente en el
metabolismo del carbono y la ruta del acido siquimico. Existen dos avances en el
desarrollo de estos microorganismos, uno de ellos es bloquear la ruta mediante la
eliminacion del paso hacia siquimato-3-fosfato realizado por la siquimatoquinasa,
la otra es el desarrollo de cepas con deficiencia en la enzima EPSP sintasa que
bloquea la produccion de aminoacidos después de producir el siquimato-3-fosfato
[64]. En la actualidad, la fermentacibn de estos organismos modificados
desarrollados por Frost et al., proporciona alrededor del 30% de Shi utilizado para

la sintesis de oseltamivir [65].

3.2.1 Sintesis de acido siquimico

La primera vez que se sintetizé acido siquimico fue en 1960 por McCrindle y
colaboradores., utilizando la reaccion de Diels-Alder para formar un anillo de 6
carbonos, obteniendo un rendimiento total alrededor del 15%. En 1982, se
aumento la eficiencia de la sintesis hasta el 29% y Koreeda et al., propuso una

sintesis mas eficiente, en la que se alcanz6 un rendimiento del 55%.
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Figura 3.2.2. Sintesis de Acido siquimico mediante la reaccién de Diels-Alder (Mc Criadle et al.,
1969)

También se ha reportado la sintesis a partir de aztcares como la D-manosa,
la conversion del acido quinico y algunos derivados de este [66]. Aunque se han
desarrollado varias metodologias de sintesis, la produccion de Shi por estos
medios es demasiado cara en cantidades industriales. Por lo que el aislamiento de

los frutos del anis estrella continua siendo la principal fuente comercial.

3.2.2 Fuentes vegetales de acido siquimico
El anis estrella (lllicium verum H.) es un arbol mediano, de alrededor de 15

m originario de Asia. Los frutos de donde se obtiene el &cido siquimico se
cosechan entre los meses de marzo a mayo. Crece casi exclusivamente en el
sureste de China y Vietnam. Dicho fruto es valorado como especia en la
elaboracion de perfumes y en la medicina tradicional china (Figura 3.2.2.). Se
emplea en el tratamiento de problemas de vémito, dolores de estdmago, de la
espalda baja, insomnio, inflamacion de la piel y dolores reumaticos. En México y
EE.UU., su uso mas comun es como carminativo y en el alivio de dolores de

estdbmago de los bebes [67] [68].
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Figura 3.2.3. lllicium verum J. D. Hooker. 1- rama con flores y fruto; 2-5 pétalos exteriores e
internos; 6-andreceo y gineceo; 7-gineceo; 8-vistas adaxial y abaxial del estambre; 9-foliculo; 10-
semilla.

El aceite esencial de |. verum posee propiedades antifangicas. Los
extractos etandlico y con CO, supercritico presentan actividad contra bacterias
resistentes en la clinica, como Acinetobacter baumannii, Pseudomona aeroginosa
y otras 20 cepas resistentes a meticilina. Tradicionalmente, el aceite esencial del
anis estrella se coloca topicamente para los dolores reuméaticos. Dicho aceite y el
extracto con metanol también han mostrado propiedades insecticidas,
comprobadas sobre Drosophila melanogaster y larvas de Callosobruchus
chinensis [68] [69].

lllicum verum es una planta rica en lignanos como el verimol H y
sesquiterpenoides como la neoanisatina, estos compuestos son Unicos de la

especie lllicium, lo que los convierte en compuestos marcadores especificos [94].
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Ademas se han desarrollado métodos para la identificacion de esta planta, como
microscopia por fluorescecia, PCR, cromatografias de gases y de liquidos debido
a los reportes sobre productos comerciales, como el té, adulterados o
contaminados con el anis estrella japonés (lllicium anisatum), una planta
altamente téxica por su contenido en neoanisatina y anisatina. En los casos de
intoxicacibon se han observado toxicidad neurolégica y gastrointestinal,
convulsiones, diarrea y vomito. En China, ademas se ha encontrado que el anis
estrella se adultera con otras especies toxicas como lllicium lanceolatum [70].

Debido a la insuficiencia de materia prima para la produccién de
oseltamivir, se han buscado otras alternativas agricolas diferentes como las hojas
del arbol de Ginkgo biloba, de las hojas de pino, de picea y de las semillas de
liquidambar [71].

Se ha hecho hincapié en la utilizacion de pino y picea. Dado que las agujas
de pino son abundantes y muy féaciles de obtener, en general en toda
norteamérica, particularmente se ha trabajado con Pinus sylvestris. Se considera
como una fuente con alto potencial para proveer acido siquimico en cantidades
industriales [72].

El arbol de Glinkgo es uno de los arboles con mayor tiempo sobre la tierra,
se pueden encontrar fosiles que datan de mas de 200 millones de afios, es el
anico sobreviviente de la familia Ginkgoaceae. Es originario de Asia, puede vivir
hasta 1000 afios y alcanzar una altura de 38m. En China es tratado como arbol
sagrado y se ha utilizado en la medicina tradicional por mas de 1000 afios.

Se han realizado estudios de sus efectos neuroprotectores y antioxidantes.
En el tratamiento de esquizofrenia, demencia, enfermedades vasculares
periféricas, sindrome premenstrual, tinnitus® y vértigo. Existen pocos estudios en
donde se evalla su actividad en hiperlipidemia, varias formas de cancer, asma,
enfermedad de Raynaud y disfuncion sexual. La mayor cantidad de los
constituyentes medicinales se encuentran en las hojas: flavonoides, trilactonas

terpénicas, glincdlidos y bilobalide [73] [74] [75].

2 . . . ,
Percepcion de golpes, zumbidos o sonidos en el oido cuando no hay una fuente sonora externa
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Figura 3.2.4. Ginkgo biloba; a-rama con hojas y estambre amento; b-c amentos machos; en
¢ los estambres se han transformado en pequefias hojuelas; d- brote con dos frutos maduros; e-

fruto joven y ovulo infertilizado; f-hueso del fruto.

El liquidambar (Liquidambar styraciflua) es un arbol de ornato, propio de los
climas templados, es popular por los colores rojizos intensos que adquiere en el
otofio. Llega a medir hasta 41m de alto, su tronco alcanza el 1.20m de didmetro y
puede vivir hasta 400 afios. Se encuentra principalmente desde el sur de los
EE.UU. en los estados de Florida y Texas, México, hasta el sur de Nicaragua.
Debe su nombre en alusion a la resina olorosa de color café, con parecido a la
miel que exuda del arbol.

Varias tribus de indios nativos americanos han utilizado la resina, la raiz y la
corteza de este arbol por sus propiedades medicinales en diarreas, problemas
dermatolégicos, ginecologicos, como sedativo y febrifugo [93]. La resina también
se encuentra mencionada en el cédice de la Cruz-Badiano como xochiocozotl y
era utilizado como complemento en el tratamiento de heridas y dolores de muela
[76].

Dentro de los usos comerciales que tiene, estan su madera que se utiliza

para la elaboracion de muebles y la savia que tiene diversos usos. El primer uso
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de la resina documentado por Don Bernal Diaz del Castillo describe que era
mezclada con tabaco en las ceremonias como un agente inductor del suefio [77].

La savia que se obtiene de L. orientalis se le llama estorague levante,
mientras que al de L. styraciflua se denomina estoraque americano. En los
estudios realizados a este Ultimo, se encontré 3-fenilpropilcinamato, cinamil
cinamato, etil, bencil y otras formas de acido cindmico. Para obtener la resina
usualmente se hacen cortes en el arbol, similares a la obtencién del caucho o el
jarabe de arce [78] [79].

Liquidambesr.

d

<

i

Liquidamber,

€

Liguidambesr.

Liquidambar, divei
fi Liquidambar, Ligeidambar.

k i

Figura 3.2.5. Liqguidambar styraciflua; a-brote de flor; b-fruto; c- corte transversal de semilla
fértil; d-corte en vertical de la semilla fértil; e-semilla fértil; f-rama con flores macho y hembra; g-
seccién vertical de ovario; h-embridn; i-semillas abortadas(évulos); j-estambre; k-estigma y antera
abortiva; I-rama con flores hembra; m-seccién transversal de amento macho; n-seccion vertical de
una porcion de amento hembra; fi-seccién transversal de amento macho.
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Ultimamente el extracto metanolico de los frutos de Liquidambar styraciflua
ha cobrado interés al poseer actividad sobre multiples dianas de la ruta de la
fosfoinositol 3-quinasa y la ruta mTOR (Mammalian target of rapamycin), estas
dianas estan asociadas a la regulacion del crecimiento celular, la proliferacion y
movilidad. Por lo que dicho extracto pudiera funcionar contra varias enfermedades
como la diabetes, el cancer, la obesidad y la inflamacion [80].

Sumada a estas opciones, se ha expuesto la idea de utilizar glifosato
(Roundup®), un herbicida analogo del fosfoenolpiruvato desarrollado por
Monsanto que actia a nivel de la ruta del acido siquimico inhibiendo la 5-
enolpiruvil-siquimato-3-fosfato sintetasa (EPSPS), produciendo una acumulacién
anormal de &cido siquimico en la planta. Este método se haria sobre cultivos de
alfalfa o trigo de alrededor de 5 semanas, exponerlos a una concentracion subletal

de glifosato y extraer el &cido siquimico a los 10 dias posterior a la exposicion [81].

3.3 Acido salicilico, inductor de metabolitos secundarios
En las plantas, se conoce como elicitores a las sustancias quimicas que

activan las respuestas de defensa. Estas sustancias pueden ser agentes abioticos,
compuestos inorganicos como iones y metales. También se suelen utilizar agentes
derivados de otros organismos, como moléculas provenientes de hongos,
bacterias, virus 6 herbivoros (Cuadro 3.1.1) [82].

Varios estudios realizados han demostrado un reconocimiento especifico
entre los elicitores microbianos y una cascada de sefializacion que provoca la
activacion de mecanismos de defensa. Por ejemplo, el primer receptor de
elicitores identificado en una planta fue el FLS2 de Arabidopsis sp., éste es
responsable de la identificacion de la flagelina bacterial, asi también de flg22, que

es un péptido de la flagelina constituido de 22 aminoacidos [83].
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Cuadro 3.3 Elicitores de plantas.

Elicitores Efectos
reportados
sobre

Elicitores Lesiones P
fisicos
Abidticos | lones metdlicos (lantanio, europio, calcio, plata, cadmio), oxalato Pc, F
Composicion | Pared celular de levaduras, esporas flngicas, pared Pc, F
compleja celular de micelio
Polisacaridos Alginato Pc, F, B
Carbohidratos LBG F
Pectina Pc, F
Quitosano Pc
Goma guar Pc
Elicitores Oligosacéaridos | Manuronato F
quimicos | Biéticos Composicion Guluronato F
definida Manana F
Galacturénidos Pc
Peptidica Glutatién Pc
Proteinica Proteinas Celulasa Pc
Elicitinas Pc
Oligandrin Pc
Lipidica Lipopolisacaridos Pc
Glicoproteinica No caracterizadas | Pc
Volatiles Cs-C1g Pc

Abreviaturas: LGB(locust bean gum), P(planta), Pc(cultivo celular vegetal), B(cultivo bacteriano),

F(cultivo fungico). Modificado de Angelova, Z., et al. Biotechnology & Biotechnological Equipment 2006,

20: 73

El reconocimiento de un elicitor en la planta usualmente produce acciones

como la fosforilacion y la desfosforilacion de la membrana plasméatica y las
proteinas del citosol, el desplazamiento idnico, la despolarizacion de la membrana
plasmatica, etc. Se activan las oxidasas de NADPH y la peroxidasa apoplastica
que producen la acumulacion de especies reactivas de oxigeno(ROS), que junto
con la produccién de moléculas de sefializacion especificas como etileno, acido
salicilico y jasmonatos inducen una respuesta de defensa tardia, incluyendo la
produccion de metabolitos secundarios, por ejemplo, las fitoalexinas [83].

El &cido salicilico (AS) y el acido jasmonico (AJ) han sido estudiados como
moléculas involucradas en la expresion de genes de defensa. Se cree que AS
regula la resistencia hacia patdégenos de tipo viral, bacteriano y fungico. Mientras
que AJ induce la produccion de varias proteinas de la ruta octadecanoide que
regula la resistencia contra insectos. Esta distincion no esta completamente clara;
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por ejemplo, los artropodos pueden inducir ambas. El AS, AJ y derivados
sintéticos parecidos pueden ser aplicados exdgenamente para inducir los mismos
cambios metabdlicos que se producen por la resistencia a patdgenos y, de esta
manera, estimular la produccion de metabolitos secundarios [82].

En la industria de los cultivos celulares vegetales, el incremento de la
produccién de metabolitos secundarios se lleva a cabo mediante la aplicacion de
elicitores. Generalmente, se consideraba que en las plantas existian cinco clases
de hormonas, que son las auxinas, citoquininas, giberelinas, etileno y &acido
abcisico. Recientemente, otros compuestos han sido incluidos en esta
denominacion por provocar reacciones parecidas, como los brasinoesteorides, AJ
y AS [84]. Se han reportado varios trabajos en plantas con AS, por ejemplo sus
efectos en el crecimiento de las plantas. La aplicacién en el follaje (20mg/mL) de
Brassica napus aumenta el contenido de clorofila [85]. EI AS induce el cierre de los
estomas y disminuye la tasa de respiracién en Phaseolus vulgaris [86].

Dentro de los cambios observados en los procesos bioquimicos de las
plantas, se ha observado que a concentraciones de 0.01-1.0 mM en asociacion
con Ca(NOgz), aumenta el consumo de nitrégeno y la actividad de la nitrato
reductasa en hojas y en la raiz de plantas de maiz, pero concentraciones mayores
a 5mM han probado ser inhibitorias [87]. Se ha demostrado que el AS es un
agente calorigénico (aumenta la produccion de calor) y es un regulador endégeno
en la produccion de calor, la aplicacion exdégena de AS (0.13mg/g) en la seccion
del apéndice inmaduro de lirio voodoo(Sauromatum guttatum) da como resultado
un incremento de la temperatura de 12°C [88]. Existe evidencia de que el AS
afecta la permeabilidad en el flujo de protones de las membranas [89]. Y que
modifica significativamente el tiempo de floracion en violeta africana(Saintpaulia
ionantha), al aplicar una concentracién 1X10™° M la floracién ocurrié 15 dias antes
que el testigo en condiciones de invernadero [90]. En la produccion de metabolitos
secundarios, por ejemplo la aplicacién de AS aumenta la produccién de taxoide en

cultivos celulares de Taxus chinensis var. mairei [91].
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V. Objetivos
e Realizar una revision bibliografica relacionada con la influenza: pasado,
presente y futuro

e Obtener acido siquimico de una especie de flora mexicana y caracterizarlo

por resonancia magnética nuclear

Objetivos particulares:

e Cuantificar 4cido siquimico de las hojas, los frutos y las semillas de
Liquidambar styraciflua.

e Determinar la época del afio en que la produccion de &cido siquimico es
maxima, mediante el andlisis de podas realizadas en intervalos de dos
meses a un arbol de liquiddmbar durante los afios 2010-2011.

e Aplicar acido salicilico como elicitor para inducir indirectamente la

produccion de acido siquimico en el follaje de Liquidambar styraciflua.
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V. Metodologia

Reactivos y disolventes utilizados

Resina de intercambio i6nico IRA-400 en forma de clorhidrato
Agua del sistema municipal

Agua destilada

Acetato de etilo

Etanol

Metanol

Eter

Carbén activado en pellets Norit® RO 0.8
. Carbon activado en polvo

10.Zeolita

11. Acido salicilico

12.Acido acético glacial

13. Acido siquimico al 99%

CoNoG~wWNE

Los puntos de fusidon se determinaron en un aparato Fisher Jones y no
fueron corregidos.

Los andlisis espectroscépicos y espectrométricos se realizaron en la Unidad
de Servicios de Apoyo a la Investigacién (USAI). Las espectroscopias de RMN-'H
se realizaron en un espectrofotometro Variant Unity Inova a 300 MHz utilizando
D,O como disolvente y empleando como referencia interna tetrametilsilicio
reportando los desplazamientos quimicos en ppm. Abreviaturas utilizadas en la
interpretacion de RMN-'H; s = singulete, t = triplete, m = multiplete. La
espectroscopia de infrarrojo se determind en un aparato Perkin Elmer de
transformada de Fourier (FTIR) por reflectancia ATR, reportando las sefiales en
nimero de onda v (cm™). La espectrometria de masas se realizé6 en un aparato
marca Thermo-Electron DFS (Double Focus Sector) en introduccion directa,
utilizando impacto electrénico (70 eV).
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Recoleccidon del material vegetal

El arbol se caracterizd en el Herbario Nacional de México (MEXU) como
Liguidambar styraciflua L., se depositd una muestra cuyo numero de folio es
1348012 (Figura 5.0).

Para determinar la temporada del maximo rendimiento de acido siquimico,
se hicieron podas a dicho &rbol durante un afio en el periodo 2010 y 2011, dejando
espacios de dos meses entre cada poda. Se tuvo el cuidado, de tratarse al mismo
arbol todo el tiempo. Se separaron, los frutos y las hojas para luego secarlos en
una campana a temperatura ambiente. Las hojas tardan alrededor de 3 a 4 dias
en eliminar el agua y obtener la consistencia para ser utilizadas en el proceso. En
el caso de los frutos una vez secos y de estar maduros empiezan a expulsar tanto
las semillas abortadas como las semillas viables, para sacarlas, se colocan los
frutos en un matraz Erlenmeyer de 1 L y se deja en agitacion mecanica vigorosa
alrededor de 5 min.

Para incrementar la produccion de &cido siquimico, se realiz6 la aplicacion
de &cido salicilico (AS) en el arbol durante el periodo de rendimiento maximo. Se
prepar6 0.5L de una solucién 1x10°M de AS con 1x10™®M de DMSO vy se
neutralizd con NaOH. Se diluyé hasta 4L para alcanzar una concentracion de
1.25x10°>M de AS y se aplico directamente sobre el follaje de todo &rbol hasta
goteo empleando una bomba de aspersién, durante un periodo de 6 semanas.
Para este ultimo procedimiento, se hicieron podas semanales y sélo se procesaron

las hojas, ya que es el material mas abundante y planteado en los obijetivos.
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PLANTAS DE MEXICO: DISTRITO FEDERAL

Fam HAMAMELIDACEAE
Liquidambar styraciflua |

Loc. Montafa de Pacaya, Esquina montaia de Sulaco,
Jardines de la montaia. Del Tlalpan, Distrito Federal México
Alt. 2240 msnm. Lat 19.301161°, Long. -99 203204°
Suelo de tierra organica negra
Arbol de aprox. 6 m, con hojas aserradas en forma de estrelia
y frutos espinosos abundantes

Col. Dr. Carlos Antonio Rius Alonso. p T
21 enero 2013

FACULTAD DE QUIMICA, UNAM

Figura 5.0. Muestra caracterizada en el Herbario Nacional (MEXU)



Diagrama 1. Obtencion del acido siquimico crudo

Material vegetal, seco
y molido

a) Se agrega agua en una proporcion de
28mlL/g

b) Agitacién por 24 h.

c) Filtrar

Liquido verde- café
l traslucido

Filtrado: Material vegetal a) Evaporar hasta obtener

sélido aproximadamente 1L

b) Dejar en agitacion durante 18 hrs con
carbon activado.

c) Filtrar el carbén activado

\ 4

Liquido color obscuro

Evaporado:
a) Agregar Resina de intercambio IRA-400

b) Dejar en agitacion por 6 hrs.

c) Filtrar la resina y lavarla con una solucién
de acido acético al 20%

d) Evaporar a sequedad el lavado

—

Filtrado: Resina
IRA-400

Agua

Filtrado: Carbdn activado

v

Acido siquimico crudo sélido

Evaporado: Solucién
de acido acético al
20%

Tratamiento del material vegetal

Se colocaron 100 g de material vegetal previamente molido y seco si se

trata de hojas y frutos, si son semillas no se muelen. Se dividid el material en

cuatro matraces Erlenmeyer de 1 L, a cada uno de los matraces se afiadié 700mL

de agua del sistema municipal y se dej6é en un agitador mecanico Burrell Shaker

durante 24 h en una atmésfera de N..

Pasadas las 24 h se filtr6 el material vegetal en matraces kitazato con

aplicacion de vacio y se desechd
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activado en pellets y se dejo en agitacion alrededor de 18 h para la eliminacion de
compuestos coloridos que normalmente son compuestos conjugados. Pasado el
tiempo, se filtra el carbon activado y se evapora en rotavapor usando una bomba
de vacio, hasta que sélo quede alrededor de un litro, esto con la finalidad de tener
una mejor manipulacion del volumen a la hora de agregar la resina de intercambio
iénico.

Se coloca la resina de intercambio i6nico IRA-400 que es una resina bésica
gue forma sales con los compuestos acidos reteniéndolos en la matriz polimérica,
se deja en agitacion mecanica alrededor de 6 h. Ya pasado el tiempo se filtra la
resina en un embudo de vidrio sinterizado y se la lava con 20 mL de agua
destilada que se deshecha para eliminar los productos adsorbidos por la resina.
Posteriormente, se lava la resina con 100 mL de una solucién al 20% de acido
acético para recuperar en acido siquimico que capturé la resina.El producto acido
se evapora a sequedad, con ayuda de una bomba de vacio en el rotavapor, hasta

obtener una sustancia de color café-negruzca de textura viscosa (Diagrama 1).

Recristalizacion del acido siquimico

Como en el proceso de separacion parte del acido siquimico se polimeriza
para separarlo se redisuelve completamente la muestra obtenida en EtOH y se
agrega éter para precipitar el acido siquimico que se ha polimerizado. Se decanta
el liquido, se agrega alrededor de 4 g de carbén activado en polvo y se calienta
durante 3 min., a 80 °C, se filtra en un embudo de vidrio sinterizado 40-60 con una
capa de zeolita y se obtiene un liquido de color naranja, se evapora el disolvente
hasta sequedad, se obtiene un producto viscoso color &mbar-rojizo, se redisuelve
en la minima cantidad de EtOH y se agrega AcOEt para recristalizar (Diagrama 2).
RMN-'H (300 MHz, D,0) 5 6.67 (dt, J = 3.6, 1.6 Hz), 4.30 (t, J = 4.0 Hz), 3.89 (dt, J
=8.0, 6.1 Hz), 3.63 (dd, J = 8.2, 4.3 Hz), 2.70 — 2.49 (m), 2.18 — 1.94 (m).
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Diagrama 2. Recristalizacion del acido siquimico

Acido siquimico crudo

a) Redisolver en la minima cantidad de
etanol

b) Agregar éter hasta observar
precipitacion

c) Decantar

\ 4
Liquido rojo
l transparente

Decantado: Precipitado a) Evaporar hasta sequedad

café-negro b) Redisolver en la minima cantidad con
etanol

¢) Inducir la recristalizacidn con acetato
de etilo

v

Cristales color naranja-amarillo

—

Decantado: Mezcla a) Repetir el proceso de
EtOH-AcOEt recristalizacién con etanol-
acetato de etilo

b) Lavar los cristales con acetato
de etilo caliente

\ 4
Cristales de color blanco
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VI. Resultados y discusidn

Previamente ya se habian realizado extracciones de &cido siquimico crudo
a partir del liquidambar, de lo que se pudo concluir que las partes aéreas mas
importantes referentes a su rendimiento fueron las hojas y los frutos. Esto
concuerda con la bibliografia, en donde se propone a las semillas de liquidambar
como fuente alternativa [71].

Asi también se hicieron modificaciones en la extraccion, que mejord la
pureza del producto. El problema que se encontré fue que las muestras ya
filtradas se coloreaban, luego, al agregar el carbén activado y dejarlas en agitacion
por 18 h, presentaban pequefias colonias de hongos filamentosos y a su vez el
espectro de RMN-'H mostraba varios contaminantes, por ejemplo las sefiales en
2.69, la region entre 3.14 y 3.37, 3.94, 4.08; que no corresponden al &cido
siguimico (Figura6.0).

Si bien el objetivo de este trabajo no fue identificar dichos contaminantes,
se sospecha que se deba a metabolitos que estos hongos pudieran generar
durante su crecimiento y a la oxidacion de los productos presentes. ES por eso
qgue la primera modificacion que se hizo, fue la incorporacién de N, al proceso de
extraccion para inhibir en lo posible el crecimiento de dichos microorganismos y
evitar la formacion de productos de oxidacion. Los espectros mostrados a
continuacion corresponden al acido siquimico crudo extraido en condiciones de

temperatura ambiente con y sin presencia de N (Figuras 6.0y 6.1).
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Figura 6.0. Espectro RMN-"H Extracto &cido sin la utilizacién de N,
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Figura 6.1. Espectro RMN-"H del extracto acido con la utilizacién de N,
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La segunda observacién que se hizo fue que el acido oxalico, un metabolito
presente en las plantas que por su estructura carente de hidrégenos unidos a
carbono (figura 6.2), no se puede identificar, ni mucho menos cuantificar mediante
RMN-'H y que pudiese estar presente en el extracto acido, por lo que se realizé
una prueba de union a la resina utilizada para captar el acido siquimico (Cuadro
4.1)

O

OH
HO

O

Figura 6.2. Estructura de acido oxalico

Muestra inicial de acido Cantidad de resina Cantidad de acido oxalico
oxalico(mg) utilizada(g) recuperada después del
proceso(mg)
500 5 50
500 7 71

Cuadro 4.1 Ensayo de afinidad por el &cido oxalico con la resina IRA-400

De lo que se puede concluir que el acido oxalico presenta una baja afinidad
por la resina (10mg/g de resina), por lo que en este trabajo no se tomd en cuenta
su proporcion en el extracto crudo de acido siquimico.

Los resultados del periodo 2010 y 2011 (Cuadro 4.2) de la obtencion de
acido siquimico a partir de liguiddmbar, muestran que es factible la extraccion
desde los meses de marzo hasta septiembre. Es posible que esto esté asociado a
las estaciones del afio, ya que en el mes de marzo es cuando ocurre la floracion
del arbol junto con la entrada de la primavera. Por el contrario los meses entre
octubre y enero ocurre el cambio de hojas y a su vez hay menos material para la
extraccion. El intervalo en que se alcanzé mayor rendimiento de acido siquimico
en las semillas fue entre los meses de junio y julio, posiblemente se deba a que es
cuando los frutos maduran y empiezan a producir semillas fértiles. Si bien se

sospecha gue estos meses también corresponden al mayor rendimiento de las
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hojas, éste no se pudo determinar debido a que el extracto acido presentaba acido
aceético residual y debido a la estacionalidad de las muestras no se pudo repetir el

experimento.

LOTE Parte del arbol Rendimiento (%) Periodo

1 Semillas 2.0377 Junio-Julio
Frutos 0.6061
Hojas 3.6136*

2 Semillas 0.2219 Agosto-Septiembre
Frutos 0.3610
Hojas 1.0410

3 Semillas 0.2326 Octubre-
Frutos 0.3319 Noviembre
Hojas 0.4774

4 Semillas 0.5364 Diciembre-Enero
Frutos 0.2875
Hojas 0.2432

5 Semillas 1.0100 Febrero- Marzo
Frutos 0.2217
Hojas 0.9075

6 Semillas 0.8846 Abril-Mayo
Frutos 0.7190
Hojas 1.2960

Cuadro 4.2 Rendimiento de &cido crudo de las partes aéreas de Liquiddmbar. En el caso de los
frutos sélo se tomé el rendimiento a los abiertos. *El producto presentaba acido acético.

Una vez conocida esta informacién, durante los meses de julio y agosto del
2011 se intentd incrementar la produccion de acido siquimico mediante la
aplicacion de un elicitor. Se realizd una recoleccién previa a la aplicacion de acido
salicilico. Posterior a la primera aplicacion, se noté un aumento en la obtencion de
acido siquimico crudo, en las posteriores aplicaciones no se aprecido un cambio
favorable para la formacion del acido siquimico. Esta observacion es muy
importante para la explotacién comercial del producto ya que tendria que hacerse
la aplicacion unica, con previa semana antes de la cosecha del material vegetal
(Cuadro 4.3).

Posteriormente, se muestran los las sefiales de RMN-'H correspondientes al
acido siquimico de los espectros del periodo experimental de seis semanas
(Cuadro 4.4).
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Semana Rendimiento (%)

Estandar 1.750
1 2.121
2 1.550
3 2.071
4 0.984
5 1.022
6 1.350

Cuadro 4.3 Rendimiento de acido crudo de las hojas de liguidambar con la aplicacion exdgena de
acido salicilico

OH
HO, 4 OH
\5/ \3_‘\\\\\
6 2
\1/
HO/KO
Semana H2 H3 H4 H5 H6 H6
Estandar | 6.65 4.29 3.62 3.88 2.59 2.06
1 6.65 4.27 3.59 3.85 2.56 2.04
2 6.63 4.26 3.58 3.84 2.56 2.03
3 6.62 4.25 3.57 3.84 2.55 2.02
4 6.62 4.27 3.58 3.86 2.57 2.03
5 6.66 4.28 3.60 3.87 2.58 2.04
6 6.62 4.25 3.56 3.83 2.54 1.98

Cuadro 4.4 Datos de RMN-"H del 4cido crudo extraido de las hojas de liquiddmbar durante la
aplicacién de AS.

A continuacién se muestran el espectro de RMN-'H (Figura 6.3) realizado a

la muestra de la semana 2.
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Figura 6.3. Espectro RMN-"H del extracto acido de la semana 2

En el RMN-'H se pueden observar en sefiales en las regiones de 2, 2.5,
3.84, 4.27 y 6.64, cada una de estas sefales integra para un hidrégeno. Esto
indica que se ha obtenido acido siquimico de alta pureza y que la correspondiente
area bajo la curva se acerca al 90%. Las impurezas que se observaron, fueron, la
sefial que se encuentra alrededor de 1.889 corresponde al &cido acético
remanente que se empled para lavar la resina de intercambio idnico y obtener el
acido siquimico crudo, las sefales que aparecen en 2.474 son del acido
succinico, en 3.146 al acido malonico y en 7.291y 6.936 al acido cinamico (Cuadro
4.5). También, se observan otras impurezas que no fueron identificadas, por lo
gue, se mandaron muestras del acido siquimico crudo a cromatografia /masas
pero debido a la acidez de los compuestos, estos no dieron buenos resultados. No
se uso el procedimiento de formacion de ésteres mediante diazometano, por que
la reaccidbn no es totalmente cuantitativa y se introduciria un parametro de
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incertidumbre adicional.

Para la corroboracién del acido siquimico se realizé

espectrometria de masas por introduccion directa (Figura 6.4) del extracto &cido

de la semana 2 y una muestra de referencia (Figura 6.5) del producto puro

comercial.

Compuesto Estructura

Desplazamiento

quimico RMN-'H

Acido acético H o 1.889
I /Y
H=C—C
H O—H
Acido O 2.474
succinico OH
H OJ\/W
O
Acido 0 0 3.146
maldnico | | | |
HO/\/\OH
Acido 0 7.291
cinamico
AN OH 6.936

Cuadro 4.5 Impurezas encontradas en el extracto acido.
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Figura 6.4. Espectro de masas del extracto acido de la semana 2 en introduccion directa.
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Figura 6.5. Espectrofotometria de masas de acido siquimico al 99%

Al compararse ambos espectros de masas por introduccion directa, se

observa que las sefales entre uno y otro corresponden, el ibn molecular no

aparece por la perdida de una molécula de agua, visto en la sefal de 156 (M+18).

Sin embargo, se encontré que el sistema de extraccion aun requiere de

perfeccionamiento. Por ejemplo, se observéo que el &cido siquimico formaba

hojuelas negras quebradizas, ligeramente solubles en agua y en DMSO. Lo que

nos hace creer que debido a las condiciones durante la evaporacion del

disolvente, particularmente en la etapa que contiene acido acético, el producto se

polimerizaba. Se llegd a esta conclusion debido a que se realiz6 el espectro RMN-

'H en D,O que muestra lo siguiente:
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Figura 6.6. Espectro RMN-"H de las hojuelas negras.

En donde se observa que corresponde a las bandas de &cido siquimico. Sin
embargo, el tratamiento de recristalizacion de este producto no fue posible debido
a gue se encuentra polimerizado con varios pesos moleculares. Una vez
separadas estas fases del producto crudo fue posible obtener un sélido blanco
cristalino con un pf de 176-178 °C. Se muestra su correspondiente espectro de
RMN-'H (Figura 6.7) y un cuadro que compara las constantes de acoplamiento
entre el producto recristalizado y acido siquimico de referencia al 99% (Cuadro
4.6). RMN-'H (300 MHz, D,O) & 6.67 (dt, J = 3.6, 1.6 Hz), 4.30 (t, J = 4.0 Hz), 3.89
(dt, J=8.0, 6.1 Hz), 3.63 (dd, J = 8.2, 4.3 Hz), 2.70 — 2.49 (m), 2.18 — 1.94 (m).
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Figura 6.7. Espectro RMN-"H del 4cido siquimico recristalizado.

Muestra H2 H3 H4 H5 H6 H6

Acido 6.67(dt)  4.30(t) 3.63(dd) 3.89(dt) 2.59(m) 2.07(m)
siquimico J=164 J=4.09 J=4.727 J=6.11
recristalizado J=1.64 J=4.09 J=8.19 J=6.11

J=3.63 J=7.96
Acido 6.57(dt)  4.18(t) 3.51(dd) 3.77(dt) 2.46(m) 1.95(m)
siqguimicoal J=1.88 J=4.10 J=4.25 J=5.86
99% J=188 J=4.10 J=8.20 J=5.86

J=3.83 J=8.09

Cuadro 4.6. Datos de RMN-"H con sus respectivas constantes de acoplamiento del acido
siquimico recristalizado comparado con &cido siquimico al 99% de Aldrich.
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VIl. Conclusiones

e Se realizé la busqueda de informacion sobre el virus de influenza, se
investigaron los aspectos mas importantes que le proporcionan
reincidencia, una alta capacidad infectiva, una alta tasa de mutacién y
adaptacién. Asi como las vias terapéuticas en desarrollo para su contencion
y cura.

e Se logro aislar acido siquimico a partir de Liquidambar styraciflua L.,
durante un periodo de un afio, logrando identificar una época propicia para
un mayor rendimiento, correspondiente a los meses de marzo-septiembre.
También, se caracteriz6 por RMN-'H, adicionalmente se identificaron las
principales impurezas de la extraccion.

e El sistema de extraccion necesita perfeccionarse, pues debido al pH de la
mezcla de acido acético y a la temperatura necesaria para efectuar su
extraccion una parte del acido siquimico se polimeriza.

e Se intenté aumentar la produccion de &acido siquimico indirectamente,
mediante la produccion de metabolitos secundarios inducida por la
aplicacidon exégena de &acido salicilico en las hojas de Liquidambar
styraciflua, encontrandose que si se realiza la aplicacion una semana antes
de la cosecha se logra un buen incremento.

e Aparentemente el proceso es factible de escalarse a nivel industrial debido
a la abundancia de liquidambar presente en el pais y la fuente de materia
prima serian las hojas que se colectarian de los arboles sin tratar de dafar

la estructura del arbol.
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