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RESUMEN

Desde la década de 1980 mas de 40 millones de personas han sido infectadas con el Virus de
Inmunodeficiencia Humana (VIH) reconocido como el agente causal del Sindrome de
Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA). Las infecciones oportunistas relacionadas a SIDA son la
principal causa de morbilidad y mortalidad asociada a infeccion por VIH a nivel mundial, siendo las

infecciones micoticas orales una de las mas prevalentes.

Contar con un medicamento que presente doble efecto farmacoldgico, anti TR de VIH-1 y anti-
candidal, representaria una mejor opcion terapéutica. Por estas razones, el presente estudio evalud las
propiedades anti candidiales y anti TR VIH-1 del extracto metanolico de la especie vegetal
Heteropterys brachiata (Malpighiaceae) (Hb MeOH), el cual es un recurso natural nacional. Asi
mismo, se realizo el analisis quimico cualitativo para la identificacion de los principales metabolitos

secundarios en plantas: alcaloides, saponinas, flavonoides y taninos.

Se obtuvo la inhibicién del Hb MeOH sobre la TR VIH-1 utilizando el kit Lenti RT® Activity
Assay (Cavidi Tech). A una concentracion del 1% del Hb MeOH, la inhibicion de TR fue de 38.8+1.5,
al 0.1% de 25.8+0.6 y al 0.01% de 12.5+1.0.

Se demostro que las cepas de Candida albicans ATCC® 90028 mostraron sensibilidad al Hb MeOH.
De acuerdo al NCCLS,; si el porcentaje de inhibicion es mayor al 50% se considera que es sensible.
La minima sensible, 61%, estuvo a una concentracion de 2.5 mg/ml y la mayor inhibicion, 98%, a 10

mg/ml.

El presente estudio constituye el primer reporte de la presencia de alcaloides, saponinas y taninos en
la especie H. brachiata. Un amplio niimero de manuscritos han reportado que dichos metabolitos
presentan actividades anti candidiales y anti VIH, por lo que serd necesario realizar estudios ex

profeso para determinar el blanco de accion.

Finalmente, nuestros resultados sefialan que el extracto metandlico de Heteropterys brachiata
posee propiedades anti TR VIH-1 y anti candidales, por ello puede considerarse como futuro
candidato para la terapia de SIDA debido a su doble efecto farmacoldgico, que podria impactar en el
apego al tratamiento, la disminucion del costo de los tratamientos y la disminucion de la mortalidad

asociada a VIH.



ABSTRACT

Since the 1980s more than 40 million people have been infected with the Human
Immunodeficiency Virus (HIV) recognized as the causative agent of Acquired Immune Deficiency
Syndrome (AIDS). Opportunistic infections related to AIDS are the main cause of morbidity and
mortality associated with HIV infection worldwide, with oral fungal infections being one of the most
prevalent in patients.

Having a drug that has a double pharmacological effect, anti RT HIV-1 and anti candidal,
would represent a better therapeutic option. For these reasons, the present study evaluated the anti
candidial and anti RT HIV-1 properties of the methanolic extract of the plant species Heteropterys
brachiata (Malpighiaceac) (Hb MeOH), which is a national natural resource. Likewise, a qualitative
chemical analysis was carried out to identify the main secondary metabolites in plants, such as
alkaloids, saponins, flavonoids and tannins.

Hb MeOH inhibition on RT HIV-1 was obtained using the Lenti RT® Activity Assay kit
(Cavidi Tech). At a concentration of 1% Hb MeOH, the inhibition of RT was 38.8 + 1.5, at 0.1% it
was 25.8 + 0.6 and at 0.01% it was 12.5 + 1.0.

Candida albicans ATCC® 90028 strains were shown to display sensitivity to Hb MeOH.
According to the NCCLS, if the inhibition percentage is greater than 50%, it is considered to be
sensitive. The lowest sensitive, 61%, was at a concentration of 2.5 mg/ml and the highest inhibition,
98%, was at a concentration of 10 mg/ml.

The present study constitutes the first report of the presence of alkaloids, saponins and tannins
metabolites in H. brachiata. A large number of manuscripts have reported that these metabolites have
anti candidial and anti HIV activities, so in the future it will be necessary to carry out studies
specifically to determine the target of action.

Finally, our results indicate that the methanolic extract of Heteropterys brachiata has anti RT
HIV-1 and anti candidal properties, therefore it can be considered as a future candidate for AIDS
therapy due to its double pharmacological effect, which could impact adherence to treatment, the

decrease in the cost of treatments and eventually decrease the mortality associated with HIV.



1. MARCO TEORICO

1. EPIDEMIOLOGIA

En 1981, médicos de la region de Los Angeles en Estados Unidos de Norteamérica,
reportaron varios casos de formas inusuales de neumonia por Pneumocystis carinii, que se
relacioné con una incidencia inusual de cancer de vasos sanguineos llamada sarcoma de
Kaposi. Las personas afectadas eran hombres jovenes que tenian sexo con hombres y
mostraban pérdida de la funcién inmunitaria. El virus responsable se identifico
posteriormente y se nombrd como el Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH) reconocido
como el agente causal del Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) (1, 2).

De acuerdo a los calculos de ONUSIDA, desde el comienzo de la epidemia al cierre
de 2018, alrededor de 74,9 millones (58,3 millones—98,1 millones) de personas se han
infectado con VIH; 32,0 millones (23,6 millones—43,8 millones) de personas han fallecido a
causa de enfermedades oportunistas relacionadas con el SIDA y, aproximadamente 36.7
millones de personas viven con VIH alrededor del mundo. De igual forma, los datos revelan
que en 2016, México tenia 12 000 (11 000 - 14 000) nuevas infecciones y que 4 200 (3300 -
5300) eran muertes relacionadas con SIDA. Hubo 220 000 (200 000 - 240 000) personas que
viven con el VIH en 2016, entre las cuales el 60% (48% - 69%) accedieron a la terapia
antirretroviral (TAR). Entre las mujeres embarazadas que viven con el VIH, el 58% (51% -
64%) accedieron al tratamiento o la profilaxis para evitar la transmision del VIH a sus hijos.
Se estima que <500 (<200 - <500) nifios se infectaron recientemente con el VIH debido a la
transmision de madre a hijo. Entre las personas que viven con el VIH, aproximadamente el

50% (45% - 55%) habia suprimido las cargas virales (3).

El VIH se ha extendido por diferentes rutas y partes del mundo. Por mencionar
algunas regiones, en Africa sub-sahariana y partes del sur y el sureste de Asia el modo mas
comun de transmision es el sexo heterosexual. Mientras que, en Europa y Norteamérica, los
hombres que tienen sexo con hombres y los usuarios de drogas inyectables que comparten

agujas son las actividades de mayor riesgo y probables de contagio (4, 5).



En M¢éxico, las poblaciones clave mas afectadas por el VIH son profesionales del
sexo, con una prevalencia del VIH del 7,0%; los hombres homosexuales y, hombres que
tienen sexo con hombres, con una prevalencia del VIH del 17,3%; personas que se inyectan
drogas, con una prevalencia del VIH del 2,5%; personas transgénero, con una prevalencia
del VIH del 17.4%; presos, con una prevalencia del VIH del 0,7%. Asimismo, 2010, las
nuevas infecciones por el VIH han disminuido en un 22% y las muertes relacionadas con el

SIDA han disminuido en un 1% (3).

2. BIOLOGIA VIRAL

2.1. Infeccion por el Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH)

La infeccion por VIH comienza cuando un fluido corporal de una persona que porta
el virus, pasa directamente a la membrana mucosa o al torrente sanguineo de una persona no
infectada. Los fluidos corporales pueden ser vaginales, secreciones anales, semen, sangre y
leche materna. El contacto entre fluidos corporales puede ocurrir durante las practicas
sexuales (homosexuales o heterosexuales) sin proteccion, transfusiones sanguineas con
sangre contaminada, practicas médicas poco seguras, compartir agujas (entre los
consumidores de drogas inyectables), parto natural y lactancia materna.

Existe un riesgo laboral pequefio entre los profesionales sanitarios, el personal de
laboratorio y posiblemente otras personas que manipulan muestras sanguineas o fluidos de
personas con VIH. Estudios realizados indican que el riesgo de transmision es de
aproximadamente 0.3%, después de una puncion cutdnea con una aguja o un instrumento

cortante contaminados con la sangre de una persona con VIH (4, 6).



2.2. Descripcion del VIH

El virus del VIH es parte de los retrovirus, es un parasito intracelular incapaz de
replicarse por si mismo, por lo que requiere secuestrar la maquinaria enzimatica, materiales
quimicos y energia de las células que infecta (ver figura 1). Dichas células generalmente son
las células del sistema inmunoldgico, principalmente linfocitos T cooperadores y los
macrofagos. Es necesario que las células presenten el receptor CD4+ y el correceptor CCRS,
0 CXCR4, para que el VIH se pueda acoplar a la superficie de la membrana celular. Una vez

adentro, el virus hace copias de si mismo, matando a las células hospedantes (4, 3).

Envelope
gp120

gp4i

Lipidic membrane

Matrix
pl17

Capsid
p24

Reverse
transcriptase

ssRNA

Fig. 1. Estructura del VIH. Se observa el virus del VIH en su forma de virion, mostrando las

caracteristicas de RNA y proteinas de superficie, asi como la enzima Transcriptasa Reversa (7).
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2.3. Ciclo Viral del VIH

El ciclo viral del VIH incluye una fase extracelular y una intracelular (ver figura 2).
Durante la fase extracelular, también llamada fase infecciosa, el virus se llama viriéon o
particula virica. El virién se mueve de una célula hospedante a otra y puede transmitirse de
persona a persona. Durante la fase intracelular, o fase de replicacion, el virus se replica. Para
ingresar a la célula necesita acoplarse a dos receptores proteicos de superficie de la célula
hospedante. Primero se adhiere al receptor CD4+ y después a un correceptor, CCRS. La
adherencia a las proteinas de superficie, desemboca en la fusion de la envoltura del virion
con la membrana celular de tal forma que el contenido del virion se vacia dentro de la célula
hospedante. El contenido incluye el genoma viral, que consiste en dos copias de RNA
monocatenario (ssSRNA), asi mismo las enzimas viricas transcriptasa reversa (TR) e integrasa
(IN). La TR retrotranscribe las moléculas de RNA a DNA complementario (cDNA), mientras
que la IN fusiona el cDNA con el genoma nuclear. Una vez que el genoma viral se ha
infiltrado, la RNA polimerasa de la célula transcribe el genoma viral a un RNA mensajero
viral (mRNA). De tal manera que los ribosomas celulares, traduzcan el mRNA viral las
proteinas virales. De las anteriores, la enzima proteasa (PR) del VIH escinde precursores en

proteinas virales maduras, permitiendo que los nuevos viriones maduren (4, 7).
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Fig. 2. Ciclo infeccioso del VIH. 1. La forma extracelular, conocida como virion, encuentra
una célula hospedante. 2. La proteina de superficie gp120 del VIH se une primero a CD4, luego a un
correceptor (generalmente CCRS; a vecesCXCR4) en la superficie de la célula huésped. 3. El virion
del VIH se fusiona con la célula hospedante; el RNA y enzimas del VIH ingresan al citoplasma de la
célula huésped. 4. La transcriptasa reversa del VIH sintetiza el DNA del VIH a partir de la plantilla
de RNA del VIH. 5. La enzima integrasa del VIH empalma el genoma del ADN del VIH en el genoma
de la célula huésped. 6. El genoma de DNA del VIH se transcribe en mRNA del VIH por la RNA
polimerasa de la célula huésped. 7. mRNA del VIH se traduce en proteinas precursor as del VIH por
los ribosomas de la célula huésped. 8. Una nueva generacion de viriones se ensambla en la membrana
de la célula huésped. 9. Nuevos viriones brotan de la membrana de la célula huésped. 10. La enzima
proteasa (PR) del VIH escinde precursores en proteinas virales maduras, permitiendo que los nuevos

viriones maduren (4).

2.4. Tratamiento del VIH/SIDA

La terapia antirretroviral (TAR) estd basada en la combinacion de firmacos que tienen
como blanco de accion las enzimas virales responsables de la replicacion y maduracion del
virus como la TR, PR e IN. A pesar de que ha provisto una significativa reduccion en la

morbilidad y mortalidad de los pacientes VIH/SIDA, la erradicacion del virus no se ha
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logrado hasta el momento (8). La TAR ha producido un aumento considerable de la esperanza
de vida para los individuos infectados con VIH, los tratamientos antirretrovirales han ido de

la paliacion de la enfermedad a un manejo cronico del padecimiento.

3. BIOLOGIA DE CANDIDA SPP.

Reyes-Montes (9) reporta que en las ultimas décadas, se ha incrementado la
incidencia de infecciones fingicas a nivel mundial. Las micosis causadas por Aspergillus
(hongos filamentosos) y Candida (levaduras), son los agentes causales mas frecuentes. Cabe
destacar que Candida es la causa principal de micosis a nivel global, especialmente por
perturbaciones de la microbiota normal (por ejemplo, tratamiento con antibidticos), en
pacientes neutropénicos, pacientes con neoplasias tratadas con inmunosupresores, pacientes
sometidos a cirugia o trasplante de organos, recién nacidos prematuros y pacientes con
VIH/SIDA (10, 11, 9)

En el caso de los pacientes infectados con VIH/SIDA, la candidiasis orofaringea
(OPC) es la infeccion oportunista mas comun, que se encuentra en hasta el 90% de los casos.
La probabilidad de infeccion esta fuertemente influenciada por la potencia del sistema
inmune innato (10). Las personas con VIH/SIDA estan predispuestas a episodios recurrentes

de OPC, que aumentan en frecuencia y gravedad con la progresion al SIDA (11).

El género Candida incluye mas de 200 especies (9) y en el caso de Candida albicans,
es la especie mas comun. Es un patéogeno oportunista, obligatorio de animales de sangre
caliente. C. albicans se adapta eficazmente a una gran variedad de nichos de hospedantes,
incluida la disponibilidad de nutrientes en estos nichos (10). C. albicans normalmente
prospera como un organismo comensal relativamente inofensivo en la microbiota urogenital,
de la piel, la cavidad oral y el tracto gastrointestinal, de la mayoria de las personas sanas. C.
albicans junto a otras especies de levadura, colonizan las cavidades bucales en 40% a 60%
de las personas sanas (12).

La presencia de Candida en las cavidades orales de pacientes con VIH/SIDA predice

el posterior desarrollo de candidiasis oral (12). Cuando hay factores predisponentes locales
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o generales, Candida puede causar infecciones orales agudas o cronicas. Clinicamente, las
lesiones orales se clasifican, eritematosa (atréfica) hiperplasica y queilitis angular (11, 12).
La diferencia en la prevalencia de especies en pacientes con VIH/SIDA esta relacionada con
la ubicacion geografica. En algunos paises, C. parapsilosis es la segunda especie mas comun,
mientras que en otros paises, C. glabrata es la segunda mas frecuente después de C. albicans
(11).

Es de suma importancia tomar en cuenta la resistencia a antifiungicos y como también
cambia entre las especies de Candida. En 2005, Sanchez-Vargas (13) para dilucidar el estado
de acarreadores orales de Candida y los patrones de susceptibilidad antimicética en México,
investigaron mediante un estudio prospectivo de 3 afios, una poblacion de 111 adultos
infectados con VIH / SIDA y 201 personas no infectadas por VIH en el Hospital General de
México, en el Hospital Infantil de México Federico Gomez, y las Clinicas de Odontologia en
la Facultad de Odontologia (UNAM). Sanchez et. al., reportaron que la mayoria de los casos
de candidiasis oral eran causados por C. albicans (63.7% de los aislamientos); asi mismo,
mostraron que el 18.7% de los aislamientos fueron resistentes por lo menos a un antifungico
azol (ketoconazol e itraconazol fueron los menos activos). Se destaco también que la mayoria
de los aislamientos resistentes fueron C. glabrata de pacientes sin infeccion por VIH y C.

albicans de pacientes infectados con VIH/SIDA (13).

3.1. Tratamiento de Candidiasis

Asi resulta claro que el control de la carga viral y la supresion de enfermedades
oportunistas, son puntos clave para el desarrollo de nuevas terapias para el tratamiento de
VIH-1. Consecuentemente, se espera que durante el desarrollo de estas nuevas terapias, se
contemple un estado de salud integral para estos pacientes, donde los farmacos
antirretrovirales y antifingicos, se administren de manera simultdnea en pacientes con una
severa inmunosupresion, con el inminente enfrentamiento a cepas resistentes, y con el alto

resto de padecer los efectos secundarios de dichos farmacos.
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Entre las alternativas que han aportado nuevas entidades quimicas anti VIH se
encuentran los productos naturales, donde un vasto nimero de metabolitos provenientes de

plantas han demostrado poseer propiedades anti VIH (14, 15).

4. PRODUCTOS NATURALES COMO CANDIDATOS TERAPEUTICOS EN VIH Y ANTI
CANDIDIALES

Desde el inicio de la historia humana, las plantas medicinales han estado presentes en
todas las culturas (16). De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud cualquier planta
que contenga una sustancia que pueda usarse con fines terapéuticos o que sea precursora de
un nuevo farmaco quimico semisintético se denomina plantas medicinales (17).

En este sentido, las plantas medicinales continian desempefando un papel muy
significativo como fuente de moléculas que conducen a un proceso de descubrimiento y
desarrollo de farmacos (16, 18) atin con los avances en el campo de la sintesis quimica de las
drogas y los antibidticos (17). Dichas moléculas se les llama productos naturales o
fitocompuestos y son parte del metabolismo de la planta. Estimaciones internacionales
apuntan que solo aproximadamente el 15% de las especies de plantas que existen en el

mundo, han sido estudiadas respecto de sus propiedades farmacologicas hasta hoy (19, 20).

4.1. Metabolismo Secundario

La suma de todos los procesos bioquimicos que tienen lugar en un organismo se llama
metabolismo (16). De forma clasica, el metabolismo de las plantas se ha dividido como
primario y secundario. Empero, hay que tomar en cuenta que tanto los metabolitos primarios
como secundarios, comparten rutas de biosintesis e intermediarios metabolicos (21). Los
metabolitos primarios se encuentran universalmente en todas las plantas y tienen funciones
que son necesarias para que las plantas sobrevivan. Las funciones que desempeiian los
metabolitos secundarios son diversas, cominmente se relacionan como mecanismos de
defensa, adaptacion al entorno y regulacion de las rutas metabolicas primarias (16, 17). En

contraste con los metabolitos primarios, la ausencia de los secundarios no resulta en la muerte
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inmediata. Sin embargo puede significar la incapacidad de realizar interacciones ecologicas
para su sobrevivencia y/o éxito reproductivo (22).

Los metabolitos secundarios, para su estudio se pueden clasificar de acuerdo a la ruta
biosintética que los originan, distinguiéndose en fenoles, terpenos y compuestos nitrogenados
(23). Los productos naturales proporcionan alrededor del 50% de las drogas modernas (24)
(18) y practicamente todos los metabolitos secundarios conocidos tiene algin tipo de
actividad, e. g. actividad antibacteriana, antioxidante o anticancerigena, antiviral,
antifiingica, antinoceptiva, entre otras. Por lo tanto, tratamientos para enfermedades como el
SIDA y varias enfermedades mortales en la poblacion humana también se puede encontrar

en las plantas (16).

4.2. Familia Malpighiaceae

La familia Malpighiaceae pertenece a las Angiospermas o también denominadas plantas
con flor, que presentan diversos habitos o formas de vida, son plantas lefiosas y la mayoria
son lianas. Malpighiaceae se encuentra conformada aproximadamente por 75 géneros y 1300
especies de distribucion en el continente americano. México es considerado como centro de
origen y diversificacion de dicha familia (25) debido al nimero de especies presentes
registradas en territorio nacional hasta el ultimo reporte, que es 23 géneros y 150 especies
(26).

Las especies de la familia Malpighiaceae muestran una discreta importancia econdmica.
Algunas de ellas se han utilizado como ornamentales, mientras que otras debido a sus frutos
carnosos y comestibles son consumidas desde México hasta Brasil, como el caso de especies
pertenecientes a los géneros Byrsonima, Bunchosia y Malpighia (27). Entre ellos, destaca
Malpighia emarginata, conocida popularmente como “acerola”, cuyo contenido en los jugos
de los frutos en diferentes estadios de madurez ha adquirido relevancia en la ultima década
debido a su funcién como auxiliar en la reduccion del estrés oxidativo generalizado, asi como
su efecto en el decremento de ciertas condiciones genotoxicas y obesogénicas debido a su
alto contenido de vitamina C y rutina (28).

Otras especies de Malpighiaceae son conocidas por las propiedades exhibidas sobre el

Sistema Nervioso Central, como el caso de Banisteriopsis caapi, especie reconocida por su
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contenido de alcaloides, incluyendo N,N-DiMetilTriptamina (DMT), TetraHidroHarmina
(THH), harmalina, y harmina. Debido a ello, esta especie es considerada como un potente
alucindégeno y un ingrediente de la bebida sagrada y psicoactiva conocida como
“Ayahuasca”, utilizada ampliamente en Sudamérica. Reportes recientes han dado a conocer
los potenciales beneficios que esta especie pudiera presentar en el tratamiento del Parkinson,
no obstante, hasta el momento, la evidencia disponible no resulta concluyente en términos de
efectividad y eficacia en este padecimiento (29).

La especie Galphimia glauca, conocida popularmente en México como “calderona
amarilla” o “estrellita” es utilizada tradicionalmente para “calmar los nervios” (30). De esta
especie se han aislado e identificado los compuestos denominados galphiminas A-F (nor-
seco-fridelanos), que han presentado propiedades ansioliticas en modelos in vivo (31).
Derivado de estos estudios, se elabord un fitofarmaco a base del extracto metandlico de
Galphimia glauca y estandarizado en su contenido de galphimina B, ya que este compuesto
mostrd el desempeiio mas alto en los ensayos conductales previos, respecto del resto de las
galphiminas. Dicho fitofarmaco se evalu6 en un estudio clinico doble-ciego aleatorizado que
comparo su eficacia, tolerabilidad y seguridad terapéutica con un medicamento ampliamente
conocido, lorazepam, en pacientes con ansiedad generalizada. Como resultado, se observo
que el efecto del fitofarmaco es similar al del lorazepam, con la ventaja de ser efectivo desde
la primera semana y sin los efectos colaterales del mismo (32). Asi mismo, se investigo sobre
los posibles efectos de toxicidad y genotoxicidad de los extractos estandarizados de
Galphimia glauca, por lo que se evaluaron los extractos acuoso, etanélico y metandlico, sin
encontrar evidencia alguna de efectos hepatotdxicos ni mutegénicos (33).

Byrsonima crassifolia es otra especie perteneciente a la familia Malpighiaceae y de
amplia distribucion en México, Centro y Suramérica. Se conoce popularmente como
“nanche” y se ha reportado su uso en medicina tradicional en México desde tiempos
prehispanicos para tratar malestares gastrointestinales, inflamaciones ginecologicas, asi
como para calmar los nervios (34, 35). Nuestro equipo de trabajo en report6 en el afio 2011,
los efectos antidepresivos del extracto metanolico de Byrsonima crassifolia en modelos
conductuales in vivo a una dosis de 500 mg/kg, sin afectar el sistema locomotor. Los
compuestos activos de dicho extracto fueron identificados y cuantificados como quercetina

3-O-xilésido (12 mg/kg), rutina (4.4 mg/kg), quercetina (1.4 mg/kg) y hesperidina (0.7
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mg/kg), constituyendo asi el primer reporte de dichos flavonoides para la especie. Asi mismo,
se determind que el extracto era seguro en su administracion via oral a 2000 mg/kg (31).
Adicionalmente, numerosas especies del género Byrsonima han sido estudiadas respecto de
sus propiedades espasmogénicas, analgésicas, antihiperglucemiantes, antidiarreicas,
antihemorragicas, antioxidantes y antiinflammatorias. Asi mismo, algunos reportes se han
enfocado en sus propiedades contra bacterias Gram-positivas y Gram-negativas,
mycobacterias, protozoarios y hongos, de acuerdo con los usos tradicionales reportados (36).

Sin embargo, la informacién acerca de los posibles principios activos es aun escasa.

4.2.1 Género Heteropterys spp.

Heteropterys spp. es considerado como el género mas grande de la familia
Malpighiaceae con aproximadamente de 150 especies (37). Este género también ha sido
estudiado respecto de sus propiedades neurofarmacologicas en especies presentes en México
y Brasil, principalmente. De esta forma, el extracto de la especie brasilefia Heteropterys
aphrodisiaca mejoro el aprendizaje y los déficits de memoria en ratas ancianas en el ensayo
de evitacidon pasiva y laberinto en forma de T, respectivamente. En el extracto de dicha
especie se detectd la presencia de glicosidos, polifenoles, taninos, alcaloides, saponinas y
derivados de antracenos como componentes mayoritarios (38). Heteropterys aphrodisiaca
también mostré una potente actividad antioxidante in vitro e indujo un aumento en las
actividades de superoxido dismutasa en ratas ancianas (39). En el caso de Heteropterys
glabra, el extracto de etanol indujo una reduccion en la actividad motora, asi como
alteraciones en los parametros EEG (electroencefalograma) (40). La especie endémica de
México, Heteropterys cotinifolia exhibio un efecto antidepresivo dependiente de la dosis en
la prueba de nado forzado en ratones en un intervalo de dosis de 31 a 310 mg/kg, sin
afectacion sobre la actividad locomotora. Los compuestos mayoritarios fueron identificados
como acido clorogénico y rutina (41).

Otras especies de Heteropterys han mostrado propiedades contra diversos microorganismos,
tal es el caso de Heteropterys byrsonimifolia cuyo extracto proveniente de las hojas, exhibid
actividad antifungica contra el hongo Aspergillus ochraceus, un hongo que afecta los granos

de café, y por lo tanto con alto valor comercial. Del extracto activo se aislaron e identificaron
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4 flavonoides, de los cuales la rutina presentd un efecto antifungico potente (concentracion
minima inhibitoria: MIC = 32.5 pg/mL), mientras que el resto de los flavonoides,
guaijaverina, quercetina 3-O-a-L-rhamnopiranosido y quercetina 3-O-robinobiosido, no
mostraron actividad antifingica (42). De la especie Heteropterys tomentosa, se aislo de las
raices el compuesto nitro-alifaitico 2, 3, 4, 6-tetra-O-(3-nitropropanoil)-O--D-
glucopiranosido fue evaluado como antimicrobiano, antifungico y antiviral. Respecto de las
propiedades antimicrobianas, se probd contra Bacillus subtilis and Staphylococcus aureus,
donde los MIC fueron de 250 y 500 ug/mL, respectivamente. Las propiedades antifungicas
se evaluaron sobre diferentes cepas de Candida: C. albicans, C. parapsilosis, C. krusei y C.
tropicalis donde la concentracion minima fungicida (MCF) fue de 250 pg pg/mL para cada
cepa de Candida (43). En cuanto a las propiedades antivirales, fueron evaluadas contra
Poliovirus tipo 1 (PV-1) y herpes bovino tipo 1 (BHV-1), donde los valores calculados fueron
ICs0 = 22.01 pg/mL (indice de selectividad = 2.83) y 21.10 pg/mL (indice de selectividad =
2.95), respectivamente (44).

4.2.1.1. Heteropterys brachiata

Es de particular interés la especie Heteropterys brachiata (ver figura 3), que en
México se conoce popularmente como 'Bejuco de Margarita', 'tsak tsaah' (Huasteco) o
'wayium aak' (Maya) ya que se ha utilizado en la medicina tradicional principalmente para
el tratamiento de trastornos nerviosos utilizando una coccidn de la planta durante 4 a 5 dias
(45). Nuestro equipo de trabajo realizo un estudio de las actividades neurofarmacologicas del
extracto metandlico de las partes aéreas de H. brachiata (Hb MeOH) a dosis de 500, 750,
1000 y 1500 mg/Kg en ratones ICR. No hubo muertes durante los 14 dias de observacion
después de la I. P. aguda, cuyo tratamiento fue 2000 mg/kg de Hb MeOH en la prueba de
natacion forzada (FST). Hb MeOH produjo un efecto antidepresivo significativo en FST a
dosis de 500 y 750 mg/kg, mientras que dosis de 500 a 1500 mg/kg exhibieron una clara
actividad ansiolitica dependiente de la dosis en laberinto elevado mas (EPM). A 500 mg/kg
mostré una actividad anticonvulsiva significativa en convulsion inducidad por
pentilentetrazol (PTZt) y una ausencia de efecto sedante de la prueba de potenciacion de
pentobarbital (PTBt) (46). Los principales compuestos de Hb MeOH fueron el acido

clorogénico y el éster metilico del 4cido clorogénico, como asi como compuestos de tipo
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terpeno menos abundantes. Por la relevancia de los conocimientos generados en ese estudio,
los resultados fueron protegidos por patente (47). Otros grupos de investigaciéon han
reportado que dichos compuestos quimicos purificados han exhibido propiedades
antirretrovirales sobre las enzimas replicativas del VIH, donde el acido clorogénico mostro
actividad inhibitoria sobre la IN de VIH-1 (48), mientras que el metil éster del acido
clorogénico inhibié PR de VIH con una ICs0< 40 ng/ml (49). Es importante destacar en este
punto, que las propiedades anti TR de VIH-1 del extracto metanolico de H. brachiata siguen

sin conocerse.

Por todas estas razones, en la presente contribucion se estudiaron los metabolitos,
productos naturales potencialmente utiles en la terapia anti VIH y anti-candidal, obtenidos a
partir de Heteropterys brachiata. La investigacion resulta de sumo interés al representar una
potencial alternativa integral en los tratamientos anti-candidal y para VIH, sin causar efectos
secundarios. Adicionalmente, otro de los aspectos a resaltar en la evaluacion del extracto
metanodlico de Heteropterys brachiata que contiene acido clorogénico y el metil éster del
acido clorogénico, es la posible ventaja econdémica que representaria el obtener un
medicamento cuyos posibles compuestos activos no se requiere sean purificados para ejercer
su efecto. Como es ampliamente conocido en la literatura cientifica especializada
internacional, los extractos de plantas presentan efectos mas pronunciados que los
compuestos puros aislados del propio extracto; esto probablemente debido a las acciones

multiples o mezclas complejas de metabolitos que dan lugar a interacciones sinérgicas (50).
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Fig. 3. Heteropterys brachiata, especie perteneciente a la familia Malpighiaceae. En

A, se puede observar la planta en la zona de colecta, Quilamula, Huatla, Morelos. En B, se
observa el detalle de las florecitas color rosa claro. En C, se muestra el habito de vida de H.

brachiata, el cual es tipo liana o bejuco, conformada por tallos creciendo en forma de

enredadera.
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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Dado que en el extracto de Heteropterys brachiata se ha detectado la presencia de los
metabolitos acido clorogénico y su metil éster, el presente proyecto propone la evaluacion de
las propiedades anti TR de VIH-1 y anti-candidal del extracto de Heteropterys brachiata.
Esta especie se muestra como un candidato atractivo para ser considerado en un futuro como
un potencial agente utilizable en los tratamientos anti VIH/SIDA, con un efecto integral que
involucra aspectos antiretrovirales y antifungicos. Por lo que se genera la siguiente pregunta

(el extracto de Heteropterys brachiata tiene actividad anti TR de VIH-1 y anti-candidal?

I1l.  HIPOTESIS

El extracto metanolico de Heteropterys brachiata presentara efecto inhibitorio sobre

la enzima TR VIH-1 y sobre Candida albicans.

IV. JUSTIFICACION

A pesar de los esfuerzos por el control y prevencion de nuevos casos de infeccion por
VIH, la prevalencia de pacientes VIH/SIDA no ha mostrado una disminucion evidente. Las
infecciones oportunistas relacionadas a SIDA son la principal causa de morbilidad y
mortalidad asociada a infeccion por VIH a nivel mundial siendo las infecciones micéticas
orales una de las mas prevalentes. De esta manera, los farmacos anti retrovirales y
antifungicos disponibles en el mercado, tienen que administrarse de manera simultanea a
pacientes con severa inmunosupresion, con la posibilidad de enfrentar cepas resistentes y con
el riesgo de padecer los efectos secundarios de dichos farmacos. Por ello, contar con un
medicamento que presente doble efecto farmacoldgico, anti TR de VIH-1 y anti-candidal,
representaria una mejor opcion terapéutica que indudablemente mejorard la adherencia,
disminuira el costo de los tratamientos, y eventualmente disminuird la morbi-mortalidad

asociada a infeccion por VIH. Los extractos vegetales parecen ser buenos candidatos para
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cubrir este objetivo. Por las razones anteriormente mencionadas, la presente propuesta
contempla el estudio de productos de Heteropterys brachiata que posean efectos biologicos
duales que sean potencialmente utiles en la terapia de VIH/SIDA, a partir de un recurso

natural nacional.

V. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto del extracto metanolico de la especie Heteropterys brachiata sobre
la TR de VIH-1 y Candida albicans asociados a VIH/SIDA, asi como posibles grupos de

compuestos quimicos presentes en el extracto activo.

1. OBJETIVOS PARTICULARES

-Evaluar el efecto inhibitorio del extracto metandlico de Heteropterys brachiata sobre
la cepa de Candida albicans

-Calcular la concentracion minima inhibitoria (MICso) del extracto metanolico de
Heteropterys brachiata sobre la cepa de Candida albicans

-Evaluar el efecto inhibitorio del extracto metandlico de Heteropterys brachiata sobre
la enzima TR de VIH-1

-Realizar un analisis quimico cualitativo del extracto de Heteropterys brachiata
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VI. METODOLOGIA

1. OBTENCION DEL EXTRACTO METANOLICO DE HETEROPTERYS BRACHIATA

1.1. Preparacion del Material Vegetal

Se colecto la planta Heteropterys brachiata en la localidad de Quilamula, Huatla,
Morelos el dia 4 de octubre de 2018. La determinacion de la especie fue realizada por la Biol.
Esther Leon. Asi mismo, se ingresd un ejemplar de respaldo de H. brachiata al Herbario
Nacional de México, Instituto de Biologia, UNAM (MEXU), con numero de folio
IBUNAM:MEXU:1284338 (51).

Para comenzar con la preparacion del extracto, las partes aéreas colectadas (tallos,
hojas y frutos) se secaron a temperatura ambiente y oscuridad durante 15 dias. Una vez secas,
se continud con la molienda del material vegetal con un molino mecanico. Dicho material
vegetal molido, se decer6 con n-hexano por un periodo de 24 hrs. Después, se realizé la
extraccion sucesiva (3x) durante toda la noche con metanol al 100%. El volumen de

extraccion fue de 7.5 litros de disolvente por cada kilo de material vegetal.

El extracto obtenido, se filtr6 para retirar el material vegetal y el liquido se llevé a
sequedad mediante el alto vacio, con el uso de un rotaevaporador marca Rotavapor® BUCHI

R-100 (ver diagrama 1).
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Heteropterys brachiata
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Diagrama 1. Se presenta el esquema general que se siguiod para la obtencion del extracto

metandlico H. brachiata.
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2. EVALUACION DEL EXTRACTO METANOLICO DE HETEROPTERYS BRACHIATA
EN ENSAYOS BIOLOGICOS PARA DETERMINAR SUS POSIBLES PROPIEDADES
ANTIRETROVIRALES Y ANTIFUNGICAS

2.1. Evaluacion de la Inhibicion de TR VIH-1 del Extracto Metandlico de Heteropterys

brachiata

Se efectud la evaluacion de la inhibicion de TR VIH-1 del extracto metandlico de
Heteropterys brachiata (Hb MeOH). Para determinar el efecto de las diferentes
concentraciones del extracto sobre la enzima transcriptasa reversa (TR), se realizé un ensayo

colorimétrico no radiactivo utilizando el kit Lenti RT® Activity Assay (Cavidi Tech) (52).

Las concentraciones que se probaron fueron de 1%, 0.1% y 0.01% de Hb MeOH. Las
distintas concentraciones se disolvieron en DMSO y fueron probadas por triplicado. Se
utilizd Nevirapine (Viramune®), como control positivo por ser un firmaco comercial

inhibidor de TR.

A continuacion, se describe el protocolo del Kit Lenti RT (Cavidi Tech) para

determinar la actividad inhibitoria sobre TR VIH-1.

2.1.1 Elementos del kit

2 placas de Poli A (96 pozos cada una)

1 frasco con amortiguador de dilucion (B)

2 frascos con componentes de reaccion de la TR (C1)

1 frasco con amortiguador de reconstitucion (C2)

1 frasco con estdndar TRr-VIH (D)

1 frasco con amortiguador de lavado concentrado (E)

2 frascos con anticuerpo acoplado a fosfatasa alcalina (O)

1 frasco con tabletas del sustrato de la fosfatasa alcalina (P1)

1 frasco con amortiguador del sustrato de la fosfatasa alcalina (P2)

4 tapas de plastico adhesivo
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2 tapas de plastico duro

2.1.2 Procedimiento

En el diagrama 2, se puede visualizar la estrategia general del ensayo.

a) Preparacion del amortiguador de dilucion
e Adicionar 30 ml del frasco B en un vaso de precipitados y adicionar 30 ml de agua
destilada (solucion 1)
b) Dilucién de sustancias
Las concentraciones que se evaluaron fueron 1%, 0.1% y 0.01% :
e Adicionar 135 pl de la solucion 1 en cada pozo de las dos placas de preparacion de
las muestras (placas de 96 pozos)
e Adicionar 15 pl de la sustancia por analizar en el pozo Al
e Adicionar 15 pul de la segunda sustancia por analizar en el pozo A2 y asi continuar
con las demas sustancias hasta completar A12
e Transferir 15 pl desde los pozos A1-A12 a los correspondientes pozos de la fila B
e Transferir 15 pl desde los pozos B1-B12 a los correspondientes pozos de la fila C y
asi hasta continuar la fila G
e Esto se realiza en ambas placas
e La fila H se usa para controles
c) Preparacion de la mezcla de reaccion
e Adicionar 2 ml de amortiguador de reconstitucion (C2) al frasco que contienen los
componentes de reaccion de la TR (Cl). Regresar 200 pl al frasco C2 (mezcla
CI1+C2).
d) Preparacion de las placas de Poli A con las muestras
e Tomar las 2 placas de Poli A y adicionar 100 pl de la mezcla de reaccién (mezcla
C1+C2) a cada pozo.
e Transferir 50 pl de cada pozo de las placas de preparacion de muestras a las placas

de Poli A en el pozo correspondiente.
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e Cubrir las placas con la tapa de plastico adhesivo e incubar a 33°C durante 30 min.
e) Dilucion del estandar TRr-VIH (D)
e Adicionar 1.5 ml de la solucién 1 al frasco que contiene el liofilizado del estandar
TRr-VIH (D). Mezclar vigorosamente.
e Enun vaso de precipitados adicionar 12 ml de la solucion 1 y verter 1 ml de la TRr-
VIH (D) resuspendida. Mezclar vigorosamente (solucion 2)
f) Inicio de la reaccion de la TR
e Tomar las placas de Poli A de la incubadora y adicionar 50 ul de la solucion 2 en
todos los pozos excepto H12
e Adicionar 50 pl del amortiguador de dilucion en los pozos H8-H12
e Sellar las placas con las tapas de plastico adhesivo e incubar a 33°C durante 3 h
g) Preparacion de la solucion de lavado
e Adicionar 30 ml de Triton X-100 en un litro de agua destilada (o la cantidad necesaria
para que se disuelva) y agitar por 10 min.
e Adicionar 10 ml del lavado concentrado (E) a un contenedor de 4 1.
e Adicionar el Triton X-100 disuelto al contenedor y ajustar el volumen a 4 1 con agua
destilada. Mezclar vigorosamente.
h) Fin de la reaccion de la TR
e Tomar las placas de Poli A de la incubadora y lavarlas 4 veces con la solucion de
lavado de Triton X-100. Eliminar el exceso de agua colocandolas cara abajo sobre
papel absorbente.
1) Reconstitucion del anticuerpo conjugado a la fosfatasa alcalina (AP)
e Tomar los 2 frascos que contienen el anticuerpo (O) y adicionar 12 ml de una solucion
1% v/v de Tritén X-100 a cada una. Mezclar vigorosamente de 10 a 15 minutos.
e Tomar las placas recién lavadas y adicionar 100 pl del anticuerpo resuspendido a cada
pozo en ambas placas.
e Cubrirlas con tapa de plastico adhesivo e incubarlas a 33°C durante 90 minutos con

agitacion constante.
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j) Preparacion del sustrato de la AP
e Adicionar las tabletas de AP (P1) al amortiguador (P2). Agitar ocasionalmente.
Mantener en oscuridad y a temperatura ambiente. Dejar reposar por un tiempo
minimo de 20 minutos.
k) Eliminar el exceso de anticuerpo conjugado la AP
e Tomar las placas de Poli A de la incubadora y lavarlas con la solucion de lavado de
Triton X-100 (aproximadamente 20 veces). Eliminar el exceso de agua colocandolas
cara abajo sobre el papel absorbente.
1) Inicio de la reaccion de la AP
e Adicionar 200 pl del sustrato de la AP a cada uno de los pozos de ambas placas de
Poli A.
e Cubrir las placas con las tapas de plastico duro e incubar a temperatura ambiente.
Mantener en oscuridad y agitacion constante.
m) Lectura de las placas
e Leer la absorbancia de ambas placas con un lector, utilizando un filtro de 405 nm,
después de 15 min de reaccion. Repetir la lectura en intervalos de tiempo hasta que
la lectura de los pozos H1-H7 den valores de aproximadamente el 75% del valor
maximo de actividad.

n) Procesar datos
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Kit Lenti RT (Cavidi Tech)
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Preparacion de
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Diagrama 2. El kit Lenti RT® Activity Assay (Cavidi Tech), consta de una placa de poli A
con un templado de RNA viral anclado en el fondo de cada pozo. Se agregaron la mezcla de reaccion,
amortiguadores y las diferentes concentraciones del extracto. Después se afiadid la enzima TR, la cual
sintetizO DNA en aquellos pozos donde no se inhibi6 la actividad enzimatica. Luego se colocéd un
anticuerpo conjugado a una fosfatasa alcalina (AP), cuya actividad colorimétrica es proporcional a la
actividad de la TR. El resultado se reportd en porcentaje de inhibicion de TR. El resultado se reporto
en porcentaje de inhibicion de TR. Como control se utiliz6 Nevirapina (Viramune®) un farmaco

comercial inhibidor de TR.
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2.2. Evaluacion del Efecto del Extracto Metandlico de Heteropterys brachiata sobre

Cepas de Candida albicans

Se llevo a cabo la evaluacion del efecto del extracto metanolico de H. brachiata sobre
Candida albicans. Se sigui6 el Protocolo de pruebas estandarizadas para el estudio de la
sensibilidad a los antifungico del Comité Norteamericano de Estdndares en Laboratorios
Clinicos (NCCLS) (53). El ensayo fue el M 27-A3, método de microdilucion para levaduras
que contempla el uso de la cepa Candida albicans ATCC® 90028.

2.2.1 Preparacion de las soluciones madre y sus respectivas diluciones

Se prepararon las soluciones madre a partir del extracto metanolico de H. brachiata
(Hb MeOH), los estandares rutina, acido clorogénico y quercitina, respectivamente. El
fluconazol (FCA) (Flucoxan®) sirvid6 como método de referencia, asi como para la
interpretacion de sus puntos de corte. Las soluciones madre se prepararon 100 veces por
arriba de la concentracion final mas alta a probar.

El Hb MeOH Yy los estandares, se disolvieron en DMSO. La solucion madre del Hb
MeOH quedo en 1 gr/mL, los estandares quedaron a 50 mg/mL de rutina, 1.75 mg/mL tanto
en acido clorgénico como en quercitina. El FCA se disolvi6 con agua inyectable (PiSA) y la
solucion madre quedo6 en 1 mg/mL.

La serie de concentraciones menores se trabajaron a partir de cada solucién madre,
disminuyendo la concentracion a la mitad, respectivamente. Cada serie utilizd6 como
diluyente DMSO o agua inyectable, segiin fuera el caso y se colocaron en tubos de 15 mL.
Por ejemplo, para Hb MeOH inicié en 1 g/ml, y se diluyd con DMSO para obtener las
siguientes concentraciones menores: 500 mg/ml, 250 mg/ml, 125 mg/ml, 62.5 mg/ml, 31.2
mg/ml, 15.7 mg/ml, 7.8 mg/ml, 3.9 mg/ml, 1.9 mg/ml.

Seguidamente, se realizo una segunda serie de diluciones (1/50) tomando 100 pL de
cada concentracion menor y se transfirieron a un tubo que contenia 4.9 mL de medio Roswell
Park Memorial Institute (RPMI) 1640 (Gibco®), se agitaron vigorosamente con la ayuda de
un vortex (Vortex-Genie 2 Scientific Industries SI™). Los tubos se reservaron hasta el

llenado de las placas de microtitulacion.
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2.2.2. Preparacion del indculo

Para activar la cepa de Candida albicans ATCC® 90028, se incub6 a 25°C por 24
horas en placas de agar sabouraud dextrosa con cloranfenicol (SDC) (CRITERION ™,
HardyDiagnostics) y luego se tomaron 5 colonias > 1 mm de las placas cultivo para colocarlas
en tubos con caldo nutritivo de extracto de levadura-peptona-dextrosa (YDP). Los tubos se
agitaron durante 30 segundos, para después incubar a 37°C durante 48horas.

Después de la incubacion los tubos se centrifugaron a 500 rpm por 10 minutos para
obtener un pellet celular. Los tubos se decantaron para retirar el caldo nutritivo y se les
agregaron 5 mL de amortiguador fosfato salino (PBS) al 0.01 M. Se resuspendi6 el boton
celular por agitacion durante 1 minuto. Este lavado del indculo se repitio 3 veces. La
presencia de células fungicas se verific6 mediante la observacidon al microscopio Optico
(Leica DM500, objetivo 40x).

Luego, se tomo una alicuota de 30 pL para ajustar el indéculo a una densidad oOptica
de 1-5x10° UFC/mL, y se colocaron en un tubo nuevo con 700 uL de PBS para tener un
volumen total de 1 mL, se mezclo6 bien. Después, de este ultimo se tomaron 630 uL de indculo
y se agregaron a 62.370 mL de RPMLI. El indculo se reservo para el llenado de las placas de

microtitulacion con los tratamientos respectivos.

2.2.3 Llenado de placas de microtitulacion

A partir de las segundas de diluciones, para cada concentracion por cada tratamiento
(Hb MeOH, estandares y FCA), se colocaron alicuotas en placas de microtitulacion. Para
ello, se vacio el contenido de cada tubo a una cubeta para multicanal, respectivamente. Con
ayuda de una micropipeta multicanal (8 canales) se tomaron de 100 uL y se llenaron los
pocillos de la columna numero 2 (2A-2H) y asi sucesivamente para todos los tubos. Las
placas se rellenaron con 100 pL del in6culo, dando un total de 200 pL en cada pocillo. Con
excepcion de la fila A (1A-12A), donde no se colocd indculo, ya que esta fila contenia 100
nL del tratamiento correspondiente y 100 uL de RPMI. La columna ntimero 1 y 12 sirvieron

como controles negativo y positivo de forma respectiva. La nimero 1 contenia 200 pL de
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medio RPMI y la nimero 12 con 100 pLL de RPMI con 100 pL de indculo. Las placas se

incubaron a 37° C durante 24 h
2.2.4. Lectura de las placas de microtitulacion

La lectura de las placas se hizo con un lector de placas microtiter a una longitud de
405 nm y se capturd con el SKANTI, SOFTWARE 3.1 Research Editor for Multiskan FC
(Thermo Scientific). La inhibicién se muestra como porcentaje de inhibicion. En el siguiente

diagrama se muestra la estrategia general.

—_—

Ensayo M27-
A CLSI

s

o

Preparacion de Preparacion de

las soluciones la suspension
madre de levaduras
— _/ - _/
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concentracion
es menores |

) Preparacion del inocul
Preparacion de eparacién del indculo

segundas Verificacion:
diluciones observacion al
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) )
placas
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longitud de

/

Diagrama 3. Estrategia general de la evaluacion del efecto del extracto metanolico de H.

brachiata sobre Candida albicans. Ensayo fue el M 27-A3, NCCLS.
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2.3. Analisis Quimico del Extracto Metanolico de Heteropterys brachiata

Se realizo el analisis quimico cualitativo del extracto metanolico de H. brachiata (Hb
MeOH), donde se busco la presencia los principales metabolitos secundarios que se pueden

encontrar en una planta: saponinas, alcaloides, flavonoides y taninos (54, 55, (56).

A continuacion, se describe la metodologia (ver diagrama 4),

2.3.1 Alcaloides

A 0.5 g del extracto Hb MeOH se le agregaron 5Sml de una solucion de HCI al 1%, se
mezclaron y calentaron a bafio Maria por 10 minutos. La mezcla se filtro y luego se le
agregaron 10 gotas del reactivo de Dragendorff. La presencia de alcaloides se considero

positiva si se observaba un precipitado rojo ladrillo.

2.3.2 Flavonoides

Se agregaron 2 ml de NaOH al 1%, a 2 ml del extracto Hb MeOH, La presencia de

flavonoides se considero positiva si aparecia color amarillo

2.3.3. Saponinas

A 2 mL del Hb MeOH, se adicionaron 2 mL de agua destilada y se agitaron
vigorosamente. Se dejo reposar por 2 minutos, la prueba se consider6 positiva si se observaba

la formacion de una espuma persistente y estable.

2.3.4. Taninos
Se disolvieron 0.2 g del extracto Hb MeOH en una minima cantidad de agua
destilada. Después se filtro y se agregaron de 2-3 gotas de una solucién de cloruro férrico

(FeCl3) al 10%. La prueba se considero positiva si aparecia una coloracion verde-negra o

azul-negra en la solucion.
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Diagrama 4. Presentacion general del analisis quimico cualitativo del extracto metanodlico

de H. brachiata.
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VIl. RESULTADOS

1. OBTENCION DEL EXTRACTO METANOLICO DE HETEROPTERYS BRACHIATA

1.1. Preparacién del Material Vegetal

El peso del material vegetal seco y molido, fue de 2 200 kg, del cual se obtuvo el
extracto metandlico de Heteropterys brachiata (Hb MeOH), a partir del cual, se realizaron

el resto de los experimentos (ver figura 4).

Fig. 4. Extracto Metanolico de Heteropterys brachiata, al finalizar la sequedad mediante el

alto vacio.
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2. EVALUACION DEL EXTRACTO METANOLICO DE HETEROPTERYS BRACHIATA
EN ENSAYOS BIOLOGICOS PARA DETERMINAR SUS POSIBLES PROPIEDADES
ANTIRETROVIRALES Y ANTIFUNGICAS

2.1. Evaluacion de la Inhibicion de TR VIH-1 del Extracto Metandlico de Heteropterys

brachiata

Con base a la estandarizacion del kit Lenti RT® Activity Assay (Cavidi Tech), se
obtuvieron los resultados de la evaluacion de la inhibicion de TR VIH-1 del extracto
metanolico de H. brachiata.

De acuerdo al kit, la actividad colorimétrica de la fosfatasa alcalina es proporcional a
la actividad de la TR, por lo que el resultado se reportd en porcentaje de inhibicion de la
enzima. Las concentraciones que se ocuparon del extracto fueron: 1%, 0.1%, 0.01% (Tabla
1) y se us6 como control se utilizé Nevirapina (Viramune®) un farmaco comercial inhibidor

de TR.

Concentracion del extracto MeOH Porcentaje de Inhibicion (%)
1% 38.8+1.5
0.1% 25.8+0.6
0.01% 12.5£1.0

Tabla 1. Resultados de la inhibicion de la Transcriptasa Reversa de VIH-1 del extracto

metanodlico de H. brachiata (+ S.D., n= 9, Nevirapina: 88.5%+0.9)
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2.2. Evaluacion del Efecto del Extracto Metandlico de Heteropterys brachiata Sobre

Cepas de Candida albicans

Se obtuvieron los porcentajes de inhibicion del extracto metandlico de H. brachiata

sobre cepas de Candida albicans.

En la tabla 2 se muestra el porcentaje de inhibicion de Candida albicans a diferentes
concentraciones del extracto metandlico de H. brachiata. Tomando en cuenta al NCCLS, que
indica que si el porcentaje de inhibicion es mayor al 50% se considera que es sensible el
extracto metandlico de H. brachiata mostrd sensibilidad. Donde la concentracion de mayor
inhibicion, 98%, se presentd a una concentracion de 10 mg/ml y la minima sensible, 61%,

fue a una concentracion de 25 mg/ml.

10 5 2.5 1.25 625 312 157 78 39 19
[Hb MeOH]
mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml

% Inhibicion | 98 % 62 % 61 % 15 % 22% 30% | -18% | 21% | -19% | 17%

Tabla 2. Porcentajes de inhibicion del extracto metandlico de H. brachiata sobre cepas de
Candida albicans. En la fila superior, se muestra la concentracién del extracto metanolico de H.
brachiata (Hb MeOH) y en la fila inferior se muestra la inhibicion de C. albicans, expresada como

porcentaje de inhibicion (% Inhibicion).
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En las tablas 3 y 4 se muestra el porcentaje de inhibicién de C. albicans a diferentes
concentraciones de los estandares acido clorogénico, quercitina y rutina. A diferencia de del

extracto MeOH que mostré sensibilidad, en los estandares no se alcanzo6 el mismo resultado.

Estandares 17.5 8.75 4.375 2.188 1.09 0.545 0.273 0.137 69 34.06
pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml ng/ml | ng/ml

Acido 15% -11% 12 % 4% -11% -10% 2% -23% -5% 5%
clorogénico
Quercitina 9% 13 % 29 % 35% 17 % 23 % 24 % 8% 15 % 10 %

Tabla 3. Se muestra en la fila superior la concentracion de los estandares y en las filas
inferiores se muestra la inhibicion de C. albicans, expresada como porcentaje de inhibicion (%

Inhibicion).

Estandares 0.5 0.25 0.125 62.5 31.25 15.75 7.81 3.91 1.96 0.977
mg/ml | mg/ml mg/ml pg/ml pg/ml pg/ml ng/ml pg/ml pg/ml png/ml

Rutina -4 % 61 % 35% 25% 22% 20 % 30 % 35% 31 % 19 %

Tabla 4. Se muestra en la fila superior la concentracion del estandar y en la fila inferior se

muestra la inhibicioén de C. albicans, expresada como porcentaje de inhibicion (% Inhibicion).
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2.3. Analisis Quimico del Extracto Metanolico de Heteropterys brachiata

Se llevo a cabo el anélisis quimico cualitativo del extracto metanélico de H.
brachiata, donde se observo un resultado positivo para la deteccion de los siguientes

grupos de metabolitos secundarios: alcaloides, saponinas y taninos (ver tabla 5).

Grupo Resultado Observaciones Fotografia
guimico
Alcaloides + Se observa color

rojo ladrillo

Flavonoides - Color verde a café
oscuro
Saponinas + Mucha espuma
estable
Taninos + Color negro verde

Tabla 5. Resultados del Analisis Quimico Cualitativo del extracto metandlico de H. brachiata
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VIIl. DISCUSION

El presente estudio evalu6 las propiedades anti candidiales y anti TR VIH-1 del extracto
metandlico de la especie vegetal Heteropterys brachiata (Malpighiaceae) (Hb MeOH), asi
como un estudio quimico cualitativo para la identificacion de los principales grupos de

metabolitos secundarios en plantas, tales como alcaloides, saponinas, flavonoides y taninos.

Respecto del analisis quimico cualitativo para la deteccion de alcaloides en el extracto Hb
MeOH, la presencia de este grupo quimico se encuentra en coincidencia con reportes ya
existentes en la literatura cientifica internacional para otras especies pertenecientes al mismo
género Heteropterys spp. Tal es el caso de H. aphrodisiaca (57). Por lo tanto y hasta donde
llega nuestro conocimiento, el presente estudio constituye entonces el primer reporte de la

presencia de alcaloides en la especie objeto de estudio, H. brachiata.

Los alcaloides son un grupo de metabolitos secundarios que poseen nitrégeno en su estructura
quimica y de los cuales se reconocen hoy dia cerca de 20 diferentes clases de alcaloides, tales
como pirrolinas, quinolizidinas, tropanos, piridinas, entre otros. La presencia de los
alcaloides en las plantas se relaciona con funciones de defensa contra depredadores,
especialmente vertebrados, insectos y artropodos, debido principalmente a su sabor amargo;
asi mismo, los alcaloides se consideran como reguladores de crecimiento de las plantas,
puesto que sus estructuras quimicas son muy similares a importantes reguladores de
crecimiento; también los alcaloides son considerados como reservorios de nitrogeno, debido
a que en su estructura quimica poseen nitrogeno como distintivo de otros muchos metabolitos
secundarios (58). Adicionalmente, los alcaloides son ampliamente reconocidos en el campo
farmacoldgico debido principalmente a sus variadas y marcadas propiedades sobre Sistema
Nervioso Central. A estas propiedades, se suman una amplia gama de propiedades
farmacologicas diversas como por ejemplo, propiedades antitumorales, anti-asma,
analgésicas, gastroprotectoras y anti VIH (59, 60). No obstante, son pocas las referencias de
los posibles efectos anti candidiales de los alcaloides. Zielinska et al reportaron en 2019 la
potente actividad antifingica observada sobre Candida albicans cuando se evaluaron los
alcaloides extraidos de Chelidonium majus (Papaveraceae) (61). Los alcaloides helerithrina

y chelidonina, asi como los extractos de brotes cultivados in vitro fueron capaces de inhibir
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el 100% de unidades formadoras de colonias de Candida albicans (31.25, 62.5, and 500
mg/L, respectivamente). En este mismo estudio se observaron variaciones en los efectos
inhibitorios sobre Candida albicans provocados por los alcaloides en su forma pura, respecto
de mezclas de los mismos, por lo que la valoracion estudio de estas propiedades antifingicas
provocadas por alcaloides, aun permanece bajo estudio. En otro reporte, el alcaloide
denominado solacongestidina exhibi6 una potente actividad antifungica (MIC= 0.8 pg/ml)
sobre Candida albicans, mientras que los alcaloides solafloridina y verazina mostraron
efectos antiftingicos sobre C. albicans (3.1 y 6.2 ug/ml, respectivamente). Adicionalmente,
el alcaloide solacongestidina, prolongo el tiempo de supervivencia de los ratones infectados
con C. albicans (62).

De esta manera, solo con observar este par de estudios, los alcaloides resultan un grupo
interesante de metabolitos secundarios que han exhibido propiedades anti candidiales. En el
presente trabajo, los efectos anticandidales observados quizas pudiesen estar relacionados
con la presencia de alcaloides en el extracto Hb MeOH, sin embargo, mas estudios son

necesarios para la obtencion de informacidon mas precisa.

Concerniente a las saponinas, la presencia de este grupo de compuestos quimicos fue
detectada en el presente trabajo en el extracto Hb MeOH y de acuerdo con la literatura
internacional, también en otras especies del mismo género como H. tomentosa (63) y H.
aphrodisiaca (57). Por lo tanto y hasta donde llega nuestro conocimiento, el presente estudio
constituye entonces el primer reporte de la presencia de saponinas en la especie objeto de

estudio, H. brachiata.

Las saponinas son un vasto grupo de glucésidos ampliamente distribuido en las plantas
superiores. Una de las caracteristicas mas distintivas de las saponinas como grupo, son sus
propiedades tensoactivas que les permiten disolverse en agua con facilidad para formar
espuma al agitarse, por lo que han sido utilizadas como detergentes domésticos durante
siglos. Esta propiedad, también les ha conferido la base de su nombre: saponinas, que viene
del Latin “sap0” y que significa jabon (64). Las saponinas también se utilizan con mucha
frecuencia en la industria farmacéutica debido a que algunas saponinas constituyen el punto
de partida para la semisintesis de farmacos esteroides. Un amplio nimero de saponinas son

también empleadas en la industria cosmética, y debido a sus amplias y reconocidas
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propiedades farmacoldgicas se utilizan en fitoterapia y son consideradas como la base activa
de una amplia gama de plantas y/o productos medicinales (65). Particularmente, se considera
que las saponinas son los compuestos clave en muchos productos medicinales orientales,
como el caso del ginseng (66). Dentro de sus amplias propiedades farmacologicas exhibidas,
un gran numero de saponinas han mostrado efecto anticandidial. Solo por mencionar un par
de ejemplos, citamos especies vegetales que si bien, no pertenecen al género objeto de
estudio, Heteropterys, si pertenecen a la misma familia botanica: Malpighiaceae. En primer
término, un conjunto de especies pertenecientes al género Byrsonima (B. intermedia, B.
fagifolia, B. basiloba) que mostraron valores de MIC en un intervalo entre 6 y 9 mg/mL sobre
Candida albicans (67), y en segundo término, la especie Banisteriopsis anisandra, cuyo
extracto etanodlico promovid una reduccion significativa del crecimiento (215 mg/mL) de

Candida albicans, muy similar a la mostrada por el ketoconazol, utilizado como control (68).

De esta manera, los estudios citados arriba, constituyen un antecedente para continuar
estudiando a las saponinas como grupo quimico en el extracto Hb MeOH vy asi poder
establecer si dichas saponinas se encuentran relacionadas con los efectos anticandidales

observados en el presente estudio.

Para el caso de los taninos, la presencia de este grupo quimico fue detectada en el extracto
Hb MeOH. Asi mismo, reportes ya existentes en la literatura, revelan la presencia de taninos
en otras especies del mismo género, como el caso de H. tomentosa (63) y H. aphrodisiaca
(57). De esta forma y hasta donde llega nuestro conocimiento, el presente estudio constituye
entonces el primer reporte de la presencia de taninos en la especie objeto de estudio, H.

brachiata.

Los taninos son un grupo de metabolitos secundarios ampliamente sintetizados y distribuidos
en un vasto nimero de especies vegetales. Entre sus funciones mas importantes se encuentra
su papel como reguladores del crecimiento en plantas, asi como proteccion contra
depredadores, debido a su carécter astringente que resulta poco agradable al paladar. A pesar
de que a lo largo de la historia el concepto de tanino se ha modificado, hoy dia se consideran
como compuestos fenolicos, no nitrogenados, solubles en agua y no en alcohol ni disolventes

organicos donde se contemplan a los taninos condensados, taninos hidrolizables
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(proanthocianidinas) (69). Originalmente, los taninos fueron utilizados en la industria de
pieles en los procesos de curtido, pero en la actualidad, sus usos se han diversificado y
ampliado, de tal manera que son de gran interés en la industria farmacéutica, cosmética y
alimenticia (70). Un amplio nimero de manuscritos acerca de taninos o de extractos y/o
fracciones de plantas que han sido evaluados respecto de sus actividades anti candidiales,
han sido reportados. Para propdsitos de la presente discusion, mencionaremos solo algunos
de ellos, donde las especies de plantas estudiadas pertenecen a la misma familia botanica,
Malpighiaceae. El extracto etanolico de Banisteriopsis laevifolia mostro actividad anti-
candidial en un intervalo de 31-63 pug/mL en distintas cepas de Candida: C. krusei y C.
parapsilosis (71). Mientras que al igual que mencionamos con anterioridad para el caso de
las saponinas, las especies del género Byrsonima (B. intermedia, B. fagifolia, B. basiloba)
(67), asi como Banisteriopsis anisandra (68) poseen propiedades anticandidales en la cepa
Candida albicans. Asi, el presente trabajo ademas de posiblemente constituir el primer
reporte de la actividad anti-candidial de la especie Heteropterys brachiata respecto de su
contenido de taninos, alienta a continuar el estudio de la especie para precisar la

responsabilidad de los taninos en dichas propiedades anti-candidiales observadas.

Con relacion a las propiedades anti TR VIH-1 observadas por el extracto Hb MeOH y bajo
nuestro conocimiento, el presente trabajo constituye el primer reporte no solo de la especie,
sino también del género Heteropterys spp. Otras especies pertenecientes a la familia
Malpighiaceae que han mostrado propiedades anti TR VIH-1, son por ejemplo, Tetrapteris
macrocarpa (ICso= 6-8 pg/ml) (49). Con referencia a los porcentajes de inhibicion mostrados
sobre TR VIH-1 del extracto Hb MeOH, éstos pueden considerarse de accion moderada
(=50%), de acuerdo con lo observado en otros extractos de plantas (72). Aun asi, al igual que
en el caso del presente estudio, no se pudo relacionar dicho efecto antiviral con algun
metabolito en especifico, por lo que estudios futuros son necesarios. Sin embargo, en la
literatura existen una amplia cantidad de articulos que muestran que metabolitos
pertenecientes a los grupos quimicos de alcaloides (73), saponinas (74) y taninos (75) ya han
sido identificados como inhibidores de TR VIH-1, aun asi y como referimos con anterioridad,
estos ejemplos citados son de extractos de otras plantas distintas al objeto del presente

estudio.
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Por otro lado, cabe destacar que ya se han reportado estudios en un nimero muy limitado de
pacientes con SIDA (76, 77), apoyando el concepto de que algunos extractos de plantas o
compuestos puros aislados de los extractos, poseen efectos anti VIH nos sélo in vitro, sino
también in vivo. Por lo tanto, los extractos de plantas medicinales pueden considerarse como
una excelente fuente de moléculas anti VIH-1 de relevancia clinica (78), donde el presente

estudio pretende ser una contribucion a la suma de dichos esfuerzos.

La pandemia causada por la infeccion por VIH esta lejos de ser controlada y aun
menos erradicada, actualmente en el mundo existen aproximadamente 37 millones de sujetos
VIH+. Mientras no exista un mecanismo preventivo eficiente que disminuya la tasa de
contagio, el objetivo principal de salud de estos sujetos es el control de la replicacion viral
usando drogas antirretrovirales. De esa forma el objetivo es que la enfermedad causada por
la infeccion por VIH se comporte como una enfermedad crénica que, aunque incurable, sea
controlable. En consecuencia, en este momento hay aproximadamente, 37 millones de sujetos
que requieren tratamiento antirretroviral anti VIH (TAR-VIH). Los antirretrovirales
disponibles y su combinacion han dado lugar al denominado Tratamiento Antirretroviral
Altamente Activo (TAAA). El TAAA ha logrado prolongar de manera importante la vida de
los sujetos VIH+/SIDA, y en consecuencia mejorado sensiblemente su calidad de vida.
Desafortunadamente el TAR-VIH produce numerosos y diversos efectos adversos que van
desde leves hasta los que amenazan la vida. Ademas, su administracion de por vida se asocia
al desarrollo de resistencia del VIH a casi todos los antirretrovirales anti VIH. Ademas, un
problema muy importante es que la TARV-VIH no esta disponible para todos los pacientes.
Se estima solo un 46% del total de sujetos VIH+/SIDA tienen acceso a la terapia o se
encuentran bajo terapia antirretroviral (79). Por lo anterior se hace trascendente e imperativa
la constante y continua busqueda de drogas anti VIH seguras, eficientes y baratas y con
efectos significativos contra el VIH. Las plantas medicinales constituyen una alternativa
posible y probable. Estos nuevos compuestos pueden conducir a una nueva forma de TAR-

VIH (80).

El presente trabajo mostré que el extracto metanolico de H. brachiata (Hb MeOH) tiene
actividad moderada de inhibicion de la TR-VIH, de acuerdo con lo observado en otros

extractos de plantas (72). En nuestro conocimiento esta es la primera vez que se reporta esta
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actividad para el extracto Hb MeOH, no sélo de la especie H. brachiata, sino también del
género Heteropterys spp. Otras especies pertenecientes a la familia Malpighiaceae también
han mostrado propiedades anti TR-VIH, como Tetrapteris macrocarpa (IC50= 6-8 ug/ml)
(49). A pesar de que nuestros objetivos no contemplaron relacionar el efecto antiviral con
algiin metabolito en especifico, pudimos identificar grupos de metabolitos secundarios
alcaloides, saponinas, flavonoides y taninos. A estos compuestos fitoquimicos (alcaloides,
flavonoides, compuestos fendlicos, glucosidos, taninos y saponinas) se les ha adjudicado
actividad anti VIH y han sido extraidos de muy diferentes plantas e.g. Artemisia annua,
Garcinia edulis, Justicia gendarussa, Phyllanthus pulcher, Rhus chinensis, Smilax
corbularia, Terminalia paniculata, Tuberaria lignosa, Sutherlandia frutescens, Calendula
officinalis, y Sceletium tortuosum (81, 82).

Diferentes componentes, principalmente enzimaticos, del VIH han sido blanco de los
metabolitos de las plantas. G. edulis mostré actividad anti-proteasa VIH-1 a un valor IC50
de 11.3 pg/mL; C. officinalis inhibe la fusion de VIH a una concentracion de 500 pg/mL; los
polisacaridos presentes en la Hyssopus officinalis producen inhibicion en la replicacion viral,
al igual que los polifenoles extraidos de P. sidoides. El extracto de la pulpa de Momordica
balsamina perteneciente a la familia de las Cucurbitacae también es un potente inhibidor de
la replicacion viral (81). El kuwanon-L, aislado de Morus nigra, posee actividad anti-
integrasa comparable a la observada con TAR-VIH (80). Diferentes especies de la familia
Lamiaceae aparentemente presentan un efecto directo sobre las estructuras externas virales,
siendo este efecto dosis-dependiente, por lo que se ha propuesto como una potencial terapia
adjunta (80). De especial interés para el presente trabajo, se ha reportado efecto anti
transcriptasa reversa del VIH (TR-VIH) por metabolitos de plantas. Especies del género
Rheum (R. palmatum y R. officinale) inhiben la replicacion de VIH inhibiendo TR-VIH;
extractos metanolicos y de acetona de C. officinalis <10.3 pg/mL produce inhibicion de la
TR-VIH del >77.7% (81). Calanolides derivados de Calophyllum lanigerum tienen actividad
in vitro anti-TR-VIH; la patenteiflorina A, un glucésido aislado de J. gendarussa también
inhibe la TR-VIH en genotipos de VIH resistentes a nevirapina (80). El objetivo principal
del presente trabajo fue establecer el efecto anti VIH de compuestos presentes en el extracto
metanolico de H. brachiata. El posible efecto inhibitorio se estableci6 a través de un ensayo

colorimétrico no radiactivo (Lenti RT® Activity Assay; Cavidi Tech), el cual es una prueba
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estandarizada para medir viabilidad viral, y que utiliza como substrato la enzima transcriptasa
reversa — VIH. Nuestros resultados muestran que el extracto metanolico de H. brachiata tiene
actividad moderada de inhibiciéon de la TR-VIH. Sin embargo, esto no excluye que los
extractos puedan tener accidon sobre otros mecanismos enzimaticos o compuestos
estructurales del VIH. Para poder dilucidar esta interrogante, al igual que los mecanismos de
accion sobre la TR-VIH, es necesario disefiar protocolos de investigacion ex profeso para tal

fin.

Por otra parte, la candidiasis oral (CO) es la infeccion oportunista mas frecuente en
los sujetos VIH+/SIDA. Tan es asi que se le adjudicado un importante valor diagnodstico,
prondstico y como marcador de falla de terapia antiretroviral (83). Al menos el 80% de todos
los pacientes VIH+/SIDA presentan al menos un evento clinico de CO en su vida. Si
tomamos en cuenta que actualmente hay aproximadamente 37 millones de sujetos VIH+ en
el mundo, la cantidad de enfermos que padecen, padeceran o padecieron candidiasis oral es
enorme. Por lo anterior el contar con firmacos antiflingicos con eficacia anti-candidal
comprobada se vuelve primordial. Aunque existen diferentes tipos de antifingicos para el
tratamiento de CO en sujetos VIH/SIDA que muestran éxito terapéutico, la condicion de
inmunosupresion siempre estard favoreciendo reinfecciones o reactivaciones de cepas
residentes por lo que continuamente estdn sometidos a tratamiento anitmicdticos por largos
periodos de tiempo, practicamente durante toda su vida. Actualmente, el tratamiento
convencional de candidiasis oral es a base de azoles y polienos, donde el fluconazol,
ketoconazol dentro de los primeros, y la nistatina en los segundos son los farmacos de
eleccion. Los tratamientos por tiempo prolongado incrementan la prevalencia de cepas de C.
albicans resistentes a los medicamentos, asi como la presencia de cepas no-albicans de
Candida (que muestran mayor resistencia) e incrementan la colonizacion por especies con
resistencia intrinseca como C. glabrata, C. dubliniensis y C. auris (12, 84, 85). Aunque
muestra un efecto terapéutico bueno, el uso prolongado de fluconazol aumenta el riesgo de
que cepas de C. albicans desarrollen resistencia a este azol (86). Para el tratamiento de las
personas con CO refractario a fluconazol se propone la utilizacién de equinocandinas con
una alta tasa de éxito (87). Sin embargo, la aplicacién de equinocandinas es por via
intravenosa, lo que restringe su aplicacion. Por otra parte, la mayoria de los medicamentos

antifingicos son caros y por lo tanto pueden no ser asequibles para poblaciones VIH/SIDA
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residentes en paises en desarrollo (88). El aumento de cepas resistencias a los antimicoticos,
pone de manifiesto la necesidad de descubrir nuevos y mejores antimicoticos. Una alternativa
viable entonces es la fitofarmacia y los productos naturales, que podrian constituirse en
nuevas alternativas para el tratamiento de la candidiasis oral. En el presente trabajo se
demostro que cepas ATCC de C. albicans son sensibles al Hb MeOH a partir de una
concentracion de 2.5 mg/ml alcanzando un méximo de inhibicién en una concentracion de
10 mg/ml. Tomando como base las recomendaciones del NCCLS, que indica que si el
porcentaje de inhibicion es mayor al 50% se considera que es sensible, las cepas de C.
albicans probadas mostraron sensibilidad el extracto metandlico de H. brachiata. La mayor
inhibicion, 98% se present6d en una concentracion de 10 mg/ml y la minima sensible, 61%,

fue a una concentracion de 2.5 mg/ml (53).

Diversos extractos de plantas con actividad anti-candidal han sido reportados. Entre ellos se
han descrito a Cinnamomum zeylanicum (0.01 pg/ml), Eucalyptus (0.05 pg/ml), aceite de
limén (0.06 pg/ml), aceite de jengibre ((0.08 pg/ml), Menta (0.08 pg/ml), Cilantro (0.2
pg/ml), y Thymus villosus (0.64 ug/ml) (89) (85). Extractos de Mentha piperita, Tabebuia
avellanedae, Casearia sylvestris, Arctium lappa, Arrabidae chica, Rosmarinus officinalis,
Syzygium cumini y Punica granatum producen inhibicion de enzimas proteoliticas de cepas
de referencia de especies de C. albicans, C. dubliniensis, C. parapsilosis, C. tropicalis, C.
guilliermondii, C. utilis, C. krusei, C. lusitaniae, C. glabrata y C. rugosa (90, 91). Otras
plantas cuyos extractos han probado tener efecto anti-candidal son Achillea millefolium,
Mikania glomerata, Stachys byzantine, Tribulus terrestris (91, 92, 93), Zygophyllum fabago,
Vincetoxicum stocksii (94, 95). Extractos de Juglans regia, Eucalyptus globulus,
Pterospartum tridentatum, Rubus ulmifolius, Origanum vulgare, Lippia graveolens y aceite
esencial de Cinnamomum zeylanicum mostraron actividad anti C. albicans y anti C. glabrata
(96). La presencia de Eugenia uniflora reduce notoriamente la filamentacion en colonias de
C. albicans e induce cambios en la transicion de levadura a hifa (97, 98). Entre los principios
activos propuestos para justificar la actividad anti-candidal estan los taninos identificados en
A. chica, R. officinalis, S. cumini, y P. granatum (90), flavonoides (99) y terpenos (91),
polifenoles (96). Nosotros pudimos identificar en Hb MeOH alcaloides, saponinas,
flavonoides y taninos. Las saponinas han mostrado efecto anti-candidial en la familia

Malpighiaceae en el género Byrsonima (B. intermedia, B. fagifolia, B. basiloba) muestran
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MIC en un intervalo entre 6 y 9 mg/mL sobre C. albicans (67), y en segundo término, la
especie Banisteriopsis anisandra, cuyo extracto etanolico promovidé una reduccion
significativa del crecimiento (215 mg/mL) de C. albicans, muy similar a la mostrada por el
ketoconazol, utilizado como control (68). Taninos provenientes de Banisteriopsis laevifolia
mostraron actividad anti-candidial en un intervalo de 31-63 pg/mL 1 en cepas de C. krusei y
C. parapsilosis (71), mientras que las especies de Byrsonima (B. intermedia, B. fagifolia y
B. basiloba) (67), asi como Banisteriopsis anisandra (68) poseen propiedades anti-

candidales contra Candida albicans.

Nuestros resultados entonces muestran que el extracto metanolico de H. brachiata posee
actividad anti VIH-1 y anti-candidal. Este hecho cobra enorme relevancia debido a que la
candidiasis, especificamente candidiasis oral es la infeccién oportunista mas frecuente en la
poblacion VIH+/SIDA. La posibilidad de que un farmaco tuviera dos blancos biolégicos
diferentes empez6 a ser postulado a mediados de los afios 90’s del siglo pasado, cuando se
introdujeron los inhibidores de la proteasa del VIH-1 al tratamiento antirretroviral VIH-1. Ya
que los mecanismos de adhesion de Candida constituyen mecanismos trascendentales para
su patogenicidad y virulencia, estos mecanismos son mediados por las proteasas asparticas
secretorias (SAP’s) (100). De tal forma se sugirié que los inhibidores de proteasa del VIH-1
pudieran al mismo tiempo inhibir las proteasas candidales. Clinicamente en un principio hubo
una dramatica disminucién en los casos de candidiasis oral, especificamente la variedad
clinica pseudomembranosa, y se demostrd6 un 97% de susceptibilidad a saquinavir (un
inhibidor de proteasa) en cepas de Candida provenientes de sujetos VIH+ y 52% a Indinavir
(101). Sin embargo, la candidiasis oral no desaparecio por completo en pacientes bajo TAAA
atn cuando incluia un inhibidor de proteasa (102). La posibilidad bioldgica de que una droga
tuviera un efecto anti VIH asi como un efecto anti-candidal se establecid; y los factores de
virulencia, principalmente las proteasas asparticas secretadas, se constituyeron como
objetivos potenciales para el desarrollo de nuevos fairmacos anti-candidales estimulando la
busqueda de nuevos compuestos farmacologicos naturales con propiedades anti-SAPs (103).
Aunque determinar el blanco de accion del extracto metandlico de H. brachiata sobre las
cepas de Candida, rebasa los objetivos del presente trabajo, que habra que descartar o
confirmar una posible accién anti-SAP’s con proyectos de investigacion disefiados ex

profeso.
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La posibilidad de contar con una medicina, alopatica o alternativa, con doble funcion
terapéutica es un objetivo importantisimo y trascendental, mds para una enfermedad
caracterizada por el desarrollo de infecciones oportunistas. Nuestros resultados sugieren la
posibilidad de que el extracto metanolico de H. brachiata posea esta caracteristica ya que
mostro actividad anti-candidal y anti VIH. Existen antecedentes de que plantas medicinales
también son utilizadas para una doble terapettica. El reporte de Davids et. al. (104) muestra
que cuatro plantas medicinales, Agathosma apiculata, Aloe ferox, Bulbine alooides, Hypoxis
hemerocallidea y Lessertia frutescens son reconocidas por tener propiedades anti VIH y se

utilizan como tratamiento para la tuberculosis por médicos naturistas.

Entre las plantas mas frecuentemente reportados utilizadas en etnomedicina para el
tratamiento conjunto de VIH, tuberculosis, herpes zoster y de especial interés para el presente
proyecto, candidiasis, estan H. hemerocallidea, L. frutescens y Asparagus densiflorus (104).
Aunque evidentemente éstos son resultados empiricos y tendran que ser confirmados,

muestran la posibilidad de que un solo principio activo presente un doble efecto.

IX. CONCLUSION

El extracto metandlico de Heteropterys brachiata posee propiedades anti TR VIH-1
y propiedades anti-candidales, por lo que puede considerarse como un candidato futuro para
ser util en la terapia de SIDA debido a su doble efecto farmacologico que podria impactar en
el apego de los pacientes al tratamiento, asi como en la disminucién del costo de los
tratamientos y, eventualmente también en la disminucion de la mortalidad asociada a VIH, a
partir de un recurso natural nacional.
Los productos naturales pueden ser una alternativa eficaz para el tratamiento de diferentes
condiciones. El desarrollo tecnologico actual hace posible el acercamiento al entendimiento
de los principios activos de productos naturales con potencial terapéutico, posicionandose
entonces los productos naturales como una estrategia exitosa para el desarrollo de nuevos
farmacos. El descubrimiento y desarrollo de farmacos obtenidos de plantas es una
importantisima contribucion para resolver los desafios mundiales de salud y alcanzar los

objetivos de desarrollo sustentable en salud (105). Para una enfermedad como el VIH, donde
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existe una enorme demanda de drogas antiretrovirales los avances en fitofarmacia podrian

potencialmente contribuir a cerrar la brecha de oferta.

Se espera que a medida que la tecnologia de produccién y purificacion se vuelva mas
estandarizada y que mas candidatos de plantas progresen a lo largo del estudios preclinicos
y clinicos, las plantas se convertiran en una fuente de productos bioldgicos terapéuticos y
preventivos eficaces de uso rutinario. Las plantas presentan varias ventajas para su posible
produccion. A diferencia de los sistemas de células de mamiferos, las plantas no corren el
riesgo de contaminarse con patdogenos humanos, los sistemas de produccion de plantas se
escalan mas facilmente; y las plantas pueden cultivarse en grandes cantidades en parcelas
designadas o en invernaderos contenidos. El mantenimiento y cultivo de las plantas es simple
y mas barato en comparaciéon con los medios de crecimiento complejos de células de
mamiferos. Ademas, las plantas proporcionan una enorme biomasa en forma de tejido de
hoja verde o como numerosas semillas de ciertos cultivos. Este ultimo proporciona una

ventaja adicional de almacenamiento estable durante periodos de tiempo mas largos.

Por lo tanto, se deben llevar a cabo investigaciones futuras para verificar los efectos in vitro
e in vivo de extractos de plantas anti VIH y anti-candidales y confirmar la eficiencia y
seguridad de los compuestos propuestos especialmente en individuos infectados por el VIH
y otros pacientes inmunocomprometidos que corren el riesgo de desarrollar candidiasis oral.
Eventualmente ensayos clinicos deberan dar la conclusion final sobre la actividad antiviral y

anticandidal y su aplicacion en pacientes (79).
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pathogens of the oral cavity.

possesses secondary metabolites that have exhibited a variety of pharmacological effects with
promising results. This review has as objective to provide an overview of the extracts and active
constituents isolated from species belonging to the Malpighiaceae family, to emphasize their
activities against bacteria, fungi and viruses during recent years and their potential impact on the

Keywords: Malpighiaceae; bacteria; fungi; viruses; antimicrobial; oral microbiota.

1. INTRODUCTION

Nature remains an essential source of
compounds in healthcare, and particularly in the
case of plants. It has been calculated that only
approximately 15% of the plant species that exist
in the world today have been considered for the
study of their pharmacological properties [1,2].
Only in recent decades the mechanisms of action
of these natural products have been described,
encouraging continuing research in the
pharmacology of plants [3]. In addition to this, the
acceptance of persons on the use of plants as
medicine renders plants highly attractive from the
economic point of view, since data released by
the WHO revealed that between 70% and 95% of
individuals use traditional medicines for primary
care worldwide. Consequently, the global market
for traditional medicines has been estimated at
US$ 83 hillion annually, with an exponential rate
of increase [4]. In this regard, recent estimates
disclose that at least 25% of all modern
medicines are derived either directly or indirectly
from medicinal plants, and, in the case of certain
classes of pharmaceuticals, such as antitumoral
and antimicrobial medicines, this percentage
may be as high as 60% [4,5]. This information
results especially interesting when looking at the
ongoing explosion of  antibiotic-resistant
infections that continue to plague global health
care [6]. For these reasons, research on plants
with potential pharmacological properties, and
specifically those that possess antimicrobial
activities acquire current relevance in aspects of
human health within a global context.

On the other hand, one of the most interesting
environments for microbial growth, due to the
variety of ecologic niches and the diversity,
number of species, and complexity of microbiota,
such as fungi, bacteria and viruses is the human
oral cavity [7]. Solely for the case of bacteria,
some reports refer that over 750 species inhabit
the oral cavity, among which more than 50%
remain unidentified, and some of these are
implicated in a number of oral diseases [8,9].
Interestingly, in that the relationship between
humans and their oral microbiota begins more

intensely shortly after birth and lasts a lifetime
[8], this association results significant for oral and
global health in humans. For example,
considerable evidence suggests that poor oral
health is related with systemic diseases such as
rheumatoid arthritis, osteoporosis, cardiovascular
diseases, poor glycemic control in diabetics, and
preterm low birth weight. Even so, oral infections
are also recognized as a problem in patients with
some chronic conditions: human
immunodeficiency virus, cancer, and pneumonia
[10]. Thus, in this respect, it would appear
notorious that oral microbes are involved in a
number of oral diseases that impact global
human health, among dental caries, periodontal
disease, and candidiasis are the most common
[11]. In addition to this information and especially
in developing countries, it has been reported that
oro-dental treatments and medicaments are
usually expensive for general population; hence,
people have been preferred the use of medicinal
plants to treat oral afflictions [12]. Therefore, the
search for novel drugs against microbes and in
particular, for oral diseases, has been intensified
during recent years.

Although a variety of medicinal plants has
provided new and diverse chemical identities that
are potentially useful as drugs, some botanical
families remain unstudied. This is the case of the
Malpighiaceae family, a flowering plant family
which is widely represented in the New World
which approximately 75 genera and 1,300
species with tropical and subtropical distributions
[13]. However, this is mainly because the
Malpighiaceae family possesses a number of
conspicuous chemical constituents such as
alkaloids, anthocyanins, flavonoids, terpenoids,
and tannins that have exhibited a variety of
pharmacological effects with promising results
when tested as isolated or as part of an extract
[14]. Thus, this review has as its objective to
provide an overview of the extracts and active
constituents isolated from species belonging to
the Malpighiaceae family, emphasizing activities
against bacteria, fungi, and viruses during recent
years and their potential impact on microbes
from the oral cavity.
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1.1 Malpighiaceae Brief

Panorama

Family: A

At present, the greatest number of genera and
species of Malpighiaceae thrive in South
America, which is now considered its center of
origin and diversification [13]. In particular,
Mexico has been considered as relevant in the
diversification process of Malpighiaceae, due the
number of lineages that exist now in that country
[15]. Thus, today in Mexico, 23 genera and 150
species are registered [16].

Malpighiaceae comprise species of discrete
economic importance. A number of
Malpighiaceae species are ornamental, among
which Galphimia gracilis is probably the most
common and it is characterized by yellow
flowers. Due the pulpous and edible fruits of
species of Byrsonima, Bunchosia, and Malpighia
these are consumed from Mexico to Brazil [17].
Among these, Malpighia emarginata (popularly
known as “acerola”) has acquired relevance
during the last decade, due to that the content of
the juices of fruits from different stages of
maturity help to reduce oxidative stress and may
decrease  genotoxicity under obesogenic
conditions due the high levels of vitamin C and
rutin [18].

Other species of Malpighiaceae are known for
their properties exerted on the Central Nervous
System (CNS) because of the content of alkaloid
types, including: N,N-DiMethylTryptamine (DMT),
TetraHydroHarmine (THH), harmaline, and
harmine. This is the case of the species
Banisteriopsis caapi, which is a potent
hallucinogen and an ingredient of the popular
sacred and psychoactive beverage known as
Ayahuasca, which is widely used for prophecy,
divination, and as sacrament in South America.
Recently, reports indicate the potential benefit of
this species for treating Parkinson disease but, at
present, there is no conclusive evidence on the
effectiveness and efficacy in this disease [19,20].
Diverse species from the genus Heteropterys
also have been exerting properties on CNS. The
ethanolic extract of H. glabra possesses
anxiolytic/sedative properties [21], while H.
tomentosa demonstrated a positive effect on
memory in aged rats [22]. The methanolic extract
of H. brachiata showed antidepressant,
anxiolytic, and anticonvulsant properties; in this
extract, chlorogenic acid and its methyl ester
were the majority compounds [23]. The Mexican
endemic species H. cotinifolia  possess
antidepressant activities in which chlorogenic

acid and rutin are the main content of the extract
[24].

The genus Byrsonima is probably that most
extensively studied in the Malpighiaceae family,
due to its traditional uses and its number of
species (>100) [25]. Several properties have
been investigated for a number of Byrsonima
species, such as anti-inflammatory, antiulcer,
antioxidant, antihyperlipidemic, antihemorrhagic,
antidiarrheal, antihyperglycemic, analgesic, and
spasmogenic. Some investigations have been
focused on their properties against Gram-positive
and Gram-negative bacteria, mycobacteria,
protozoa, and fungi because of the traditional
uses reported [26]. However, information on their
possible chemically active compounds remains
scarce.

2. SEARCH STRATEGY

Electronic databases PubMed, Reference
Manager, Scopus, Web of Science and Google
Scholar were systematically reviewed for
publications that present data on Malpighiaceae
species that exert activities on bacteria, fungi,
and viruses. The structured question formulated
for this search was as follows: Which species of
plants belonging to the Malpighiaceae family
exhibit activity on bacteria, fungi, and viruses?.
Then, in accordance with the PICO [Patient
Problem, (or Population), Intervention,
Comparison (or Control), Outcome] strategy for
this search, we combined, by using Boolean
operators [27], the following keywords (Table 1):
“Problem/Population” (5), “Intervention” (6), and
“Outcome” (6). The previously mentioned
keywords made up the PICO framework, and
were the same for the string search in the
English and Spanish languages. The resulting
articles strictly fulfiled the search inclusion
criteria in order to be selected; otherwise, they
were excluded.

2.1 Exclusion and Inclusion Criteria

In the present search, the articles eligible for
inclusion were those that had in the content of
the title or in the abstract, a member of the
Malpighiaceae family and the antimicrobial
activity. For this purpose, as member of the
Malpighiaceae family, we included the names of
species and genera, and, in the case of
antimicrobial activity, bacteria, fungi, and viruses.
Other inclusion criteria were: (i) articles published
in the time frame from January 1990 to July 28,
2020; (ii) articles published in English and
Spanish, (iii) articles whose research strategy
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includes controlled studies. The exclusion criteria
were: (i) articles published outside the
established time frame, (ii) literature reviews, (iii)
and articles that did not include antimicrobial
activity of medical interest.

The initial screening of the title and the abstract
served to select articles for further reading and
analysis, in order to avoid misleading data.
Afterward, the articles that were included were
classified according to the respective
antimicrobial activity.

3. FINDINGS OF THE PICO SEARCH
FOR THE MALPIGHIACEAE FAMILY
AND ANTIMICROBIAL ACTIVITY

The initial search vyielded 57 articles, among
which 17 were eliminated due to being
duplicates. From the remaining 40 articles, 30
were excluded by criteria described later and
only 10 met the inclusive criteria. Fig. 1
presents a PRISMA flow chart to explain this
process.

Table 1. PICO strategy. The keywords of each column were combined by “AND” and separated
by “OR” for the search

Problem/Population Intervention Outcome
Bacteria Malpighiaceae Antibacterial
Fungi Secondary metabolism Antibiotic
Mycosis Metabolism Antimycotic
Virus Plant extract Antivirus
Infection Extract Fungicide
Effect Fungistactic

Science, Google Scholar)

Databases reviewed by PICO strategy
(PubMed, Reference Manager, Scopus, Web of

= S

2

Screening of titles and
abstracts

40 articles

10 articles met the inclusive
criteria

)

17 articles duplicated
and eliminated

30 articles excluded

by criteria

Fig. 1. PRISMA flow chart of exclusion / inclusion criteria. The search yields 17 duplicates from
cross results among the groups of bacteria, fungi, and viruses. 10 articles met the inclusive
criteria

142



Villanueva-Amador et al.; JPRI, 32(16): 139-152, 2020; Article no.JPRI.60198

Table 2. Summary of the articles included according with the criteria of search

Author

Inclusive criteria

Malpighiaceae species

Principal findings

Extract/compound

Bonacorsi et al.
2009 [28]

Antibacterial activity

Byrsonima crassa Nied.

B. crassa leaves extract possess
components against Helicobacter

pylori

Methanolic and chloroformic extracts

Santos et al. 2012
[29]

Antibacterial activity

Byrsonima intermedia A.
Juss

B. intermedia leaf extract presents
gastroprotective, ulcer-healing,
antibacterial, and antidiarrheal
activities

Methanolic extract contents gallic
acid, 3,4-di-O-galloylquinic acid,
methyl gallate, catechin, epicatechin,
1,3,5-tri-O-galloylquinic acid, 1,3,4,5-
tetra-O-galloylquinic acid, quercetin-3-
O-B-galactopyranoside, quercetin-3-
(2"-O-galloyl)-O-p-galactopyranoside,
quercetin-3-O-a-arabinopyranoside,
guercetin-3-O-(2"-O-galloyl)-a-
arabinopyranoside and amentoflavone

Olugbuyiro et al.
2010 [30]

Antibacterial activity

Flabellaria paniculata Cav.

F. paniculata exhibit wound

healing properties and antibacterial
in vivo activities on Staphylococcus
aureus and Pseudomonas
aeruginosa

Chloroform and aqueous fractions of
the methanolic extract

Motohashi et al.
2004 [31]

Antibacterial activity

Malpighia emarginata DC.

Fractions of acetone and hexane
extracts were highly cytotoxic
against tumor cell lines such as
human oral squamous cell
carcinoma (HSC-2) and human
submandibular gland carcinoma
(HSG). Concerning extracts and
fractions of hexane and ethyl
acetate, although they showed
some relatively higher anti-
bacterial activity on Gram-positive
Staphylococcus epidermidis ATCC
1228, they did not exhibit activity

Acetone, hexane and ethyl acetate
extracts and fractions
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Author Inclusive criteria Malpighiaceae species Principal findings Extract/compound

against Gram-negative

species Escherichia coli

and Pseudomonas aeruginosa,
Helicobacter pylori, two Candida
species, and HIV. However,
hexane fractions exerted higher
tumor-specific cytotoxicity and
showed higher multidrug
resistance (MDR) reversal activity,
in which the radical-mediated
oxidation is not involved in the
induction of tumor-specific
cytotoxic activity

Hussain et al. 2014  Antifungal activity Acridocarpus orientalis A. Flavonoids morin and morin-3-O-3- Morin and morin-3-O-3-D-

[32] Juss D-glucopyranoside were tested for  glucopyranoside
anticancer, allelopathic, antifungal
and antioxidant activities. In the
case of antifungal properties, both
flavonoids inhibited the growth of
Fusarium oxysporum while they
did not show inhibition against
Chaetomium globosum, Alternaria
alternate and Aspergillus niger.
Concerning anticancer activities,
only morin tested at the 100 ppm
concentration was able to reduce
cancer cell viability in HepG2,
HT29 and HCT116 cell lines. For
allelopathic properties, both
flavonoids showed significantly
activity on the growth of various
pathogenic fungi and phytotoxic
activity against lettuce seed at
higher concentrations. Finally, both
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Author Inclusive criteria

Malpighiaceae species

Principal findings

Extract/compound

flavonoids exhibited strong
antioxidant activities

Oliveira et al. 2018
[33]

Antifungal activity

Banisteriopsis argyrophylla
(A. Juss.) B. Gates

The ethyl acetate fractions exerted
antifungal activities against
Candida spp. (MIC) between 31.25
and 93.75 pg/ml, while the
compound (-)-catechin exhibited a
MIC of 2.83 pg/ml against Candida
glabrata. Different ethyl acetate
fractions showed inhibitory
activities on the growth of C.
albicans, C. glabrata, and C.
tropicalis between (5.86—-46.87
pg/ml). Although all samples were
tested for Vero cells, no significant
cytotoxic activities were found

Ethanolic extract, ethyl acetate fraction
and compounds (-)-catechin,
quercetin-3-O-b-D-Glc, quercetin-3-O-
b-D-Ga, quercetin-3-O-b-L-Ara,
quercetin-3-0O-b-D-Xy, quercetin-3-O-
a-L-Rha, kaempferol-3-O-a-L-Rha,
quercetin-3-0-(2”- galloyl)-a-L-Rha,
guercetin-3-O-(3"- galloyl)-a-L-Rha,
kaempferol-3-O-(2”- galloyl)-a-L-Rha

Barros et al. 2019
[34]

Antifungal activity

Malpighia emarginata DC.

The saline extract of Malpighia
emarginata with high concentration
of flavonoids and phenolic acids
exhibited antioxidant (through
DPPH, ATT, and FRAP assays)
and antifungal properties [Candida
albicans (URM 5901), C. krusei
(URM 6391), C. tropicalis (URM
6551), C. parapsilosis (URM
6951), and C. glabrata
(URM4246)]. Additionally, the
saline extract of Malpighia
emarginata was not cytotoxic
against mouse splenocytes (more
than 90%), inducing a high
proliferation index in these cells,
showing the safe use of M.
emarginata

Saline extract and compounds
rhinocerotinoic acid, quinic acid,
dimethoxycurcumin, protocatechuic
acid, tolypodiol, pauciflorol A, gentisic
acid, matricin, gallocatechin, 11a-
hidroxi-3,7-dioxo-5a-lanosta-8,24 (E)-
dien-26-oic acid, cicutoxin, salicylic
acid, 2,5 ihydroxybenzaldehyde,
apigenin-7-O- glucoside,
magnosalicin, apigenin-8-O-
glucoside, and isotriptophenolide
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Author Inclusive criteria Malpighiaceae species Principal findings Extract/compound
Melo et al. 2008 Antiviral activity Heteropterys Although the compound 2,3,4,6- 2,3,4,6-tetra-O-(3-nitropropanoyl)-O-a-
[35] aphrodisiaca O. Mach. tetra-O-(3-nitropropanoyl)-O-a-D- D-glucopyranoside

glucopyranoside exhibited some
discrete inhibition on poliovirus
type 1 (PV-1) and bovine herpes
virus type 1 (BHV-1), this activity
was not significant (>50 ug/ml)

Matsuse et al. 1998  Antiviral activity
(36]

Tetrapteris macrocarpa
Johnst.

A screening of 39 Panamanian
medicinal plants against HIV.
Extracts of 4 species showed
potent inhibition against HIV-RT,
among these, the methanolic
extract of Tetrapteris macrocarpa
(Malpighiaceae) (ICsq: 8 pug/ml),
while 7 species exhibited moderate
inhibition on HIV-PR. Additionally,
Jatropha curcas strongly inhibited
the HIV-induced cytopathic effects
with low cytotoxicity. Only the
compounds corilagin and quercetin
3-0-b-D-glucopyranoside,
magnesium lithospermate, calcium
rosmarinate, and magnesium
rosmarinate isolated from
Chamaesyce hyssopifolia
(Euphorbiaceae) exerted potent
inhibition on HIV-RT through non-
competitive mechanism with
respect to the substrate.

Aqueous or methanolic extract.
Compounds quercetin, quercetin 3-O-
a-L-arabinopyranoside, quercetin 3-O-
bD-xylopyranoside, quercetin 3-O-b-D-
glucopyranoside, quercetin 3-O-b-D-
galactopyranoside, apigenin 7-O-b-D-
glucopyranoside, kaempferol 3-O-b-D-
glucopyranoside, gallic acid, gallic acid
methyl ester, corilagin, and 1,3,4,6-
tetra-O-galloyl-b-glucopyranose,
magnesium lithospermate, calcium
rosmarinate and magnesium
rosmarinate.

Junior et al. 2005 Antibacterial and
[37] antifungal activity

Heteropterys
aphrodisiaca O. Mach.

The antibacterial [Staphylococcus
aureus (ATCC 25923), Escherichia
coli (ATCC 25922), Bacillus subtilis
(ATCC 6623), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 15442)], and

2,3,4,6-tetra-O-(3-nitropropanoyl)-O-f-
D-glucopyranoside
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Author Inclusive criteria Malpighiaceae species Principal findings Extract/compound

the antifungal [(Candida albicans,
C. parapsilosis, C. krusei, and C.
tropicalis) activities were evaluated
for the compound 2,3,4,6-tetra-O-
(3-nitropropanoyl)-O-B-D-
glucopyranoside]. The antifungal
activity was stronger than the
antibacterial activity, in which the
minimal fungicidal concentration
(MCF) was 250 pg/ml against all
Candida species
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The 30 articles were excluded due to the
following reasons: off-topic [not medical interest,
biotechnology, medical interest but not according
to the antimicrobial activity (18)], data omission
[mostly, the articles did not indicate the plant
species or the results were not shown (6)],
Malpighiaceae was not the subject of study (5),
and antimicrobial activity was not in the title nor
in the abstract (1).

The 10 articles that met the inclusive criteria are
displayed in Table 2 and are classified by
antimicrobial activity. In general the articles that
studied the antibacterial activity of Malpighiaceae
family constituted 50% of the articles included;
while antifungal studies constituted 40% of all
articles included. The most studied genus was
Candida spp.

4. DISCUSSION

The present contribution included the literature
available on the plant species belonging to the
Malpighiaceae family that possess active
constituents against bacteria, fungi, and viruses.
Antibacterial was the main activity found in the
literature reviewed, following by antifungal and
antiviral activities. Although a variety of crude
extracts, such as methanolic, agueous, ethanolic,
chloroformic, acetonic, hexanic, ethyl acetate,
and saline extracts had been prepared and
evaluated for antimicrobial activity, in these
reviewed papers, the fractions and compounds
isolated from these crude active extracts had
been identified predominantly as polyphenols,
particularly as flavonoids and phenolic acids
(Table 2). These findings are in agreement with
many other reports in the literature, since the
flavan-3-ols and flavonols have been widely
recognized as antibacterial, antifungal, and
antiviral agents [38]. However, from the literature
considered in the present review, the manuscript
that stands out due its representing the most
extensive  phytochemical study of the
Malpighiaceae family with antibacterial properties
(Table 2), is that concerning the species
Byrsonima intermedia with activity against
Helicobacter pylori, Escherichia coli, and
Staphylococcus  aureus, in  which the
antidiarrheal and anti-inflammatory  effects
observed were attributed to the presence of the

oligomeric proanthocyanidins and flavonoids
identified by the authors [29].
Regarding antiviral activity, a remarkable

manuscript for the present review, was that
which exhibited a wide phytochemical analysis

carried on the species Tetrapteris macrocarpa, in
which, in addition to flavonoids and phenolic
compounds, tannins were identified as a
conspicuous group that previously had revealed
inhibitory effects against HIV replicative enzymes
such as RT and PR [36].

For the case of antifungal activity, although
flavonoids and phenolic acids are the
compounds most detected in the Malpighiaceae
species cited by authors (Table 2), it results
interesting to point out the diversity of the
chemical groups detected in addition to
flavonoids and phenolic acids as follows:
terpenes, ketones, stilbenoids, and polyacetylene
hydrocarbons, probably related with the saline
extraction [34]. Likewise, the microorganism
tested with most frequency for this activity in the
literature reviewed in the present contribution
was Candida spp., due its relevance as a
pathogen, since Candida species are the most
frequently microorganisms recovered from
human fungal infection, especially in oral cavity
[39,40], and also because recent data has
demonstrated that infections caused by Candida
species have risen significantly worldwide
[41,42]. Oral candidiasis is the most common
oral infection. Two main clinical forms of oral
candidiasis have been described:
pseudomembranous and erythematous. In the
case of erythematous oral candidiasis, this
clinical form has been associated with the use of
acrylic dental prostheses (denture stomatitis).
Epidemiological studies report a prevalence of
prosthetic stomatitis among dental prosthetic
users of up to 70%. Denture stomatitis is a
common inflammatory  reaction  generally
associated with Candida species, particularly
Candida albicans [43]. Additionally, Candida
albicans possess high virulence, the ability to
adhere to acrylic (denture surfaces) and form
biofilms in the oral mucosa. This fact acquires
relevance due to the high prevalence of dental
prosthesis users throughout the world, and the
possibility of developing denture stomatitis. In
such case, it is essential to increase phyto-
pharmacological anti-candidal drugs, especially
due to the increase in Candida strains resistant
to antifungal agents conventionally used. In the
case of pseudomembranous oral candidiasis,
this clinical form is more frequent in children and
in immunodeficient subjects, such as patients
suffering chronic and degenerative diseases,
cancer, or HIV infection. In HIV+/AIDS patients
the presence of oral pseudomembranous
candidiasis has an important diagnostic and
prognostic value. Therefore, its control and
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treatment is important in HIV+/AIDS patients
[44].

Additionally, the emerging and increment of
candidemias in hospitals has become more
common, contributing mainly to the mortality of
immunocompromised patients, such as those
with AIDS, cancer, diabetes, chronic kidney
disease, and organ transplantation [33]. In
contrast to antibiotic-resistant infections, the
study and development of antifungal agents have
been discrete. This may be due to the
mechanism of antifungal resistance, especially in
the case of Candida spp., in which resistant
strains can display a mechanism of inherent or
acquired resistance. This may also be because
the complex mechanisms of initial colonization of
Candida spp. where adherence and biofilm
formation are crucial. However, these
mechanisms have not been fully understood
[41,45].

Even when extracts and compounds obtained
from Malpighiaceae species have exhibited
properties against bacteria, fungi, and viruses, as
we previously noted, the oral cavity represents
an interesting object-of-study, in that the
microorganisms that cause its diseases could be
opportunistic and resistant strains. In addition,
these could be because these infections are
ascending in number and severity of cases
worldwide, affecting the general health. For these
reasons, searching for novel chemical agents of
natural origin seems to be an alternative to
explore for future candidates-of-study. In this
regard, in the present review, one of the most
interesting findings is the recognition of the
compound 2,3,4,6-tetra-O- (3-nitropropanoyl)-O-
B-D-glucopyranoside as an antimicrobe isolated
from the Malpighiaceae family (Table 2),
because of the antibacterial and antifungal
activities against microbes that can cause
infection in the oral cavity, such as Candida
albicans, C. parapsilosis, C. krusei, C. tropicalis
and Staphylococcus aureus [37]. Additionally,
another aspect lies in that nitro aliphatic
glycoside compounds have been found at
present in some high plant families, such as
Leguminosae (Fabaceae) [46,47], Malpighiaceae
[48] and Corynocarpaceae [49], even more SO,
the nitro aliphatic compounds were proposed in
the past as chemotaxonomic markers of the
genus Heteropterys (Malpighiaceae) [37]. Thus,
further studies of nitro aliphatic glycoside
compounds obtained from Malpighiaceae
species appear to be attractive for providing
potential new pharmacological agents.

Therefore, taking together all the information
presented in the present contribution, and to the
best of our knowledge, the present study is the
first report on the Malpighiaceae family and its
pharmacological data for oral diseases. Thus,
the Malpighiaceae family could be considered a
potential source of secondary metabolites that
could provide new therapeutic agents for the
treatment of human oral infectious diseases. In
addition, the development of dosage forms such
as toothpaste, mouthwash and gel appears to
comprise a solid possibility because of the recent
available technologies that have been used for
certain other plant extracts [50].

On the other hand, the present review was
conducted following a PICO strategy based on
the comprehensiveness that this tool can
offer on comparison with others such as
SPIDER or PICOS, and also to the feasibility for
searching in a variety of databases [51].
Therefore, the present contribution is according
with the increasing amount of qualitative state-of-
the-art systematic reviews that also employ PICO
as an effective search strategy for biomedical
research studies [52]; but must of all, the present
review pretends to provide knowledge in the area
of natural chemical agents against
microorganisms, and especially those with
antibacterial, antifungal, and antiviral properties,
through an exhaustive search of the species of
the Malpighiaceae family, in which, these
chemicals may be considered as future
candidates of studies for pathogens of the oral
cavity.

5. CONCLUSION

To the best of our knowledge, the present study
is the first report of the Malpighiaceae family and
its pharmacological data for oral infectious
diseases. The Malpighiaceae family possesses
the potential to be considered as a source of
secondary metabolites  with  antibacterial,
antifungal, and antiviral properties that could be
useful for human oral infectious diseases,
maintaining a general good state of health and
avoiding complications in patients with chronic
diseases. The number of species belonging to
the Malpighiaceae that continue to remain
unstudied encourages further studies on the
development of therapeutic agents.
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