0 WCONAL AUTONOHA 77
AR 4

- — 43@ SN
M

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE

MEXICO
FACULTAD DE QUiMICA

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD INHIBITORIA DE
FRACCIONES CROMATOGRAFICAS SEPARADAS POR
HPLC DE Pelargonium sidoides SOBRE LA ENZIMA
NEURAMINIDASA DE Clostridium perfringens

TESINA
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE

QuiMmMico

PRESENTA:
SALVADOR ISAAC JURADO QUIROZ

ASESOR:
LUIS FERNADO OLGUIN CONTRERAS

CIUDAD UIVERSITARIA, Cd. Mx. 2022




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Jurado asignhado:

Presidente: Profesora: Castillo Blum Silvia Elena

Vocal: Profesor: Rodriguez Sotres Rogelio

Secretario:  Profesor: Olguin Contreras Luis Fernando

Suplente 1. Profesor: Diaz Flores Luis Alejandro

Suplente 2: Profesor: Morales Flores Félix

Sitio donde se desarrollo el tema;

Laboratorio 326, Biofisicoguimica, Facultad de Quimica, UNAM

Sustentante: Salvador Isaac Jurado Quiroz

Asesor: Luis Fernando Olguin Contreras




Agradecimientos

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT) por el financiamiento del
proyecto titulado: “Busqueda masiva de compuestos antibacterianos producidos por
microorganismos no cultivables utilizando una plataforma de microfluidica” (Clave:

284249), por medio del cual recibi una beca para la realizacion de este trabajo.

Al programa de Apoyo a la Investigacion y al Posgrado de la Facultad de Quimica

de la UNAM (Clave: PAIP 5000-9023) para la compra de materiales.

Al doctor Luis Olguin, por su tiempo, los consejos y el tiempo que dedico para
ayudarme a resolver los problemas que se presentaban y por todo el apoyo y

dedicacion para que lograra concluir este proyecto.

A mis padres y hermanos por el apoyo brindado y particularmente a mi madre por
la confianza que deposité en mi, por no dejar que me rindiera y por darme el valor

y fuerza necesarios para salir adelante en mis momentos mas dificiles.

A mis amigos: Xavier, Fernando, Josué, Mariela y Mario, por todos estos afios de
amistad, experiencias compartidas, consejos y por estar presentes en estos tiempos
tan dificiles que trajo la pandemia, por estar ahi para mi a pesar de sus propios

problemas, muchas gracias.



INDICE

L INEEOTUCCION e 8
A © oY1= (Ao I CT=T g 1= - | PSP 10
2.1. ODjJetivoS PartiCUIAIreS. .......uuuiiiiiiiiiiiiiiiie bbb nnnnnennene 10
T o 1110 ] =27 1 PP OO P PPPPPPPPPRN 11
N gL (=Tod=To [T oL (T PP PPPPPPPPPP 12
g O =l 4 1 o = VPSPPSR 12
N 1 1 LU L= o - U PSPPSR 12
4.3, NEUIAMINMIAASAS ...ttt 15
4.4, Neuraminidasa del virus de la influenza.............ccccouiiiiiiiiiiiiiiiiiieens 16
4.5. Neuraminidasas DaCterianas .........uuueiiieeiiieiiiicis e ee et e e e e e eeeeannes 17
4.6. Estructura de [as NeuraminidaSsas ..............uueuueuummummmmmmmnnniiiiiinnnnnneenerenn. 18
4.7. Mecanismo catalitico de las Nneuraminidasas..........ccccccuuruummmmmrimmnmmnnnnnen. 20
4.8. Métodos para evaluar de forma cuantitativa la actividad catalitica de las
NEUIAMINTAASAS ...eiieeieiiiie e e e e e et ettt e e e e e e e ettt aa e e e e e et e eateta e s e eeeaeeaesasaaseeaaeeeesaennaaaeaaees 21
4.9. Ensayos de inhibicion de las neuraminidasas e inhibidores conocidos ........ 23
4.10. Medicamentos empleados en el tratamiento contra lainfluenza................... 24
4.11. Compuestos de origen natural con actividad inhibidora de la neuraminidasa.
..................................................................................................................................... 26
4.12. Pelargonium SidOIAES .....coiiiiiiiiiice e e et e e e e aeaeees 28
4.13. Antecedentes directos en el grupo de investigacion.............ccccccveeeeeeeeeenieinn, 29
5. Procedimiento exXperimental ..........cccooriiiiiiii 32
5.1. Disolucién del extracto de Pelargonium Sidoides ..........ccccvvvieiieieiiiiiiiiiieeeeenn. 32
5.2. Separacion cromatografica del extracto de P. sidoides.......cccccooevviviiiiiieennnn... 32
5.3. Preparacion de disoluciones para ensayos enzimaticos monitoreados por
ESPECEIOTOTOMBIITA . .eeiiiiiie it as 33
5.4. Ajuste no lineal ala ecuacion de Michaelis-Menten ...........cccccvvvvvvviviiiiininnnnnnn. 34
5.5. Ensayos de inhibiCiOn @nNzZiMAtiCa..........uuuuuuuumiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeiiieeeeieeennennennennnne 35
L =T U1 =T o1 36
6.1. Ensayos por esSpectrofotOmMetria...........eeiieeeiiiiiiiiiiiiieee e 36
6.2. Ajuste no lineal para la determinacion de Km ¥ Vimax eeeeeeeeeeeemmmmmmmmmmmmmmmmmnnnnnnnnnn 40
6.3. Determinacion del cambio en la vo en funcién de la temperatura.................... 43
6.4. Ensayos enzimaticos empleando un inhibidor conocido de la enzima
YT L= a a1 Yo oV PSP 44
6.5. Separacion cromatogréafica del extracto crudo de P. sidoides ...........cccevvveee. 47



6.6. Pruebas de inhibicidn con fracciones separadas ..........ccccuevvveveveemreneenmnnnnnnnnnnns 49

0 O o o3 ¥ = o 1= S 55
ST R RSy o T=Toa (A7 T P 56
9. Referencias bibliografiCas. ......ccoeiii i 57

indice de figuras

Figura 1. Tasas medias de mortalidad asociadas a la influenza en adultos mayores de 75
afios por cada 100 000 habitantes. Tomado de (luliano et al., 2018).............ccovvvveeeennnn. 13

Figura 2. Estructura del virus de la influenza en la cual se observan las proteinas de
superficie. En rojo la neuraminidasa, en azul la hemaglutinina, en morado el conducto ibnico
M2 y en verde la ribonucleoproteina del virus. Tomado de
https://fespanol.cdc.gov/flu/about/viruses/types.htm ...........oooiiiiiiiiiiice e, 14

Figura 3. Esquema de las tres formas bésicas en que se manifiestan los &cidos sialicos.
Neu5Ac, acido N-acetilneuraminico; Neu5Gc, acido N-glucoliineuraminico; KDN, &cido
deaminoneuraminico. Tomado de (Chokhawala et al., 2007) .........cccceeeiiiieriiiiiiiiiieee e, 16

Figura 4. Esquema del proceso de infecciéon del virus de la influenza, mostrando la actividad
de las enzimas hemaglutinina y neuraminidasa. Modificado de (ScieceSourceimages,
1201 PSPPI 17

Figura 5. Plegamiento de proteinas del tipo propulsor beta (B-propeller). Tomado de
(McAuley et al., 2019). ....cooiiiii 18

Figura 6. Estructura de un monémero del virus de la influenza. Se pueden apreciar las seis
aspas o palas (blade en inglés) que constituyen al monémero. Tomado de (Q. Li et al.,
120 12 PSRRI 19

Figura 7. Esquema del mecanismo de accién de las sialidasas. Tomado de (Juge et al.,
12210 < ) RSP ERRRP 20

Figura 8. Estructuras de los medicamentos empleados contra la influenza. La estructura A
corresponde al oseltamivir; B corresponde a peramivir; C corresponde a laninamivir y D
Corresponde al ZaNAMIVIF. ........ooiiiiiiii 25

Figura 9. Estructuras de compuestos que presentan actividad inhibitoria frente a la
neuramindasa. 1 oseltamivir; 2 kaempferol; 3 quercitrina; 4 isoquercitrina; 5 hiperosido; 6
rutin y 7 glucésido luteolin-7-flavona. Tomado de (Rakers et al., 2014). ...........cceeeeeennn.. 27

Figura 10. Estructura de la umckalina. Tomado de Umckalin | Further Reference
SUBSLaNCES fOr HPLC ... 28

Figura 11. Disefio del microchip empleado para formar gotas de agua dispersas en una
fase continua de aceite. La purga del HPLC sirve para regular el flujo mayor proveniente
del cromatégrafo. Tomado de (OCh0@, 2016).........ccuuviiiiiiieeeiiiiiiiiiiiee e e 30



Figura 12. Cromatograma del extracto de raiz de P. sidoides a 320 nm en una columna C-
18. Fase movil H,O/MeOH 85:15 con un flujo de 0.1 mL mint. Tomado de (Ochoa et al.,
1210 ) TP PPRRTP 31

Figura 13. Reaccion de hidrolisis de la 4-MUNANA llevada a cabo por la enzima
neuraminidasa, teniendo como producto la 4-MU, molécula sobre la cual se realizé el
SEgUIMIENLO A€ 1a FEACCION. .......eiiiieieiiiiitiee ettt e e e e e e e e e e e e e e anes 36

Figura 14. Espectros de absorcion de la reaccion enzimatica. El primer barrido (linea roja)
corresponde al inicio de la reaccién, cuando practicamente no se tiene producto, mientras
que la linea negra corresponde al final del tiempo de andlisis (5 minutos) y no al final de la
reaccién. Condiciones: [HEPES] =30 MM, pH 7.4y T =25°C......cccoiiiiiiiiiiiiieeeeeceeiin, 37

Figura 15. Grafico del aumento de la absorbancia en funcién del tiempo para la reaccion
de hidrolisis de la 4-MUNANA medida a una longitud de onda de 360 nm durante un tiempo
de andlisis de 90 minutos. Condiciones: [HEPES] =30 mM, pH 7.4y T = 25°C. ............. 38

Figura 16. Datos obtenidos durante los primeros 5 minutos de la reaccion de hidrélisis de
la 4-MUNANA los cuales representan un avance de aproximadamente el 10% de la
reaccion. Condiciones: [HEPES] =30 MM, pH 7.4y T = 25°C...ccciiiiiiiiiiiiiieieeeeeeei 39

Figura 17. Curva de calibracién a pH 7.4 para la 4-MU medida a una longitud de onda de
360 nm. Cada punto representa la media de los valores experimentales mientras que las
barras de error son sus respectivas desviaciones estandar. Condiciones: [HEPES] = 30 mM,
0] A YA B P PEEPRRP 40

Figura 18. Ajuste no lineal siguiendo el modelo de Michaelis-Menten para la velocidad
inicial vo de la reaccion en funcién de la concentracion de sustrato (4-MUNANA) a un pH
de 7.4. Valores obtenidos de Vmax = 0.0129 pM/min y Ky = 54 pM. Las concentraciones
iniciales de sustrato fueron 16, 40, 80, 100, 160 y 400 uM. Condiciones: [HEPES] = 30 mM,
o] A YA B e P EERR 42

Figura 19. Ajuste no lineal de V, en funcién de la concentracién de sustrato. Valor obtenido
de Vmax = 0.00929 uM/min y Ky, = 137 uM. Las concentraciones iniciales de sustrato fueron
25, 50, 100, 200, 400, 500, 800 y 1000 puM. Condiciones: [MES] =32 mM, pH 65y T =
1225 R P EEERS 43

Figura 20. Aumento de la velocidad de la reaccién enzimatica en funcion de la temperatura.
Temperaturas usadas = 15, 20, 25, 30 y 35 °C. Los puntos corresponden a la media de los
valores obtenidos con sus respectivas desviaciones estandar representadas con las barras
de error. Condiciones: [HEPES] = 30 mM, pH 7.4y [4-MUNANA]o = 60 UM. .........c....... 44

Figura 21. Aumento de la concentracion de producto (4-MU) de la reaccion enzimatica
empleando diferentes concentraciones de Remazol para comparar la actividad inhibidora
sobre la enzima neuraminidasa. En orden descendiente: 0, 0.36, 0.1, 1.0, 3.6, 10, 36 puM.
Condiciones: [HEPES] = 30 mM, pH 7.4 y [4-MUNANA]o =60 UM......coovvvvvvrieiiiiiieeeeene, 45

Figura 22. Velocidad inicial en funcién del logaritmo de la concentraciéon de Remazol para
la determinacion de la ICso de este inhibidor. Los puntos graficados corresponden a la media
de los valores obtenidos, las barras de error corresponden a sus respectivas desviaciones
estandar. Condiciones: [HEPES] = 30 mM, pH 7.4 y [4-MUNANA]o =60 UM................... 46



Figura 23. Diferencia en la fluorescencia entre la reaccion enzimatica con y sin inhibidor
(Remazol). La Figura A representa la reaccién sin inhibidor. La figura B corresponde a la
reaccién con Remazol a una concentracion de 0.36 uM, mientras que la Figura C es a una
concentracion de Remazol de 3.6 pM. Condiciones: [HEPES] = 30 mM, pH 7.4 vy [4-
LN N N LT T 0 I U1 R 47

Figura 24. Cromatograma de la separacion de P. sidoides, usando como método de elucion
isocrético durante 10 minutos, en el cual, la relacion fue de 10% metanol y 90% agua. .. 48

Figura 25. Cromatograma de la fraccion 1 (linea negra) y cromatograma de la mezcla del
extracto crudo (linea roja). Tiempo de andlisis 20 minutos, método de elucién; isocratico
MEANOI-AGUA L1:9. ... e e e e e e e e e e 49

Figura 26. Aumento de la concentracion de 4-MU debido a la hidrélisis de 4-MUNANA
catalizada por la enzima neuraminidasa de C. perfringens, a un pH de 7.4 con solucién
amortiguadora de HEPES. Los marcadores cuadrados representan la velocidad de la
reaccion en ausencia de inhibidor, mientras que los marcadores circulares representan la
velocidad en presencia de la fracCiOn UNO. ..o 50

Figura 27. Aumento en la concentracién de 4-MU debido a la hidrélisis de 4-MUNANA
catalizada por la enzima neuraminidasa de C. perfringens, a un pH de 7.4 con solucién
amortiguadora de HEPES. Los marcadores cuadrados representan la velocidad de la
reaccién en ausencia de inhibidor, mientras que los marcadores circulares representan la
velocidad en presencia de la fracCion dOS............coovviiiiiiiii e 51

Figura 28. Aumento en la concentracién de 4-MU debido a la hidrélisis de 4-MUNANA
catalizada por la enzima neuraminidasa de C. perfringens, a un pH de 7.4 con solucion
amortiguadora de HEPES. Los marcadores cuadrados representan la velocidad de la
reaccion en ausencia de inhibidor, mientras que los marcadores circulares representan la
velocidad en presencia de Remazol 1.728 UM..........ouiieiiieiiiiiiiicee e 52

Figura 29. Comparacion de las velocidades de la reaccién de hidrélisis de 4-MUNANA
catalizada por la neuraminidasa de C. perfringens en ausencia de inhibidor, asi como en
presencia de la fraccion 1y 2, y Remazol a una concentracion 4.8 uM. Las condiciones de
reaccion fueron las mismas en los tres casos, siendo estas [HEPES] =30 mM, pH 7.4y [4-
MUNANAJG = 80 M. ¢ttt es et ee et s st ees s teas s s et eenesaeeseenenaaeseennas 53

indice de tablas

Tabla 1. Métodos de deteccidon de la actividad catalitica de la neuraminidasa................. 22

Tabla 2. Compuestos y valores de I1Cs reportados sobre distintos tipos de virus de
)1 (VLT - VTSRO UUPPPTR 26

Tabla 3. Concentraciones y volimenes de las disoluciones empleadas para los ensayos
ENIZIMIALICOS. ...ttt ettt ettt e e e oo e ettt ettt e e e e e e e et e e e e e e e bbb e e e e e e e e e e neees 34



1.Introduccion

El presente documento es resultado de la investigacion realizada en el laboratorio
de Biofisicoquimica de la Facultad de Quimica de la UNAM durante la segunda
mitad de 2019 e inicios de 2020, hasta que las instalaciones fueron cerradas a causa
de la pandemia de COVID-19, razon por la cual el trabajo experimental y los

resultados obtenidos hasta ese momento se decidieron reportar a manera de tesina.

El tema central del trabajo es la busqueda de inhibidores de las neuraminidasas, las
cuales son enzimas esenciales en el ciclo de vida del virus de la influenza y de gran
importancia en los procesos de infeccion causados por bacterias patégenas como
Clostridium perfingens y Streptococcus pneumonia. Los extractos naturales de
plantas han sido histéricamente una buena fuente de compuestos que presentan
actividad bioldgica contra estas enzimas y en este trabajo se exploré la actividad
inhibitoria de dos fracciones cromatograficas obtenidas por cromatografia de
liguidos de alta resolucién (HPLC), de un extracto de la raiz de Pelargonium sidoides

sobre la neuraminidasa de Clostridium perfingens.

Para realizar las pruebas, primero se implementé un método espectrofotométrico
UV-Vis para medir la velocidad de hidrdlisis del &cido 2-(4-metilumbeliferil)-a-D-N-
acetilneuraminico (4-MUNANA) por parte de la enzima. Asi mismo, se evalud la
actividad inhibitoria del compuesto Remazol brilliant blue, un inhibidor conocido de

la neuraminidasa, para tener un control positivo.

El resultado mas interesante fue que el segundo pico cromatografico mostré una

inhibicibn moderada y se propone seguir investigando sus propiedades y



componentes en un futuro para determinar que especie quimica en particular es

responsable de su actividad inhibitoria frente a la enzima neuraminidasa.



2.0bjetivo General

Evaluar la actividad inhibitoria sobre la neuraminidasa de Clostridium perfringens de

los picos cormatograficos separados por HPLC de un extracto de la raiz de la planta

Pelargonium sidoides empleando la técnica de espectrofotometria UV-visible.

2.1.0bjetivos Particulares

Montar un ensayo espectrofotométrico UV-vis para evaluar los parametros
cinéticos Vo, Vmax Y Km de la enzima neuraminidasa de C. perfringens a dos
valores de pH utilizando como sustrato al acido 2-(4-metilumbeliferil)-a-D-N-
acetilneuraminico (4-MUNANA).

Determinar la 1Cso del compuesto Remazol brilliant blue sobre la enzima
neuraminidasa de C. perfringens como un control positivo de inhibicion.
Modificar el programa de elucién del extracto crudo de la raiz de la planta
Pelargonium sidoides en el HPLC para separar mejor Sus picos
cromatograficos.

Realizar pruebas de inhibicién enzimatica a fracciones separadas por HPLC

de un extracto crudo de la raiz de la planta Pelargonium sidoides.
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3.Hipotesis

Si se desarrolla un procedimiento estandarizado para medir la actividad de la
neuraminidasa de Clostridium perfrigens, siguiendo la formacién del producto de la
reaccion por medio de espectrofotometria UV-vis, entonces podremos obtener
resultados con buena repetibilidad lo que nos permitira identificar de manera
confiable si un extracto natural crudo o alguno de sus componentes presenta

actividad inhibitoria, asi sea moderada, sobre esta reaccidén enzimatica.

Si se modifica el programa de elucion en el HPLC, sera posible lograr una mejor
separacion de los picos cromatograficos del extracto crudo de la raiz de la planta
Pelargonium sidoides y cada uno de estos picos podra ser evaluado contra su

posible actividad inhibitoria de la neuraminidasa de Clostridium perfrigens.
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4 Antecedentes

4.1 Enzimas

Las enzimas son proteinas, es decir, son polimeros constituidos por aminoacidos,
los cuales se encuentran unidos covalentemente entre si. Las enzimas son capaces
de catalizar una gran cantidad de reacciones quimicas en los organismos, sin
embargo, para realizar su funcidn catalitica se requiere que se mantenga su
estructura tridimensional. Dentro de esta estructura tridimensional se forman
cavidades denominadas sitio activo, las cuales muestran afinidad por moléculas
especificas llamadas sustratos, que posteriormente se convertiran en productos.
Una vez que el sustrato es convertido en producto, éste se libera del sitio activo y la
enzima regresa a su estado original, de este modo puede entrar en un nuevo ciclo

de catélisis (Ramirez & Ayala, 2014).

4.2.Influenza

La influenza es una infeccién viral aguda del tracto respiratorio, que afecta a
millones de personas cada afio (Quosdorf et al., 2017). En grupos de alto riesgo,
como lo son nifios, ancianos, mujeres embarazadas y fumadores, es mas probable
que surjan complicaciones debido a la infeccion por el virus (van Kerkhove et al.,
2011). Por el contrario, en grupos de bajo riesgo, las infecciones causadas por la
influenza no representan un problema importante, sin embargo, la infeccion puede
causar complicaciones tales como el desarrollo de enfermedades como lo son
bronquitis, encefalitis o incluso neumonia bacteriana secundaria, la cual, puede
conducir a que los infectados requieran de hospitalizacion y, en algunos casos,

puede llevar a la muerte (Fiore T, Uyeki T, Broder K, 2010).
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Las epidemias anuales de influenza resultan en una mortalidad sustancial,
especialmente entre adultos mayores de 65 afos. Estimaciones previas de la
Organizacion Mundial de la Salud indicaban que anualmente ocurrian entre 250,000
y 500,000 muertes asociadas a la influenza (luliano et al., 2018). Sin embargo,
nuevos estudios estiman que anualmente ocurren entre 290,000 y 645,000 muertes
respiratorias asociadas a la influenza estacional. Las tasas de mortalidad mas altas
fueron estimadas en Africa Subsahariana, en el Sudeste Asiatico, y entre personas

mayores de 75 afios (figura 1) (luliano et al., 2018).

Edad = 75 afios

sll

Tasa de mortalidad por cada
100,000 habitantes

[ 15455

[ 456-720

B 7211119

Bl 11202250

[J No estimado

Figura 1. Tasas medias de mortalidad asociadas a la influenza en adultos mayores de 75 afios por cada 100 000 habitantes.
Tomado de (luliano et al., 2018).

Existen cuatro tipos de virus de la influenza: A, B, C y D. Los virus Ay B de la
influenza humana causan una epidemia estacional de la enfermedad casi todos los
inviernos. Los virus de influenza A en ocasiones son también responsables de
provocar pandemias. A diferencia de los virus A y B, las infecciones causadas por
el virus C no causan epidemias de influenza humana, ademas de que la enfermedad

causada es leve. El virus de influenza D es responsable de causar enfermedades
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principalmente en el ganado, por lo que se cree que no puede causar infecciones o
enfermedades en los seres humanos (Centros para el Control y la Prevencién de

Enfermedades [CDC], 2019).

Los virus de la influenza A se pueden clasificar en distintos tipos de acuerdo con las
distintas propiedades antigénicas de las moléculas de hemaglutinina y
neuraminidasa, glicoproteinas situadas en la superficie del virus (Russell et al.,
2006). Actualmente existen 18 subtipos de hemaglutinina (H1-H18) y 11 subtipos
de neuraminidasa (N1-N11). A pesar de que se podrian encontrar 198
combinaciones del subtipo de influenza A, en la naturaleza solo se han detectado
131 subtipos, siendo A(H1N1) y A(H3N2) los subtipos que pueden encontrarse
circulando actualmente entre la poblacién (Centros para el control y la Prevencion
de Enfermedades [CDC], 2019). En la figura 2 se muestra un esquema general de
la estructura del virus de la influenza en donde se puede observar la hemaglutinina

(H) y la neuraminidasa (N) presentes en su superficie.

Neuraminidasa

Conducto idnico M2

Figura 2. Estructura del virus de la influenza en la cual se observan las proteinas de superficie. En rojo la neuraminidasa,
en azul la hemaglutinina, en morado el conducto ionico M2 y en verde la ribonucleoproteina del virus. Tomado de
https://espanol.cdc.gov/flu/about/viruses/types.htm
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La vacunacion es la principal estrategia para combatir la mortalidad causada por la
influenza, sin embargo, en algunos casos ésta puede no estar disponible, como
puede ser durante el inicio de una pandemia, por lo que los medicamentos
antivirales pasan a ser la primera linea de defensa (van der Vries et al., 2012). Sin
embargo, la inminente amenaza de pandemias y epidemias en la poblacién
humana, aunada a la alarmante aparicion de cepas del virus resistente a los
medicamentos, hace surgir la necesidad de encontrar nuevos y efectivos

medicamentos para combatir la influenza (Quosdorf et al., 2017).

4.3.Neuraminidasas

Las neuraminidasas son enzimas que catalizan la hidrélisis de los residuos de acido
sidlico (también llamado &cido neuraminico) de una variedad de glicoproteinas (Von
Itzstein et al., 1993). Los é&cidos siélicos son residuos de monosacéridos de una
familia de a-cetoacidos con una cadena de nueve carbonos. Se ha encontrado que
son predominantemente, los carbohidratos mas externos en las células de los
vertebrados o como componentes de la superficie celular en ciertos tipos de
bacterias. Se han encontrado mas de 50 estructuras de acido sialico diferentes en
la naturaleza, siendo las siguientes, las formas béasicas de los &cidos sialicos (Figura
3), Neu5Ac (4cido N-acetil neuraminico), Neu5Gc (acido N-glucolil neuraminico),
KDN (a4cido desamino neuraminico), ademas de sus derivados acetilados,
metilados, lactilados, sulfatados y fosforilados (Chokhawala et al., 2007). Las
neuraminidasas en su gran mayoria son exo-sialidasas e hidrolizan especificamente

el acido N-acetil neuraminico mas externo de las glicoproteinas situadas sobre la
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superficie de la célula cuando el acido sialico se une a una galactosa sobre los

enlaces a-2-2>3 6 a-2->6 (Matrosovich et al., 2004).

NeubAc R= ~-§*NH\H/

HO
HO__J_OH 0
R : NeusGe R= —§—NH?)AOH

HO KDN R = —§-OH

Figura 3. Esquema de las tres formas bdsicas en que se manifiestan los dcidos sidlicos. Neu5Ac, dcido N-acetilneuraminico;
Neu5Gc, dcido N-glucolilneuraminico; KDN, dcido deaminoneuraminico. Tomado de (Chokhawala et al., 2007).

4.4 Neuraminidasa del virus de la influenza

El virus de la influenza emplea dos enzimas situadas sobre su superficie, la
hemaglutinina (H) y la neuraminidasa (N). Estas enzimas cumplen un papel clave
para iniciar la fusién viral y la posterior liberacion de viriones desde la célula

infectada (Matrosovich et al., 2004).

Durante el ciclo de infeccion del virus de la influenza, la H se une a los receptores
de acido sialico de las células objetivo, de esta manera se facilita la entrada del virus
en la célula huésped. Por otra parte, la N desempefia un papel clave liberando los
viriones de las células infectadas, esto mediante la escision de los residuos de acido
sialico terminales (figura 4), ademas, la N ayuda a prevenir la auto agregacion de
los virus liberados, de esta forma se tiene una replicacion viral continua y eficiente
(Quosdorf et al., 2017). Recientemente se ha propuesto que la N también ayuda al

virus a tener acceso a las células catalizando la ruptura de acidos sialicos presentes
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en las proteinas altamente glicosiladas de las membranas epiteliales (McAuley et

al., 2019).

El virus se une al
acido sialico

\ ¥ Neuraminidasa g
v \ )

Endocitosis Hemaglutinina

Liberacion de ARN y
proteinas del nucleo

Virus de la influenza

P

Brotacion de un
La ARN polimerasa nuevo virién

transcribe el ARN viral /

Nueveos componentés . ‘g
virales - Xoe

La neuraminidasa corta el nuevo
virién del acido sialico permitiendo

I | %  suliberacion

Figura 4. Esquema del proceso de infeccion del virus de la influenza, mostrando la actividad de las enzimas hemaglutinina
y neuraminidasa. Modificado de (ScieceSourceimages, 2021).

4 5.Neuraminidasas bacterianas

Las neuraminidasas se expresan también en diferentes bacterias, algunos ejemplos
de ellas son Streptococcus pneumonia, Pseudomonas aeruginosa y Clostridium
perfringens (Lee et al., 2017). Las neuraminidasas bacterianas, a diferencia de las
neuraminidasas virales, realizan su funcion durante las etapas iniciales de una
infeccion pulmonar, estas enzimas participan también en la formacion de

biopeliculas, las cuales desempefian un papel importante para el crecimiento y
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colonizacion bacteriana (Soong et al., 2006). Si se toma en cuenta el sinergismo
que existe entre el virus de la influenza y los patdgenos bacterianos presentes en
las enfermedades infecciosas pulmonares, las neuraminidasas bacterianas son
también un blanco atractivo para ayudar a prevenir el proceso de la colonizacion

microbiana (Muller et al., 2003).

4.6.Estructura de las neuraminidasas

La mayoria de las neuraminidasas que no pertenecen a un virus son proteinas
monomeéricas, mientras que las neuraminidasas virales son tetrameros. A pesar de
su baja similitud secuencial, todas las sialidasas comparten un plegamiento del tipo

propulsor beta (3-propeller), tal como se muestra en la figura 5.

Figura 5. Plegamiento de proteinas del tipo propulsor beta (8-propeller). Tomado de (McAuley et al., 2019).
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Cada mondmero de la neuraminidasa tiene seis aspas o palas (figura 6), y en la
superficie de cada uno de los monémeros se encuentra un sitio catalitico funcional,
el cual se encuentra orientado hacia los lados, lo que permite la escision de las
glucoproteinas de membrana. En el caso del virus de la influenza, esta funcion evita
que el virus quede anclado a la célula (Kim et al., 2012; Q. Li et al., 2012; McAuley

et al., 2019).

Figura 6. Estructura de un monémero del virus de la influenza. Se pueden apreciar las seis aspas o palas (blade en inglés)
que constituyen al monémero. Tomado de (Q. Li et al., 2012).
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4.7 .Mecanismo catalitico de las neuraminidasas

Las exo-sialidasas comparten el mismo mecanismo de accion catalitica y tienen en
comun en su sitio activo los siguientes residuos: Una tirosina que actia como el
catalizador nucleofilico, un acido glutamico que ayuda a desprotonar a la tirosina, y
un &cido aspartico que actia como catalizador acido-base (figura 7). (Chan et al.,

2012).

) Glu Tyr X-
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Figura 7. Esquema del mecanismo de accién de las sialidasas. Tomado de (Juge et al., 2016).
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4.8.Métodos para evaluar de forma cuantitativa la actividad catalitica de las

neuraminidasas

Los métodos mas comunes para este tipo de ensayos se basan en substratos no
naturales en los que un acido sialico es glicosilado con un cromaoforo, fluoréforo o
un compuesto quimioluminiscente que al ser hidrolizado por la enzima libera un
compuesto que se puede medir por absorbancia, fluorescencia o luminiscencia

(HFrasova et al., 2019; Richter et al., 2015) (ver tabla 1).
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Tabla 1. Métodos de deteccion de la actividad catalitica de la neuraminidasa.

Métodos directos

Método/compuesto Ventajas Desventajas Equipo
Absorbancia/pNP-NANA Barato, ensayos Riesgo de Espectrofotometro
continuos a pH>7 interferencia en la UV-vis

sefial debido a
inhibidores

Fluorescencia/4-MUNANA

Ensayos continuos

Correccion de la sefial

Fluorémetro

a pH>7 del sustrato
Quimioluminiscencia/NA- Limite de Costoso. Método Lumindmetro
STAR deteccion de discontinuo
producto ~10 pM

Métodos indirectos

Modificacién quimica de productos

B Ensayo con acido
tiobarbiturico
(TBA).

B Derivatizacion con
dihidropiridina

Accesible,
sustratos naturales
o glicoconjugados

definidos

Métodos discontinuos.

Reactivos téxicos,
procedimiento largo y
complicado,

interferentes en
muestras bioldgicas o
con especies reactivas
al formaldehido

Espectrofotometro

Fluorometro

Modificacién enzimatica de

productos

B Ensayo de Alon
B Ensayo de Ziegler

Accesible, ensayos
continuos,
sustratos naturales
o glicoconjugados
definidos

Riesgo de
interferencia en la
sefial debido a
inhibidores
enzimaticos

Fluorometro
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Los métodos de deteccion de actividad indirectos se basan en la modificacion
quimica o enzimética de uno de los productos de la hidrélisis de la neuraminidasa
(ver tabla 1). Por ejemplo, el método de modificacion quimica con &cido
tiobarbiturico (TBA), se basa en la oxidacion del &cido sidlico con el ion peryodato,
seguida de su acoplamiento con TBA para dar un compuesto colorido (Hfasova et
al., 2019). Por otro lado, los métodos de modificacion enzimatica utilizan substratos
naturales que, al ser hidrolizados por la neuraminidasa, dejan libre un residuo de
galactosa. Este azUcar es enzimaticamente modificado, por ejemplo, con una
galactosa oxidasa para producir peroxido de hidrégeno que se puede detectar por
fluorescencia con un ensayo acoplado a una peroxidasa (método de Aion, tabla

1)(Hlasova et al., 2019).

4.9.Ensayos de inhibicion de las neuraminidasas e inhibidores conocidos

Las pruebas para buscar inhibidores de las neuraminidasas pueden funcionar de
igual manera tanto en neuraminidasas virales como bacterianas, ya que estas
enzimas, independientemente de su origen, suelen ser susceptibles a los
inhibidores suministrados. Esto resulta de gran utilidad, ya que permite emplear
ensayos basados en neuraminidasas bacterianas, los cuales tienen un costo menor
y resultan ser mas accesibles para los laboratorios. De esta manera se puede
obtener informacién sobre la identificacion de sustancias antivirales derivada de los
datos de inhibicion de enzimas bacterianas (Quosdorf et al., 2017). Sin embargo,
también hay evidencia experimental que demuestra que algunos inhibidores de
neuraminidasas virales no muestran actividad contra las sialidasas bacterianas

(Richter et al., 2015), por lo que idealmente los ensayos para buscar nuevos
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inhibidores deberian de realizarse directamente contra la enzima que se quiere

bloquear.
4.10.Medicamentos empleados en el tratamiento contra la influenza

En la actualidad, los medicamentos para el tratamiento de la influenza se enfocan
principalmente en la inhibicién de la neuraminidasa, sin embargo, hasta la fecha la
Agencia de Alimentos y Medicamentos (Food and Drug Administration; FDA) de los
Estados Unidos ha aprobado pocos inhibidores de esta enzima. Dentro de estos
medicamentos se encuentran el oseltamivir y el zanamivir (figura 8), los cuales,
fueron aprobados para su distribucion a nivel mundial desde 1999. Ademas, en
Japon, China'y Corea del Sur se incluyen también el laninamivir y el peramivir (figura
8), los cuales fueron aprobados desde el afio 2010 (T. C. M. Li et al., 2015). Estos
medicamentos bloquean la replicacién del virus en la célula huésped infectada
inhibiendo la actividad de la enzima neuraminidasa, evitando la liberacién de
viriones desde la superficie celular, previniendo asi la infeccion de nuevas células

(Montané et al., 2011).
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Figura 8. Estructuras de los medicamentos empleados contra la influenza. La estructura A corresponde al oseltamivir; B
corresponde a peramivir; C corresponde a laninamivir y D corresponde al zanamivir.

Los inhibidores de la neuraminidasa muestran una actividad de amplio espectro en
contra de la influenza tipo Ay B (Grienke et al., 2012). La resistencia a este tipo de
medicamentos se observaba de manera relativamente rara, esto debido a la funcién
esencialmente catalitica de estas proteinas (Richter et al., 2015), sin embargo,
estudios recientes muestran la aparicién de cepas del virus resistentes al oseltamivir

(Quosdorf et al., 2017).
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4.11.Compuestos de origen natural con actividad inhibidora de la

neuraminidasa.

El reino vegetal ha sido reconocido como una fuente inestimable de metabolitos
para el descubrimiento de farmacos. La naturaleza ofrece una gran cantidad de
compuestos biosintetizados que comprenden andamios quimicos de alta diversidad
los cuales presentan un grupo infinito de entidades quimicas para el descubrimiento
de farmacos en contra de la influenza (Grienke et al., 2012). Particularmente, varios
polifenoles que tienen un amplio espectro de otras actividades biologicas han
demostrado poseer actividad inhibidora sobre la neuraminidasa viral. Compuestos
como el kaempferol, quercitrina, isoquercitrina, hiperdsido, rutin y la glucésido
luteolin-7-flavona (ver figura 9), se compararon junto al oseltamivir y demostraron
tener una actividad inhibitoria moderada sobre neuraminidasas de diferente origen
(A/California/07/09, A/Perth/16/09, B/Brisbane/60/08) (Grienke et al., 2012; Rakers
et al., 2014) (Ver tabla 2).

Tabla 2. Compuestos y valores de ICso reportados sobre distintos tipos de virus de influenza.

Virus
Compuesto A/California/07/09 |A/Perth/16/09 B/Brisbane/60/08
Valor de I1Cso (UM)

Hiperésido 62.5 (3.9) 85.5 (43.6) 88.1(31.3)
Isoquercitrina 370.2 (22.4) 477.1 (98.5) 384.5 (69.4)
Kaempferol 85.2(1.1) 42.2 (16.1) 90.8 (64.1)
Luteolin-7-flavona 66.6 (19.7) 51.2(9.1) 57.2(25.1)
Quercitrina 109.0 (12.9) 121.2 (53.0) 112.4 (68.2)
Rutin 96.8 (19.3) 95.9 (41.2) 104.9 (60.0)
Oseltamivir 2.57 (1.52) nM 1.39(1.08) nM 45.39 (20.41) nM
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Los resultados se expresan como la media con su

paréntesis.
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Figura 9. Estructuras de compuestos que presentan actividad inhibitoria frente a la neuramindasa. 1 oseltamivir; 2
kaempferol; 3 quercitrina; 4 isoquercitrina; 5 hiperésido; 6 rutin 'y 7 glucdsido luteolin-7-flavona. Tomado de (Rakers et al.,

2014).

Se ha sugerido que las hierbas medicinales podrian ser beneficiosas en la

prevencion o el tratamiento de la influenza estacional o pandémica (Bahramsoltani

et al., 2016). Investigaciones previas han reportado las actividades inhibidoras de

plantas medicinales sobre la replicacion de varios virus, incluyendo el virus de la

influenza.
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4.12.Pelargonium sidoides

El P. sidoides es una planta originaria del sur de Africa, la cual, ha sido empleada
ampliamente como medicina tradicional en esta misma region. Tradicionalmente,
esta planta era empleada para el tratamiento de algunos malestares
gastrointestinales, sin embargo, su uso se ha extendido para aliviar algunas
enfermedades del tracto respiratorio, tales como asma, bronquitis aguda y sinusitis,
ademas de ser empleada también en el alivio de la fiebre (Moyo & Van Staden,
2014; Theisen & Muller, 2012). Los extractos se obtienen particularmente de las
raices de la planta y contienen una gran variedad de sustancias quimicas, dentro
de las que se encuentran benzopiranonas altamente sustituidas, siendo la
umckalina la de mayor importancia y mas comun en esta especie de planta (figura
10) (Hudaib et al., 2010). EI amplio uso de P. sidoides dentro de la medicina
tradicional, aunado a la popularizacién que ha tenido en los sistemas médicos
actuales en Europa, ha provocado un aumento en la investigacién para identificar

sus principios activos (Moyo & Van Staden, 2014).

HO O O

HsCO
OCHg

Figura 10. Estructura de la umckalina. Tomado de Umckalin | Further Reference Substances for HPLC

En el afio 2005 la agencia reguladora de medicamentos de Alemania otorgé la
autorizacion para la comercializacion de un extracto etandlico de la raiz del P.

sidoides, para tratar principalmente bronquitis aguda y ha demostrado tener una
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buena tolerabilidad en multiples ensayos clinicos tanto en adultos como en nifios

(Theisen & Muller, 2012).
4.13.Antecedentes directos en el grupo de investigacion.

En el laboratorio en que se desarrollé la presente investigacion se han realizado
distintos trabajos para evaluar la actividad biolégica de extractos naturales contra la
neuraminidasa de C. perfringens. Utilizando ensayos espectrofotométricos, se
encontré que el extracto de P. sidoides e infusiones de hierbabuena, jamaica y
limén, tienen valores de ICso de 0.28 mg/mL, 2.22 mg/mL, 4.29 mg/mL y 13.18
mg/mL respectivamente. Para comparar la accion inhibitoria de estos extractos, se
realiz6 un control positivo con el farmaco zanamivir, un inhibidor conocido de la
neuraminidasa, y con el que se tuvo un valor de ICso de 1.72 mg/mL (Alvarez, 2013).
Adicionalmente se evaluaron extractos de miel comercial, propéleos y una mezcla
de xantonas, sin embargo, estos compuestos solo presentaron una inhibicion menor

al 25% a concentraciones mayores (Alvarez, 2013).

Otra manera en la que se ha evaluado la actividad de extractos naturales en nuestro
grupo de trabajo es mediante microfluidica basada en microgotas. En esta técnica
cada una de las gotas formadas dentro de los dispositivos de microfluidica, funciona
como un reactor en miniatura de aproximadamente 1 nL. Ademas, al tener un gran
namero de éstas (> 1,000), se puede tener un elevado numero de ensayos (Ochoa,

2016).

Estos ensayos son montados en un chip de microfluidica, que tiene un disefio con

un pentagono por el cual se introducen una fase acuosa y una fase organica. La
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fase acuosa esta compuesta por tres flujos, uno de enzima, uno de substrato y uno
proveniente de un equipo de cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC).
La fase organica esta compuesta de aceite mineral con 2% m/m de Span 80. El chip
esta disefiado de forma que el flujo de fase organica intersecte por dos flancos al
flujo de fase acuosa, provocando la formacion de microgotas de agua dispersas en

una fase continua de aceite (figura 11) (Ochoa, 2016).

Entrada flujo
de aceite

Entrada flujo

Purga de HPLC
de HPLC

Entradas flujo
fase acuosa

Figura 11. Disefio del microchip empleado para formar gotas de agua dispersas en una fase continua de aceite. La purga
del HPLC sirve para regular el flujo mayor proveniente del cromatdgrafo. Tomado de (Ochoa, 2016).

Este tipo de dispositivos al ser acoplado a un equipo de HPLC permite evaluar la
actividad de los compuestos presentes en extractos naturales conforme a su
separacién cromatografica directamente sobre la reaccion enzimatica, ya que en el
chip los compuestos eluidos se mezclan con la enzima y un sustrato fluorogénico
gue permite seguir la reaccién enzimatica y de esta manera permite conocer que
pico cromatografico presenta una mayor actividad. Utilizando esta metodologia y

empleando una composicion de fase movil H.O/MeOH 85:15, el extracto de
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P. sidoides se logré separar en tres picos cromatograficos predominantes (figura

12), determinando que el primero de ellos mostrd una actividad inhibitoria en el

ensayo en microgotas (Ochoa, 2016; Ochoa et al., 2017).
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Figura 12. Cromatograma del extracto de raiz de P. sidoides a 320 nm en una columna C-18. Fase mévil H;O/MeOH 85:15
con un flujo de 0.1 mL min-1. Tomado de (Ochoa et al., 2017).
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5.Procedimiento experimental

La enzima neuraminidasa de Clostridium perfringens, Remazol Brilliant blue, 4-
metilumbeliferona (4-MU), acido 2-etanosulfénico (MES) asi como el acido 4-(2-
hidroxietil)-piperazin-1-etanosulfonico (HEPES) se adquirieron de Sigma Aldrich. El
sustrato utilizado fue el acido 2-(4-metilumbeliferil)-a-D-N-acetilneuraminico (4-

MUNANA) fue adquirido de Cayman Chemical.

La disolucion de Pelargonium sidoides se obtuvo a partir de un extracto

comercializado como Umckaloabo® (Farmasa-Schwabe).
5.1.Disolucién del extracto de Pelargonium sidoides

Para elaborar la disolucion del extracto crudo de P. sidoides se utilizd un
concentrado obtenido a partir de tabletas Umkaloabo® las cuales contienen un
extracto etandlico de la raiz de dicha planta. Dicho concentrado se encontraba en
forma de resina, la cual resulté ser muy soluble en agua. Se pes6 una masa de
0.0230 g de extracto y se disolvieron en 2 mL de agua desionizada, la concentracion
de esta disolucién fue de 0.0115 g/mL. Esta disolucién fue filtrada con un filtro de
tamafio de poro 0.20 um para eliminar cualquier sélido que pudiera quedar

contenido en la disolucion.
5.2.Separacion cromatografica del extracto de P. sidoides

De la disolucion del punto anterior se inyectd un volumen de 20 puL a un
cromatografo Shimadzu CBM-20A equipado con una columna Raptor ARC-18 de
50 x 2.1 mm con tamafo de particula de 2.7 um marca Restek, para realizar una

separacion de los distintos grupos de componentes que constituyen el extracto.
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Para la separacion se empleé un método de elucion isocratico durante 10 minutos
a un flujo de 0.15 mL/min en el que la composicion de la fase movil fue de 10%
metanol, 90% agua. A partir del minuto 10 se aumenté la concentracién de metanol
hasta llegar al 100% de metanol en 1.0 min y se mantuvo asi durante 15 minutos
mas para lavar la columna desplazando a las moléculas que son mas afines a ella.
Una vez concluido el tiempo establecido, se regresaba a la composicion de fase
movil inicial.

El detector empleado fue de absorbancia, medida a 320 nm. Con este método de
elucién se lograron separar los primeros seis picos cromatograficos mas polares de

la mezcla.

5.3.Preparacién de disoluciones para ensayos enziméaticos monitoreados por

espectrofotometria

Se prepard una disolucion amortiguadora de acido 4-(2-hidroxietil)-piperazin-1-
etanosulfénico (HEPES) 30 mM, pH 7.4, con la cual se prepararon las disoluciones
de enzima (neuraminidasa de Clostridium perfringens) de concentracién 0.4 U/mL y
de sustrato el acido 2-(4-metilumbeliferil)-a-D-N-acetilneuraminico (4-MUNANA) a

una concentracion de 720 pM.

Para llevar a cabo los ensayos espectrofotométricos se adiciond, a una celda de
cuarzo de volumen reducido, la disolucién de amortiguador seguida de agua o
inhibidor y la disolucién de enzima, se dej6 incubar durante 5 minutos dentro de un
espectrofotometro Varian Cary bio-50, a una temperatura de 30°C. Transcurrido ese

tiempo se agregd la disolucibn de sustrato y se agitd ligeramente para
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homogenizarla. Se colocé la celda dentro del espectrofotbmetro nuevamente para
monitorear el avance de la reaccion, haciendo un barrido cada 0.3 minutos de 450
a 250 nm en incrementos de 5 nm. El tiempo de andlisis fue de 10 minutos. Una vez
concluido el tiempo de analisis se midi6 el aumento de absorbancia medido a una
longitud de onda de 360 nm, y se determiné la rapidez a la cual aumenta la

concentracion del producto 4-metilumbeliferona (4-MU).

En la tabla 3 se muestran los volimenes y concentraciones de las disoluciones

empleadas en los ensayos enzimaticos.

Tabla 3. Concentraciones y volumenes de las disoluciones empleadas para los ensayos enzimaticos.

Disolucion Vol. Disolucién (uL) Conc. en mezcla
Neuraminidasa C. perfringens (0.4 U/mL) 10 0.033 U/mL
Sustrato 4-MUNANA (720 uM) 10 60 UM
Amortiguador Hepes (30 mM, pH 7.4) 75
H,0 desionizada o disolucidn de inhibidor 25
Volumen total 120

5.4.Ajuste no lineal a la ecuacion de Michaelis-Menten

Para determinar los parametros cinéticos Km y Vmax de la enzima neuraminidasa, se
midio la velocidad inicial de la reaccion enzimatica en funcién de la concentracion
inicial de sustrato. Posteriormente, se realizé un ajuste no lineal a los datos

empleando el software Origin 8.0
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5.5.Ensayos de inhibicion enzimatica

Para los ensayos de inhibicion enzimatica, la concentracion inicial de sustrato se fijo
en 60 uM, el cual corresponde a un valor cercano a la Km (54 uM), obtenido del

ajuste a la ecuacion de Michaelis-Menten (1).

Los ensayos enzimaticos de inhibicién se monitorearon por espectrofotometria, tal

como se describi6é para los ensayos enziméaticos.
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6.Resultados

6.1.Ensayos por espectrofotometria

Haciendo uso de la espectrofotometria UV-visible se monitored la reaccion
enzimatica de la hidrolisis del sustrato 4-MUNANA llevada a cabo por la enzima
neuraminidasa de C. perfringens. En la figura 13 se muestra un esquema general

de la reaccién en la cual, el producto de la reaccion es la 4-metilumbeliferona (4-

MU).
: H R
HO, ;) H COO- Na HO, ;) COO- Na
bl d Neuraminidasa = i
CHCONH. L7070 _—— CHjaNH\_\‘.;;Q/ “OH
HO HO A\ HO HO
AN /L OH \
AN A =
HC™ "o ( ]
Acido 2-(4-metilumbeliferil)-a-D-N-acetilneuraminico Acido a-D-N-acetilneuraminico o o
(4-MUNANA) N J
HC™ Y Yo
N ,//

4-metilumbeliferona (4-MU)

Figura 13. Reaccion de hidrolisis de la 4-MUNANA llevada a cabo por la enzima neuraminidasa, teniendo como producto
la 4-MU, molécula sobre la cual se realizo el seguimiento de la reaccion.

Esto se logro realizando barridos de absorbancia en funcién de la longitud de onda
con aumentos de 5 nm en un intervalo de 450 a 250 nm realizados cada 20
segundos con un tiempo total de analisis de 5 minutos, de este modo se obtenian

espectros como el que se muestra en la figura 14.
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Figura 14. Espectros de absorcion de la reaccion enzimdtica. El primer barrido (linea roja) corresponde al inicio de la
reaccion, cuando prdcticamente no se tiene producto, mientras que la linea negra corresponde al final del tiempo de
andlisis (5 minutos) y no al final de la reaccién. Condiciones: [HEPES] =30 mM, pH 7.4y T = 25°C.

Al agrupar todos los barridos en una sola gréafica, se puede observar que, al
aumentar la concentracion del producto de la reaccién (4-MU), en el intervalo de
550 a 324 nm hay un aumento en la absorbancia, mientras que, en el intervalo de
324 a 250 nm se tiene una disminucién de la misma. Esta informacién nos revela la
presencia de un punto isosbéstico alrededor de los 324 nm. Este punto nos permite
verificar que el aumento en la absorbancia es debido a una reaccion quimicay no a
un fendémeno fisico como la evaporacion de la mezcla, situacioén en la que se veria
un aumento en todas las longitudes de onda y la ausencia del punto isosbéstico. En

todo el intervalo de longitudes de onda en que se realiz0 el analisis se encontro que

el mayor cambio en la absorbancia se daba a 360 nm por lo que se eligié esa
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longitud de onda para determinar la velocidad inicial de la reaccion. Con los datos
obtenidos a 360 nm se realizaron graficos del aumento de la absorbancia en funcién

del tiempo, tal como se muestra en la figura 15.
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Figura 15. Grdfico del aumento de la absorbancia en funcion del tiempo para la reaccion de hidrolisis de la 4-MUNANA
medida a una longitud de onda de 360 nm durante un tiempo de andlisis de 90 minutos. Condiciones: [HEPES] = 30 mM,
pH 7.4y T=25°.

Dado que para determinar la velocidad inicial de la reaccién se requiere la
informacion obtenida durante los primeros minutos de la reaccion correspondientes
a menos del 15% del avance de la reaccidén, no se emplearon todos los datos
obtenidos, por lo que se usaron Unicamente los datos marcados dentro del 6valo
rojo. Debido a que estos datos presentan un comportamiento lineal (figura 16), se

puede realizar un ajuste lineal por minimos cuadrados para determinar la velocidad

inicial de la reaccion.
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Figura 16. Datos obtenidos durante los primeros 5 minutos de la reaccion de hidrdlisis de la 4-MUNANA los cuales
representan un avance de aproximadamente el 10% de la reaccion. Condiciones: [HEPES] =30 mM, pH 7.4y T = 25°C.

Para la determinacién de la velocidad inicial es necesario conocer la concentracion
del producto formado, por lo que se realizé una curva de calibracién de la 4-MU

utilizando el mismo amortiguador a un pH de 7.4.

Los datos obtenidos de absorbancia se graficaron en funcion de la concentracion
de 4-MU, tal como se muestra en la figura 17. A estos datos se les realiz6 un ajuste
lineal por minimos cuadrados y, a partir de la ecuacién de la recta obtenida se

determin6é que el coeficiente de absortividad molar (¢) fue de 0.00453 uM-icm.

Haciendo uso de la Ley de Lambert-Beer, la cual relaciona a la absorbancia con la
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concentracion, se determindé la cantidad de 4-MU formada en la reacci6on de

hidrolisis para cada uno de los valores de absorbancia obtenidos.
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Figura 17. Curva de calibracion a pH 7.4 para la 4-MU medida a una longitud de onda de 360 nm. Cada punto representa
la media de los valores experimentales mientras que las barras de error son sus respectivas desviaciones estdndar.
Condiciones: [HEPES] =30 mM, pH 7.4y T = 25°C.

6.2.Ajuste no lineal parala determinacion de Km y Vmax

Para determinar la concentracion a la cual se empled la disolucion de sustrato en
los ensayos de inhibicidn, se realizé un ajuste no lineal, variando la concentracion
inicial de sustrato en cada ensayo. El resto de los volumenes y concentraciones se

mantienen de acuerdo con la tabla 3.
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La velocidad inicial se determiné para cada reaccion a un pH de 7.4 y estos valores
se graficaron en funcion de la concentracion de sustrato. A este conjunto de datos
se les realiz6 un ajuste no lineal siguiendo el modelo de Michaelis-Menten (figura
18) para obtener los valores de Km y Vmax. Este modelo puede describirse mediante

la siguiente ecuacion:

T Km+[S] (1)

En donde:
vy = velocidad inicial
Vinax = velocidad maxima
[S] = concentracion de sustrato

K,, = constante de Michaelis
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Figura 18. Ajuste no lineal siguiendo el modelo de Michaelis-Menten para la velocidad inicial vy de la reaccién en funcion
de la concentracion de sustrato (4-MUNANA) a un pH de 7.4. Valores obtenidos de Ve = 0.0129 uM/min y Ky = 54 uM.
Las concentraciones iniciales de sustrato fueron 16, 40, 80, 100, 160 y 400 uM. Condiciones: [HEPES] =30 mM, pH 7.4y T

=25°C.

El procedimiento descrito en los pasos anteriores se llevo a cabo también a un pH

de 6.5 para comparar las variaciones que se tienen en la Vmax ¥ la Km cambiando el

pH.

Para estimar la concentracion de 4-MU formada, se determind el coeficiente de

absortividad molar a un pH de 6.5 haciendo uso de una curva de calibracion.

Después de medir la velocidad inicial a pH 6.5 usando las concentraciones iniciales
de sustrato indicadas en el pie de la figura 19, se realizd un ajuste no lineal para

obtener los valores de Vmax y Km.

Siendo estos valores de 0.00929 (uUM/min) y 137 (uUM) respectivamente.
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Figura 19. Ajuste no lineal de V, en funcidn de la concentracion de sustrato. Valor obtenido de Ve = 0.00929 uM/min y
Km = 137 uM. Las concentraciones iniciales de sustrato fueron 25, 50, 100, 200, 400, 500, 800 y 1000 uM. Condiciones:

[MES] =32 mM, pH 6.5y T = 25°C.

6.3.Determinacion del cambio en la vo en funcién de la temperatura

Se realizaron también ensayos enzimaticos a un pH de 7.4 variando la temperatura
entre 15 y 35 °C como se muestra en la figura 20, en la que se nota el aumento no

lineal de la vo al incrementar la temperatura.
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Figura 20. Aumento de la velocidad de la reaccion enzimdtica en funcion de la temperatura. Temperaturas usadas = 15,
20, 25, 30 y 35 °C. Los puntos corresponden a la media de los valores obtenidos con sus respectivas desviaciones estdndar
representadas con las barras de error. Condiciones: [HEPES] = 30 mM, pH 7.4 y [4-MUNANA], = 60 uM.

6.4.Ensayos enziméticos empleando un inhibidor conocido de la enzima

neuraminidasa

Se realizaron pruebas de inhibicion sobre la actividad de la enzima neuraminidasa
empleando el compuesto quimico Remazol el cual, se ha reportado, tiene actividad
inhibidora sobre esta enzima (Richter et al., 2015). Para la realizacién de estos
ensayos se emplearon distintas concentraciones de Remazol. Se grafico el aumento
de la concentracion de producto (4-MU) en funcion del tiempo (figura 21) para cada

uno de los ensayos para poder ser comparados cuantitativamente.
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Figura 21. Aumento de la concentracion de producto (4-MU) de la reaccion enzimdtica empleando diferentes
concentraciones de Remazol para comparar la actividad inhibidora sobre la enzima neuraminidasa. En orden descendiente:
0,0.36, 0.1, 1.0, 3.6, 10, 36 uM. Condiciones: [HEPES] = 30 mM, pH 7.4 y [4-MUNANA], = 60 uM.

En la figura 21 se observa que, a medida que aumenta la concentracion de

Remazol, disminuye la concentracion de 4-MU para un tiempo de reaccion igual

para todos los ensayos.

Al realizar un ajuste lineal a los datos obtenidos en la figura anterior, se tomé el valor
de la pendiente asociada a la ecuacion de la recta para cada reaccion, la cual
representa el valor de Vo de cada reaccion expresada en uM/s. En la figura 22 se
muestran estos valores de velocidad inicial graficados en funcion del logaritmo de
la concentracion de Remazol. Al realizar un ajuste no lineal se obtuvo el valor de la

ICs0 para el Remazol, la cual resulté ser de 2.08 uM.
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Figura 22. Velocidad inicial en funcion del logaritmo de la concentracion de Remazol para la determinacion de la ICso de
este inhibidor. Los puntos graficados corresponden a la media de los valores obtenidos, las barras de error corresponden
a sus respectivas desviaciones estdndar. Condiciones: [HEPES] = 30 mM, pH 7.4y [4-MUNANA]o = 60 uM.

De manera cualitativa, también se observé una disminucién sobre la actividad de la
neuraminidasa en presencia de Remazol. Esto se hizo incidiendo luz ultravioleta al
producto de la reaccion después de 15 minutos de haber sido iniciada la reaccién.
En la figura 23 se muestra, de izquierda a derecha, una disminucion en la
fluorescencia, esto es debido a que la velocidad de la reaccion se ve disminuida,

por lo que a un mismo tiempo de reaccion se tiene una menor cantidad del producto,

el cual es fluorescente.
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Figura 23. Diferencia en la fluorescencia entre la reaccion enzimdtica con y sin inhibidor (Remazol). La Figura A representa
la reacciodn sin inhibidor. La figura B corresponde a la reaccion con Remazol a una concentracion de 0.36 uM, mientras que
la Figura C es a una concentracion de Remazol de 3.6 uM. Condiciones: [HEPES] =30 mM, pH 7.4 y [4-MUNANA]o, = 60 uM.

6.5.Separacion cromatografica del extracto crudo de P. sidoides

El programa de elucién para el extracto de P. sidoides por HPLC se modificé
ligeramente al que se habia reportado en nuestro grupo, reduciendo el % de metanol
de 15 a 10%. De esta manera se obtuvieron 6 fracciones distintas. En la figura 24
se muestra el cromatograma obtenido de la separacion, sefialando los picos

obtenidos.
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Figura 24. Cromatograma de la separacion de P. sidoides, usando como método de elucion isocrdtico durante 10 minutos,
en el cual, la relacion fue de 10% metanol y 90% agua.

Cada una de estas fracciones se colect6 por separado para su posterior evaluacion
como inhibidores de neuraminidasa. La fraccion 1 fue reinyectada en el
cromatografo con la finalidad de verificar si la separacion se habia llevado a cabo
de manera adecuada. En la figura 25 se presenta el cromatograma obtenido de la
fraccion 1, se observa que el tiempo de retencion al cual se presenta el pico
cromatografico es muy similar al observado en la figura 24, ademas, no se presenta
ningun otro pico de los que se presentan cuando se tiene un método de elucion

isocratico, por lo que se puede confirmar que la fraccidn no esta mezclada con otra.
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Figura 25. Cromatograma de la fraccion 1 (linea negra) y cromatograma de la mezcla del extracto crudo (linea roja).
Tiempo de andlisis 20 minutos, método de elucion; isocrdtico metanol-agua 1:9.

6.6.Pruebas de inhibicion con fracciones separadas

Las fracciones separadas fueron colectadas y empleadas para realizar pruebas de
inhibicidbn sobre la reaccién enzimatica en estudio. Para estos ensayos se
emplearon las fracciones correspondientes a los dos primeros picos
cromatograficos obtenidos. De igual manera que con el Remazol, se usaron 25 pL
de cada fraccibn como agente inhibidor. La reaccibn se monitored por
espectrofotometria UV-vis. Para comparar la actividad con y sin inhibidor en la
reaccion, se graficé el aumento en la concentracion de 4-MU en funcion del tiempo.

Cada punto representa el promedio de concentracién a ese tiempo obtenido de
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diferentes ensayos, esto para conocer también la desviacién estdndar en cada
punto. En la figura 26 se muestra la comparacion entre la reaccion sin inhibidor,
identificada con los marcadores cuadrados, y la reaccion en presencia de la fraccién
namero uno del HPLC, representada con los marcadores circulares. A estos puntos
se les realiz6 un ajuste lineal por minimos cuadrados para obtener el valor de la
velocidad de reaccién, (pendiente del grafico). Los valores de velocidad para la
reaccion sin inhibidor y con la fraccion niamero uno son de 0.040 + 0.0003 y 0.038

+ 0.0004 (uM/s), respectivamente.
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Figura 26. Aumento de la concentracion de 4-MU debido a la hidrdlisis de 4-MUNANA catalizada por la enzima
neuraminidasa de C. perfringens, a un pH de 7.4 con solucion amortiguadora de HEPES. Los marcadores cuadrados
representan la velocidad de la reaccion en ausencia de inhibidor, mientras que los marcadores circulares representan la
velocidad en presencia de la fraccion uno.
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En la figura 27 se muestra la comparacion entre la reaccion sin inhibidor, identificada
con los marcadores cuadrados, y la reaccion en presencia de la fraccion numero
dos, identificada con los marcadores circulares. En este caso, se obtuvo un valor de

velocidad inicial de 0.036 + 0.0005 (uM/s). A diferencia de la fraccion namero uno,

la fraccion numero dos presentd una disminucion mayor en la velocidad inicial de la

reaccion, por lo que resulta mas evidente la actividad inhibitoria de dicha fraccion.
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Figura 27. Aumento en la concentracion de 4-MU debido a la hidrdlisis de 4-MUNANA catalizada por la enzima
neuraminidasa de C. perfringens, a un pH de 7.4 con solucion amortiguadora de HEPES. Los marcadores cuadrados
representan la velocidad de la reaccion en ausencia de inhibidor, mientras que los marcadores circulares representan la
velocidad en presencia de la fraccion dos.
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Esta comparacion se aplic6 también a los valores obtenidos en las pruebas
realizadas con Remazol a una concentracion 1.728 uM. En la figura 28 se observa
qgue la zona perteneciente a la reaccion sin inhibidor y la zona del Remazol, tienen
una diferencia mas marcada sobre su pendiente y, de manera mas cuantitativa, se
tiene que el valor de velocidad para la reaccion con Remazol es de 0.021 + 0.0009

(uMIs).
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Figura 28. Aumento en la concentraciéon de 4-MU debido a la hidrdlisis de 4-MUNANA catalizada por la enzima
neuraminidasa de C. perfringens, a un pH de 7.4 con solucion amortiguadora de HEPES. Los marcadores cuadrados
representan la velocidad de la reaccion en ausencia de inhibidor, mientras que los marcadores circulares representan la
velocidad en presencia de Remazol 1.728 uM.
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Para tener una mejor comparacion de los valores de velocidad obtenidos en las
diferentes reacciones, se compararon en un grafico de barras con sus respectivas
desviaciones estandar. Estas comparaciones se presentan en la figura 29. El
inhibidor conocido de esta enzima, Remazol, es el que mayor inhibicién presenta
(47.90%). Por otra parte, se observa que la fraccion niamero dos tiene una mayor
reduccion en la velocidad de la reaccién (10.40% de inhibicion) frente a la fraccion

uno que tiene un 3.56% de inhibicion.
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Figura 29. Comparacion de las velocidades de la reaccion de hidrdlisis de 4-MUNANA catalizada por la neuraminidasa de
C. perfringens en ausencia de inhibidor, asi como en presencia de la fraccion 1y 2, y Remazol a una concentracion 4.8 uM.
Las condiciones de reaccion fueron las mismas en los tres casos, siendo estas [HEPES] = 30 mM, pH 7.4 y [4-MUNANA], =
60 uM.
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El bajo porcentaje en la reduccién de la velocidad puede deberse a la baja
concentracion de los compuestos presentes en las fracciones, esto debido a la
dilucién que se realiza a la muestra para su posterior inyeccion al cromatografo,

ademas de la dilucion debido a su paso por este equipo.

Una manera de solucionar este inconveniente es colectar una mayor cantidad de
las fracciones y, posteriormente, evaporar el disolvente en que se encuentran
contenidas y tener de este modo disoluciones con una concentracidn mayor. De

este modo se podria observar una inhibicidbn mayor sobre la enzima neuraminidasa.
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7.Conclusiones.

Se desarrollé un ensayo continuo por espectrofotometria UV-vis para determinar la
actividad catalitica de la neuraminidasa de Clostridium perfringens utilizando el
substrato 4-MUNANA. ElI método es confiable ya que presentd muy buena
reproducibilidad con un coeficiente de variacion que ronda el 1%. Ademas, el
ensayo es accesible para muchos laboratorios de investigacion, ya que requiere un
espectrofotometro UV-vis en lugar de un fluorbmetro, que es el equipo mas

empleado cuando se usa 4-MUNANA como substrato.

Con este ensayo se determind el efecto inhibitorio que tienen dos fracciones
cromatograficas de un extracto de la raiz de Pelargonium sidoides. Si bien el efecto
inhibitorio fue muy modesto (entre 3.6 y 10%), permite: 1) confirmar la inhibicion
observada en dispositivos de microfluidica en trabajos previos de nuestro grupo y
2) sugiere la conveniencia de aislar en un futuro el o los compuestos de la fraccion

con mayor inhibicién para su caracterizacion.
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8.Perspectivas.

En un futuro ademas de evaluar la actividad inhibitoria de cada una de las fracciones
separadas empleando microfluidica basada en microgotas, se podria acoplar un
equipo de espectrometria de masas al equipo de HPLC. Con esto, se podria
identificar las especies quimicas responsables de la actividad inhibitoria dentro del

extracto crudo.
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