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The contour lines of the January and July isotherms indicate areas at risk. defined by the geographical kimits of the northem and
southem hemispheres for year-round survival of Aedes aegypti, the principal mosquito vector of dengue viruses.

*En las ultimas décadas la incidencia del dengue ha crecido de forma extraordinaria, por lo que es un
problema de salud mundial.

*La OMS informa de que dos quintas partes de la poblacién mundial estan en riesgo de infeccidon por
dengue, con un aumento en el niumero anual de casos.

*El aumento de la incidencia y severidad de la enfermedad se atribuye en parte a la expansion
geografica del vector, el mosquito Aedes aegypti.
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Introduccion

Figura 2. Distribucion Geografica de los serotipos del virus del dengue en Colombia (INS, 2008).
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Marco Teodrico

GENERALIDADES DE C. malambo Karst.

REINO: Plantae
DIVISION Magnoliophyta

CLASE Equisetopsida C. Agardh

Malpighiales Juss. ex
ORDEN
Bercht. & J. Presl

FAMILIA Euphorbiaceae Juss

TRIBU Crotoneae
GENERO Croton

ESPECIE Croton malambo
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Marco Teorico
GENERALIDADES sobre Capparis odoratissima Jacq.

CLASE Equisetopsida C. Agardh
Magnoliidae Novak ex
SUBCLASE
Takht.
SUPERORDEN Rosanae Takht.
ORDEN Brassicales Bromhead
FAMILIA Capparaceae Juss.
GENERO Capparis L.
Capparis odoratissima
ESPECIE
Jacq.




ESTUDIO QUIMICO BIODIRIGIDO CONTRA VIRUS DEL DENGUE DEL
EXTRACTO ETANOLICO DE DOS PLANTAS DEL CARIBE COLOMBIANO:
Croton malambo karst y Capparis odoratissima Jacq. '

Marco Teorico
GENERALIDADES SOBRE EL VIRUS DEL DENGUE (DENV)

Clasificacion del virus

Grupo: IV (Virus ARN
monocatenario positivo)

Familia: Flaviviridae

; . i Protei
Género: Flavivirus ob- envoluru E
Proteina

de membrana M

Proteina
de capside C

ARN de
monocadena
positiva
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Marco Teorico
GENERALIDADES SOBRE EL VIRUS DEL DENGUE (DENV)
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Figura 4. Ciclo replicativo del virus Dengue. (Damonte, 2006).
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Marco Teorico
Patogénesis de la enfermedad

C08" T cell /—\:"" /osibles respuestas en el huésped... \

'\"‘\ *Respuesta inmunoldgica protectora o
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elevada produccién de citoquinas.

IFN-y

* Cambio de respuesta tipo TH1 (IFN
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’ hemoconcentracion y choque °
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Marco Teorico

Antecedentes sobre estudios contra virus del dengue.

-

Carga viral
Blancos Replicacion viral

; Adhesion y entrada




ESTUDIO QUIMICO BIODIRIGIDO CONTRA VIRUS DEL DENGUE DEL
EXTRACTO ETANOLICO DE DOS PLANTAS DEL CARIBE COLOMBIANO:
Croton malambo karst y Capparis odoratissima Jacq.

Materiales y Métodos

Recoleccion del Material Vegetal

* Esta recoleccidn fue realizada en los
municipios de San Bernardo del
Viento (Cérdoba), en el afio 20089.

* Laidentificacidon de las plantas se
realizd en el jardin botanico
Guillermo Pifieres de la ciudad de
Cartagena de Indias,
correspondiendo a los registros
numero JBC 793 para C. Malambo y
JBC 1492 para Capparis
odoratissima.
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Materiales y Métodos

Preparacion de Extractos

: Peso del extracto
Cantidad de Rendimiento

Especie Organo Vegetal Material vegetal Seco
seco y molido (g) @) (%)

Corteza 200
Croton malambo 1000 20

( FD-1-12C) (JE-I-7A)
Hojas 56.258

Capparis
PP 739 7.6

odoratissima ( FD-1-28H) (JE-I-1A)
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Materiales y Métodos
Fraccionamiento del EXTRACTO ETANOLICO TOTAL de Capparis odoratissima (JE-1-1A)

e Particion liquido-liquido del
extracto total de hojas de C.
odoratissima (JE-I-1A).

* Fraccionamiento
Cromatografico de la fraccion
soluble en hexano del extracto
total de hojas de C.
odoratissima (JE-1-1C).




ESTUDIO QUIMICO BIODIRIGIDO CONTRA VIRUS DEL DENGUE DEL
EXTRACTO ETANOLICO DE DOS PLANTAS DEL CARIBE COLOMBIANO:
Croton malambo karst y Capparis odoratissima Jacq.

Materiales y Métodos

REALIZACION DE BIOENSAYOS PARA DETERMINAR LA ACTIVIDAD ANTIVIRAL DE LOS
EXTRACTOS Y FRACCIONES DE C. malambo y C. odoratissima

* Mantenimiento de Cultivos Celulares «  Evaluacién de la Concentracién Efectiva
Células VERO de mono verde africano y de 50 (CE,,) de Extractos Y Fracciones de C.
insecto C6/36HT malambo y C. odoratissima.

Detectada por ensayo de reduccion de

* Produccidén de Stock Virales placa e inhibicidn de la produccidn de

National Institute for Biological Standards virus

and Control (DENV-1,2,3 y 4)
* Determinacion del indice de Selectividad

* Evaluacion de La Concentracion Citotoxica de Extractos y Fracciones provenientes
50 (CC50) de Extractos y Fracciones de C. de C. malambo y C. odoratissima.
malambo y C. odoratissima.

Método MTT CC 50/CE 50 = IS

HWPECE T

LUNIVERSIDAD DE AMNTIOQUIA
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Materiales y Métodos
TAMIZAJE FITOQUIMICO PRELIMINAR (TFP) DE EXTRACTOS Y FRACCIONES ACTIVAS.

Metabolito Reaccion Interpretacion

Turbidez suave (+), Turbidez definida (++),
S.R de Mayer o
Precipitado coposo (+++)

Precipitacion escasa (+), Precipitacion

Alcaloides S. R. de Wagner moderada (++), Precipitacién abundante

(+++)

Manchas rojas o anaranjadas en un fondo
S.R de Dragendoff (CCD)

amarillento
Gelatina 1% Precipitacion
NaCl 10 % Precipitacion

Taninos y Polifenoles —
precipitacién/manchas azules, verdes o

SR. FeCl,
negras
] ) Cambio inmediato de color (verde, azul, rojo,
Triterpenos y Esteroles S.R de Lieberman (100 mL) )
naranja
o o ) Mancha coloreada o un anillo purpura
Glucésidos Cardioténicos S.R Kedde (Lactonas insaturadas)

alrededor de la muestra
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Materiales y Métodos
TAMIZAJE FITOQUIMICO PRELIMINAR (TFP) DE EXTRACTOS Y FRACCIONES ACTIVAS.

Metabolito Reaccion Interpretacién

) Manchas azules (Naftoquinonas no
Azul de metileno (CCD) (100 mL) )
reaccionan)

] Hidroxiantraquinonas dan manchas
) . Acetato de Magnesio (CCD) (100 mL)
Naftoquinonas y Antraquinonas anaranjadas

S.R de Amoniaco Color rojo

) Manchas azules (Naftoquinonas no
Azul de metileno (CCD) (100 mL) )
reaccionan)

] Color violeta (Saponinas de Triterpenos
Saponinas S.R de Rosenthal (50 mL) o
pentaciclicos)

Reaccién con vapores de amoniaco: )
] o Color amarillo ocre
impregna un papel con extracto diluido

Test de Shinoda: virutas de magnesio y ) ) )
Elavonoides Coloracion rosada, violeta y roja
HCI concentrado (nucleo de y- )
] anaranjada
benzopirona)

Test leucoantocianinas : HCI concentrado y N L
Coloracién rojo violaceo
calentar
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Resultados y Discusion
Fraccionamiento del EXTRACTO ETANOLICO TOTAL de Capparis odoratissima (JE-1-1A).

* Particion liquido-liquido del extracto total de hojas de C. odoratissima (JE-I-1A).

JE-I-1A (10 g)

eDisolucidon en Metanol
eAdicion de Hexano
eCuatro extracciones Sucesivas.

JE-1-1B (1.15 g) JE-1-1C (8.54g)
11.5% 85.4 %
(rendimiento) (rendimiento)

Figura 6. Esquema de particion liquido-liquido realizado al extracto total de C. odoratissima. (JE-I-1A).
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Resultados y Discusion
Fraccionamiento del EXTRACTO ETANOLICO TOTAL de Capparis odoratissima (JE-1-1A).

* Fraccionamiento Cromatografico de la fraccidn soluble en hexano del extracto total de
hojas de C. odoratissima (JE-1-1C)

Rendimiento

No de Fraccion Codigo Fase Movil Peso (mg)

(%)
1 JE-I-2A Hexano 69.7 3.485
2 JE-I-2B Hexano/CH,Cl,(1:1) 29.9 1.495
3 JE-I-2C CH,Cl, 106 5.3
4 JE-I-2D CH,Cl,/Acetona(7:3) 487.8 24.39
5 JE-I-2E Acetona 391.2 19.56
6 JE-I-2F MeOH 756.9 37.845

Fase estacionaria: silicagel 60 (70-230 mesh).
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Resultados y Discusion
Fraccionamiento del EXTRACTO ETANOLICO TOTAL de Capparis odoratissima (JE-1-1A).

* Fraccionamiento Cromatografico de la fraccidn soluble en hexano del extracto total de
hojas de C. odoratissima (JE-1-1C)

JE-I-2A (69.7 mg)

PARTICION CON METANOL

JE-I-3A (28.8 mg) JE-1-3B (38 mg)

Figura 7. Esquema de particion Solido-Liquido de la fraccion JE-I-2A
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Resultados y Discusion
Fraccionamiento del EXTRACTO ETANOLICO TOTAL de Capparis odoratissima (JE-1-1A).

* Fraccionamiento Cromatografico de la fraccidn soluble en hexano del extracto total de
hojas de C. odoratissima (JE-1-1C)

F.M:CH,Cl,/ F.M:CH,Cl,/ F.M:CH,Cl
MeOH 20:1 MeOH 30:1 2

Figura 8. Perfiles Cromatograficos de JE-I-3A con diferentes fases moviles.
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Resultados y Discusion
Fraccionamiento del EXTRACTO ETANOLICO TOTAL de Capparis odoratissima (JE-1-1A).

* Fraccionamiento Cromatografico de la fraccion soluble en hexano del extracto total de
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Cédigos de muestras de
la placa
1. JE-I-3A
FASE MOVIL:
2. JE-I-1A CH,Cl,/MeOH (30:1)
. JE-I-1C
. JE-I-2C

3
4
5. JE-I-2D
6. JE-I-2E
7

. JE-I-2F

Figura 9. Perfiles Cromatograficos de Fracciones y extracto total de hojas de C. odoratissima.
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Resultados y Discusion
DETERMINACION DEL PORCENTAIJE DE INHIBICION DEL CRECIMIENTO VIRAL, CC,,, CE;,
E IS DE EXTRACTOS TOTALES DE C. malambo Karst. (JE-I-7A) y C. odoratissima Jacq.

(JE-I-1A).

%

CE
Extracto Caodigo Inhibicion  CCg,(mg/L) ( ;’E) IS
mg
Viral
C. malambo
JE-I-7A 39.0 ND ND ND
Corteza
C.odoratissima
JE-I-1A 97.3 91,28 30 3,04

Hojas

Hasta el momento no se han encontrado reportes cientificos de actividad antiviral de C. odoratissima
Jacq, sin embargo, otros investigadores reportan otras especies del genero Capparis con propiedades
antivirales, antiinflamatorias y antimicrobianas (Nizar et al., 2010)
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Resultados y Discusion

DETERMINACION DE CC,,, CE;, E IS DE LAS FRACCIONES PROVENIENTES DEL EXTRACTO
TOTAL DE C. odoratissima Jacq. (JE-I-1A).

Fraccion Caodigo CC,, (mg/L) CE;, (mg/L) IS
Soluble en
JE-I-1B 997,0 2387,0 0,41
Metanol
Soluble en
JE-I-1C 120,340 12,17 9,88

Hexano
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Resultados y Discusion

DETERMINACION DE CC,,, CE;, E IS DE LAS FRACCIONES PROVENIENTES DE LA
PORCION SOLUBLE EN HEXANO DEL EXTRACTO TOTAL DE C. odoratissima Jacq. (JE-I-

1C).
No CE,, Cantidad Rendimiento
y Codigo Fase Movil
Fraccion (mg/L) (mg) (%)
1 JE-I-3A 7,77 28.8 1.44
Hexano/CH,Cl,
2 JE-I-5A 125 21.9 1.095
3 JE-I-2C 15,60 106 5.3
CH,Cl,/Acetona
4 JE-I-2D 15,63 487.8 24.39
5 JE-I-2E 162,74 391.2 19.56
6 JE-I-2F 31.25 756.9 37.845
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Resultados y Discusion

DETERMINACION DE CC,,, CE;, E IS DE LAS FRACCIONES PROVENIENTES DEL EXTRACTO

TOTAL DE C. odoratissima Jacq. (JE-I-1A).

IS

350 ~

300 A

250 -

200 A

150 ~

100 -~

50 ~

4 Ay

JE-I-3A JE-I-1C JE-I-1A

FRACCIONES Y EXTRACTO TOTAL DE C. odoratissima
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Resultados y Discusion

TAMIZAJE FITOQUIMICO PRELIMINAR DE EXTRACTOS Y FRACCIONES DE C. odoratissima.

EXTRACTOS Y FRACCIONES

JE--1A JE-I-1B JE-I-1C JE-I-2C JE-I-2D JE-I-2E JE-I-2F JE-I-3A JE-I-5A
Tipo de Metabolito
(3,04)" (0,41) (9,88) (11,83) (2,11) (0,93) (0.84)' (339,32) . (1,21)
Alcaloides -+ +H+ 4 ++ ++ + et -
i +
Taninos +++ +++ +++ +++ ++ +
Triterpenos 4+ ++ 4+ 4+ ++ + +++
Esteroles +++ ++ +++ +++ ++ +
—/ —/
Cumarinas -
Saponinas
Glicésidos

Flavonoides

Quinonas

C. Avicennifolia
(Flavonoides y

aminoacidos




Prueba de identificacion de alcaloides en la fraccion
promisoria (JE-I-3A)

Zonas
anaranjadas:
prueba positiva
para alcaloides

Precipitado
COpoSso

TFP microquimico de JE-I-3A
TFP en placa analitica de JE-I-3A con R. de Dragendorff.
utilizando como revelador R. de
Dragendorff (FM: CH,CI,)



Conclusiones




Recomendaciones

* En la culminacion de este trabajo se sugiere seguir trabajando e investigando sobre la
actividad antiviral contra virus del dengue con la fraccion activa de las hojas de C.
odoratissima. Esos estudios podran estar encaminados a conocer, cual es el sitio de
accion de los metabolitos secundarios presentes en esta fraccion activa.

*Continuar con el aislamiento y purificacion de los metabolitos secundarios,
correspondientes a alcaloides de baja polaridad que estuvieron presentes en la
fraccion activa JE-I-3A.

* Una vez se halla realizado el aislamiento y purificacidén se debe proceder a la
elucidacion estructural de estos compuestos para conocer si son nuevos 6 compuestos
conocidos de los cuales no se conoce su actividad antiviral contra virus del dengue.



Recomendaciones

* Por ultimo, una vez conocida la estructura de los metabolitos activos se deberd
proceder a llevar a cabo rutas sintéticas o semisinteticas que faciliten su obtencion en
cantidades apreciables en caso de tratarse de compuestos lo suficientemente
promisorios. Asi mismo se sugiere con ayuda del PECET la realizacion de ensayos

biolégicos mas sofisticados que puedan indicar el posible mecanismo de accién de estos
compuestos o fracciones.
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